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RESUMEN

Durante las Ultimas décadas las enzimas microbianas han acaparado el interés en diversas
industrias, reemplazando muchas enzimas vegetales y animales gracias a su amplia
disponibilidad, medios de cultivo econémicos, procesos ambientales mas limpios y la reduccion
de costos en su produccion en general. Uno de los principales desafios en la actualidad se centra
en lograr un desarrollo sostenible implementando un modelo de economia circular con el
proposito de alcanzar un equilibrio entre economia, medio ambiente y sociedad. En este estudio
se valorizaron las semillas del arbol de Ramén (Brosimum alicastrum) extendiendo su vida util
como un sustrato, el cual, en conjunto con la cepa Trametes hirsuta Bm-2, produjeron extractos
enzimaticos por medio del proceso de fermentacion sumergida en matraz agitado. Se selecciono
el extracto obtenido a partir de harina de Ramon liofilizada (HRL) para su caracterizacion y
evaluacion por su mayor actividad enzimatica (152 U/mL de enzima a-amilasa y 18,993 U/mL de
enzima lacasa) en las pruebas preliminares. Las condiciones mas efectivas en la actividad
enzimatica se obtuvieron a pH 4.5 con buffer acido citrico-fosfato (225 U/mL a-amilasa y 12,972
U/mL lacasa) y a una temperatura de 50 °C (117 U/mL a-amilasa y 4,283 U/mL lacasa)
considerando que el extracto HRL contenia inicialmente 50 U/mL de enzima a-amilasa y 7,700
U/mL de lacasa. Respecto a las soluciones amortiguadoras, el cloruro de zinc [5 mM)] inhibié en
un 58 % la actividad a-amilasa y el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) [10 mM] en un 25%,
mientras que para la enzima lacasa solo el ABTS [10 mM)] inhibi¢ la actividad enzimatica en un
83%. El extracto HRL fue evaluado mediante su aplicacion en tres residuos y se obtuvieron
resultados positivos en la decoloracion del tinte indigo carmin y la remocion de fenoles en vinazas
diluidas, permitiendo también una mayor produccién de azicares reductores al romper enlaces
glucosidicos a-1,4 del almidén de yuca. La posibilidad de aplicar este extracto enzimatico en
tratamientos biologicos para la transformacion a bioenergia es una alternativa importante y
amigable con el ambiente, lo cual es esencial para lograr un impacto positivo en la economia y
evitar la contaminacion.
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ABSTRACT

Over the last decades, microbial enzymes have attracted the attention of various industries,
replacing many plant and animal enzymes thanks to their wide availability, economical culture
media, cleaner environmental processes and the reduction of costs in their production in general.
One of the main challenges today is to achieve sustainable development by implementing a
circular economy model with the purpose of achieving a balance between economy, environment
and society. In this study, the seeds of the Ramén tree (Brosimum alicastrum) were valorized by
extending their useful life as a substrate, which, together with the Trametfes hirsuta Bm-2 strain,
produced enzymatic extracts through the process of submerged fermentation in a shaken flask.
The extract obtained from freeze-dried Ramén flour (HRL) was selected for characterization and
evaluation due to its higher enzymatic activity (152 U/mL of a-amylase enzyme and 18,993 U/mL
of laccase enzyme) in preliminary tests. The most effective conditions for enzymatic activity were
obtained at pH 4.5 with citric acid-phosphate buffer (225 U/mL a-amylase and 12,972 U/mL
laccase) and at a temperature of 50 °C (117 U/mL a-amylase and 4,283 U/mL laccase)
considering thatthe HRL extract initially contained 50 U/mL of a-amylase enzyme and 7,700 U/mL
of laccase. Regarding the buffer solutions, zinc chloride [5 mM] inhibited a-amylase activity by
58% and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) [10 mM] by 25%, while for the laccase enzyme
only ABTS [10 mM] inhibited the enzymatic activity by 83%. The HRL extract was evaluated by its
application in three residues and positive results were obtained in the decolorization of the indigo-
carmine dye and the removal of phenols in diluted vinasses, also allowing a greater production of
reducing sugars by breaking a-1,4 glucosidic bonds of cassava starch. The possibility of applying
this enzymatic extract in biological treatments for the transformation to bioenergy is an important
and environmentally friendly alternative, which is essential to achieve a positive impact on the

economy and avoid pollution.
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INTRODUCCION
Las enzimas representan el grupo mas grande de proteinas ampliamente distribuidas en la
naturaleza, cumpliendo con la funciéon de un biocatalizador, al aumentar significativamente la
velocidad de reaccion, razén por lo que en el presente son el producto industrial mas importante
de la biotecnologia. Las enzimas han adquirido cada vez mayor atencion debido a la necesidad
de producir energia renovable, mediante procesos ecologicos, para evitar que su contraparte fasil

genere mas contaminacion [1,2].

Estas proteinas cataliticas, con millones de afios de ajuste evolutivo, tienen un papel importante
en diversas industrias como: la alimentaria, farmacéutica, textil y en la produccién de bioenergia.
Teniendo aplicaciones biotecnoldgicas en el pretratamiento de los residuocs, la extraccion de
compuestos e incluso en la modificacion y sintesis de nuevas moléculas a partir de los

compuestos bioactivos [2, 3, 4, 5]

La bioenergia ve reflejada su importancia directamente en la produccién de biocombustibles
como el etanol, el cual ademas de reducir emisiones de carbono, es producido mayormente a
partir de almidon, mismo que requiere de enzimas amiloliticas para su despolimerizacion. En el
caso de Estados Unidos, por ejemplo, el etanol producido a partir de maiz ayudd a proteger su
independencia energética al desplazar mas de 600 millones de barriles de petrdleo crudo con una
produccion anual de 15,620 millones de galones en el afio 2023, representando el 53% de la

produccion total anual de este biocombustible [4, 5, 6].

Actualmente el mercado de las enzimas industriales ha crecido alrededor de un 7% anual,
reportandose un mercado global de 13,300 millones de ddlares en el afio 2023 y esperando
alcanzar los 21,400 millones de dodlares para el 2032, exhibiendo una tendencia en la tasa de
crecimiento de 5.3% durante el periodo 2024-2032. Gracias a su relacion costo-beneficio, bajo
consumo energético, tiempos de procesamiento més cortos y caracteristicas ecologicas, los

procesos enzimaticos estan incorporandose rapidamente en diversas industrias. [7, 8, 9].

Microorganismos como bacterias, hongos y levaduras se han utilizado extensamente para
producir enzimas especificas para aplicaciones comerciales. Por ejemplo, se han producido
celulasas de varias especies de hongos como Aspergillus, Basidiomycetes, Pleurotus y
Trichoderma, lipasas a partir de Aspergillus sp., Candida sp. (levaduras), Penicillium sp.,
Rhizopus y Mucor, asi como xilanasas por cepas de Aspergillus, Penicillium y Trichoderma.

Siendo los organismos mas reconocibles en la industria la bacteria Bacillus subtilis y el hongo



Aspergillus oryzae, con los cuales se producen las principales enzimas utilizadas en el mercado

industrial; la amilasa, lacasa, lipasa, proteasa, ligasa, fitasa, celulasa y xilanasa [4, 9,10 ,11].

Estudios han demostrado la eficiencia del uso de enzimas y desechos organicos en la produccion
de bioenergia, dejando en evidencia su rendimiento en comparacion de enzimas comerciales y/o
medios sintéticos. Por ejemplo, Ibarra Diaz (2020) establecié las mejores condiciones para cultivo
a partir de grano y paja de cebada con el uso de enzimas comerciales Amilex 4T, Diazyme SSF,
Cellic CTec 3, Cellic HTec 3 y levaduras autoctonas Saccharomyces cerevisiae ITV-01 y
Kiuyveromyces marxianus CECT 10875, logrando una mayor deslignificacion con la hidrdlisis
enzimatica en comparacion del pretratamiento peréxido-alcalino, lo cual demuestra que ademas
de ser mas costosas las enzimas comerciales, obtuvieron un menor rendimiento. Mientras que
Danovich (2019) obtuvo un extracto enzimatico con cultivo Wickerhamomyces anomalus, en un
medio de cultivo sintético compuesto por glucosa, pectina de citrus, sulfato de amonio, otras
sales, aminoacidos y vitaminas, el cual le permitid comparar el rendimiento del proceso extractivo
por via enzimatica con el método de extraccidon quimica, obteniendo mayores rendimientos

empleando el primer método, confirmando la bondad del proceso enzimatico utilizado.

Actualmente la tendencia es producir enzimas o extractos enzimaticos a partir de sustratos
asequibles provenientes de residuos agricolas o desechos de produccion. Por lo que estudios
recientes han evaluado esta produccion caracterizando a su vez la cinética enzimatica. Tal es el
caso de Figueroa et al. (2020) quienes determinaron la capacidad de produccion de a-amilasas
de 20 cepas nativas de hongos anamorfos a través de fermentacion en estado soélido, utilizando
como sustrato cascara de arroz, y de Washington (2020) que utilizé desechos de cafia de azucar
en el crecimiento de Pleurotus ostreatus para el desarrollo enzimatico lignoceluldsico de lacasas,

lignina peroxidasas y manganeso peroxidasas.

Por ello se propone en esta tesis el uso de las semillas del arbol de Ramon (Brosimum alicastrum)
como sustrato para la produccion de extractos enzimaticos. El Ramén es una especie forestal
que crece abundantemente, contribuye a la restauracion de los suelos degradados y a su vez es
considerado un reservorio de carbono. A pesar de ser un gran aportador de forraje para el
ganado, no es empleado como base de la alimentacion humana ni utilizado masivamente para el
mismo destino, por lo que representa una materia prima abundante, disponible y de bajo costo
[16, 17, 23].

Para la produccion de las enzimas, se propone el uso de un hongo nativo de la region

norteamericana; Trametes hirsuta Bm-2 debido a que se ha reportado como facilmente adaptable



a diversas condiciones y de facil manejo, por lo que comunmente es conocido como seguro, que

carece de esporas y es capaz de generar multiples enzimas [18, 19].

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue producir un extracto enzimatico con la cepa fungica T.
hirsuta Bm-2 utilizando harina de semillas de Ramon como sustrato. Ademas, se evalud el
extracto con los parametros de pH, temperatura, inhibidores enzimaticos y su efecto en diversas
materias primas potenciales para la produccién de bioenergia. Con el fin de contribuir con la

sustentabilidad en la produccion energética al disminuir el uso de enzimas comerciales.



CAPITULO 1

ANTECENDENTES

1. Brosimum alicastrum Swartz

Brosimum alicastrum Sw. conocido comunmente como Ramon, es un arbol caracteristico de las
zonas tropicales, originario de Mesoameérica y el Caribe, con amplia distribucion en México que
va desde el sur de Sinaloa a Chiapas y del sur de Tamaulipas a la Peninsula de Yucatan. Es
apreciado por poseer follaje con alto contenido nutritivo, principalmente para el ganado vacuno y
caprino y también por su disponibilidad durante la época de sequia. Ramén representa un
elemento ecoldgicamente importante en la composicion floristica de la selva baja y mediana del
sur de Mexico [16, 20, 21].

El Ramén es un arbol comun en casi todos los bosques tropicales del sureste de México, tanto
de la region del Golfo de México como del Pacifico Mexicano, y se le conoce por varios nombres
comunes, entre los que destacan ash, capomo, talcoite, osthé, ojoche, uje o mojo. Puede
adaptarse a climas humedos y aridos por su capacidad de aprovechar la humedad almacenada
en el suelo desde sus raices profundas, y retiene un forraje verde aun durante la época de secas
[20, 21, 22].

La abundancia de estos arboles en los alrededores de las ruinas mayas ha llevado a arquedlogos

y antropologos a sugerir que fueron cultivados en areas residenciales en el pasado [22].

Las areas de cultivo se han incrementado en los ultimos afos debido a su gran variedad de usos
(madera, forraje, alimento, medicinas) y su aprovechamiento para la produccion de materiales
biodegradables [22, 23].

1.1.1 Usos

Es un arbol de importancia ecoldgica y econdmica que tiene una amplia variedad de usos

humanos, tales como:

- La madera se utiliza para la construccion en general y como entarimado, material de
artesanias, mangos de herramientas, fabricacion de articulos torneados y como pulpa
para papel.

- Lapulpa del fruto es comestible. Las semillas hervidas o tostadas tienen sabor parecido
a las castafias y son muy nutritivas, se comen solas o con maiz, miel y platanos.

- Las semillas tostadas y molidas se usan como sustituto del café y para una harina negra

utilizada en la elaboracion de pan o tortilla.



- Las hojas, tallo joven, fruto y semillas; constituyen un excelente forraje para el ganado
bovino, caprino, equino y porcino.

- Y finalmente, presenta usos medicinales; el latex, las hojas en infusion presentan uso
antitusivo, asma, balsamico, contra la diabetes, diaforético, emenagogo, contra la
tuberculosis y la bronquitis.

- Lainfusion de corteza se usa como ténico.

- Otro uso importante en la region es como arbol de sombra y ornato [17, 23].

1.1.2 Caracteristicas y composicion

Este arbol perennifolio y subperennifolio puede llegar a medir de entre 20 a 45 m de altura,
con un diametro de hasta 1.5m. Sus semillas miden alrededor de 9 a 13 mm de largo por
16 a 20 mm de ancho, son redondeadas y aplanadas en ambos extremos y estan cubiertas
de una testa papiracea de color moreno claro. La semilla fresca tiene de 45 a 55% de
humedad [17].

Los arboles producen frutos de marzo a abril y de agosto a septiembre cada afio.
Dependiendo de la talla del arbol, éstos pueden producir entre 75 y 95 kg de semilla al afio,
las cuales contienen aceite, grasa, azucares y una gran cantidad de triptéfano, un
aminoacido deficiente en las dietas a base de maiz. Su composicién (Tabla 1.1) incluye
principalmente materia seca, seguida por almidén y azucares (extracto libre de nitrogeno)
y proteina cruda, y en menor medida extracto etéreo, cenizas y fibra cruda. En la
alimentacién humana, la semilla de Ramon ha demostrado ser un alimento alto en proteina
(11.5%) vy fibra dietética (13%) mientras que el forraje tiene 14% de proteina cruda, 3.9%

de extracto etéreo o grasas, 13% de cenizas o minerales y 39% de fibra cruda [16, 20].

Tabla 1.1 Composicidn quimica de la semilla del arbol de Ramon, B. alicastrum [20]

Componente Contenido

Materia seca (% base fresca) 92
Proteina cruda (% base seca) 12.8
Extracto etéreo (% base seca) 3.1
Cenizas (% base seca) 3.4

Fibra cruda (% base seca) 3.2
Extracto Libre de Nitrégeno (almiddn Y

y azucares) (% base seca)

Energia Bruta (kcal/kg MS) 3760



1.1.3 Distribucién geografica

El Ramon se distribuye en el Neotropico, desde el norte de México (con excepcion de la
Peninsula de Baja California) hasta el sur de Brasil. También se encuentra en algunos
estados de la Cuenca del Rio Balsas, extendiéndose por Centroamérica y llegando hasta
Colombia, Peru y Venezuela; ademas de Cuba, Jamaica y Trinidad y Tobago en el Caribe
(Figura 1.1). Es un arbol dominante en los bosques tropicales y subtropicales que se
pueden encontrar a lo largo de la vertiente del Pacifico de México, desde la planicie
costera hasta las laderas y quebradas de la Sierra Madre Occidental, de 400 a 800 m de
altitud. Por otro lado, a lo largo del talud continental del Golfo de México, se presenta
mayormente a lo largo de la planicie costera, abarcando la mayor parte de la Peninsula
de Yucatan, la Sierra Madre Oriental y los Altos de Chiapas, alcanzando altitudes de 600
m [22, 24, 25].

En el estado de Yucatan, el Ramén tiene una distribuciéon natural en la parte central, sur
y oriente, ya que forma parte de la composicién de la selva baja subcaducifolia y selva

mediana subcaducifolia [23].

En la actualidad se pueden observar ejemplares en casi todo el territorio del estado, siendo
parte importante de la estructura de los huertos familiares mayas en comunidades rurales
y como arbol de ornato en parques, jardines y areas verdes en las ciudades, por su follaje
perenne [23].



Figura 1.1 Distribucion del arbol de Ramon (Brosimum alicastrum) [24]

1.1.4 Productividad

Un estudio llevado a cabo en el estado de Yucatan estimé la produccion media de diez
arboles en un total de 163.3 kg de forraje por arbol al afo. Esta productividad de biomasa
es un reflejo del hecho de que los arboles sin manejo pueden producir un promedio de
13.60 kg hasta 18.9 kg de desechos biomasicos por mes en los arboles mas grandes, y
se encontrdé una alta correlacién entre el diametro y la produccion de biomasa. En un afio
un arbol produce un total de 163.3 kg, lo que podria representar una productividad
forrajera de 48.9 toneladas por afo en una plantacion comercial de 300 arboles por
hectarea, o 36.6 toneladas con 200 arboles por hectarea, una cantidad significativa si se

compara con la produccion de pastos [25].



1.2 Biomasa

La Directiva (UE) 2018/2001 del Parlamento y Consejo Europeo define la biomasa como la
fraccion biodegradable de los productos, residuos y desechos de origen biolégico procedentes
de actividades agrarias, incluidas las sustancias de origen vegetal y de origen animal, de la
silvicultura, la pesca y la acuicultura, asi como la fraccidon biodegradable de los residuos
industriales y municipales de origen bioldgico. Es, por lo tanto, materia organica utilizada como
fuente energética (energia eléctrica, térmica, combustibles para vehiculos y productos quimicos
valiosos) [26, 27, 28].

Estos recursos biomasicos pueden clasificarse de forma general en agricolas y forestales.
También se considera biomasa la materia organica de las aguas residuales y los lodos de las
mismas, asi como la fraccion organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU), y otros residuos

derivados de las industrias [26].

1.2.1 Tipos de Biomasa

1.2.1 Amilolitica

En funcidon de los productos predominantes en la biomasa se establece una nueva
clasificacion, en la que se encuentra la biomasa amilolitica haciendo referencia a aquella
materia prima en la que predominan los polisacaridos como el almidén, siendo esta rica
en el mismo y que, debido a su acumulamiento, son una fuente potencial de glucosa.
Dentro de los cereales encontramos alimentos como el maiz, cebada, malta, trigo, avena,
arroz y centeno, mientras que en la clasificacion de tubérculos predomina la papa como

fuente de biomasa rica en almidén [29, 30].

Almidén

El almidon es un carbohidrato complejo o polisacarido de glucosa formado por dos tipos
de cadenas de moléculas de esta (D-glucano), amilosa (fraccién lineal a-1,4) y amilopetina
(fraccion ramificada a-1). El almidén puro se encuentra en forma de un polvo blanco,
inodoro e insipido; y se extrae de las plantas. La mayoria de las plantas verdes lo

producen para almacenar el exceso de glucosa que crean durante la fotosintesis [52, 31].

En su forma nativa (natural) o mediante algun tipo de modificacion, es el producto
industrial mas importante, debido a sus propiedades funcionales (solubilidad, poder de
hinchamiento, claridad de las pastas y estabilidad a la refrigeracion), que imparte a los

productos donde se adicionan [31].



Recientemente, la semilla del arbol de Ramon ha cobrado importancia comercial por dos
razones: primero, como una alternativa para la seguridad alimentaria, debido a sus
propiedades nutricionales y, segundo, para la obtencion de bioetanol. EI almidén de
semilla de Ramén se ha propuesto como ingrediente alimentario, asi como para la
fabricacion de materiales biodegradables y para la produccion de materiales
termoplasticos, ademas de poder utilizarse como excipiente en la formulacion de tabletas
en la industria farmacéutica. La oxidacion del almidon de semilla de Ramon resulté en un
gel mas claro, lo que potencializa su aplicacion industrial. Del mismo modo, la semilla
contiene una importante cantidad de compuestos fendlicos (acido galico, acido

clorogénico y acido vanilico) con actividad antioxidante [32].
Hidrélisis de almidén

El almiddn es la segunda fuente de carbohidratos (energia) mas abundante e importante
en el mercado debido a sus multiples aplicaciones en la industria, desde productos
valiosos en la industria de procesamiento de alimentos (maltosa, glucosa, fructosa, acidos
organicos, aminoacidos, jarabes de glucosa y fructosa), hasta servir como materia prima
en la industria de la fermentacion para la produccion de etanol. Con este proceso se
pueden producir también, moléculas de carbohidratos mas pequenas que sirven como
bloques de partida para la sintesis quimica, e incluso producir materias primas a partir de
fuentes renovables para la sintesis de moléculas organicas (33, 34, 53).

La hidrolisis del almidon es un proceso importante en la industria alimentaria, en el
tratamiento de aguas residuales y en la produccion de materiales de partida para la
sintesis de moléculas organicas y produccion de biocombustibles. Dicho proceso consta

de tres etapas:

e Gelatinizacion: el agua y calor rompen los enlaces de hidrogeno, manteniendo
unido los granulos de almidon.

o Licuefaccion: catalizada por la enzima a-amilasa, se producen moléculas mas
pequeias llamadas oligosacaridos, las cuales se pueden degradar aun mas. Esta
enzima solo puede hidrolizar los enlaces glucosidicos a-1,4.

e Sacarificaciéon: con la adicién de la enzima amiloglucosidasa, las moléculas de
oligosacaridos se degradan a glucosa y maltosa. Esta enzima puede hidrolizar

tanto los enlaces glucosidicos a-1,4 como los a-1,6.



Dichas enzimas se obtienen principalmente de bacterias termo resistentes como Bacillus

licheniformis, Escherichia coli o Bacillus subtilis [34, 35].

Gracias a los avances biotecnolégicos, existen enzimas que permiten producir de manera
controlada y con alto rendimiento productos derivados de la hidrdlisis del almidén. Un
ejemplo son las maltodextrinas, las cuales se encuentran constituidas por una mezcla de
carbohidratos con diferente grado de polimerizacion y, por ende, diferentes pesos
moleculares. Su contenido de azlcares directos (ARD) es expresado en términos de
dextrosa [32].

El proceso de hidrdlisis se puede mejorar reduciendo el pH, calentando la mezcla de
reaccion o catalizando la reaccién con enzimas. Sin embargo, las enzimas digestivas de
almidon crudo pueden hidrolizar directamente a los granulos de almidén crudo por debajo
de la temperatura de gelatinizacion del almidén, reduciendo significativamente los grandes
insumos de energia requeridos y simplificando el proceso de fabricacion de productos a
base de almidén. Dejando asi a un lado la necesidad de los procesos de licuefaccion y
sacarificacién, ya que estos representan alrededor del 30-40 % de la energia total utilizada

durante la produccién de etanol a base de almidén [33, 36].

Solo aproximadamente el 10% de las enzimas amiloliticas son capaces de digerir el
almidon crudo debido al tamafio de las particulas y a la arquitectura policristalina
densamente compacta de los granulos de almidon natural. Diversos estudios han
informado que una gran cantidad de microorganismos, incluidos hongos y bacterias,

producen estas enzimas digestivas de almidén crudo [36].
1.2.2 Lignoceluldsica

La biomasa lignoceluldsica representa mas del 90% de toda la biomasa vegetal y es la
fuente de carbono renovable mas abundante que a su vez no compite con las reservas de
alimentos. Ademas de las fuentes convencionales, como las plantas lefiosas y herbaceas,
la lignocelulosa también existe como subproduto en los flujos actuales de procesamiento
agricola y alimentario. Sin embargo, la mayoria de estos tipos de biomasa lignocelulosica
residual se destinan a otros usos como fertilizantes, se queman para generar energia o

son descartados como desechos [30, 37, 38].

La lignocelulosa es un biopolimero que consta de tres componentes principales; la

celulosa, hemicelulosa y lignina. La celulosa y hemicelulosa son polimeros de



carbohidratos (polisacaridos) mientras que la glucosa es la unidad monomérica de la
celulosa [30, 38].

La conversion de la biomasa lignoceluldsica, derivada de residuos agricolas, en
compuestos de valor afiadido se ha convertido en una estrategia sostenible para el
desarrollo de muchas industrias, ya que puede ofrecer materias primas renovables para
muchas areas de aplicacion, como la energia, la alimentacion, la nutricion, la industria
quimica, etc. Durante la degradacion de estos materiales por parte de los
microorganismos, se producen diversos compuestos, como proteinas, enzimas, acidos

organicos, metabolitos secundarios y oligosacaridos [39, 40].

Es por esto que actualmente se esta investigando activamente el uso de esta biomasa
para la produccion de biocombustibles. Tal es el caso del desarrollo tecnoldgico enfocado
a la producciéon de etanol, el cual se ha desplazado hacia la utilizacion de materiales

lignoceluldsicos residuales para reducir los costos de produccion [40, 41].

Las biorrefinerias tradicionales de biomasa lignocelulésica se han centrado en los
componentes de carbohidratos sin usos eficientes de la lignina, de la cual su valorizacion
se encuentra en la produccion de productos quimicos de alto valor, en particular,
monomeros aromaticos. Atrayendo mucho la atencion debido a que la lignina es el recurso

mas abundante de la biomasa [41].

Diversos autores han destacado a los microorganismos lignoceluldticos, en especial los
hongos, de gran interés como degradadores de biomasa para aplicaciones a gran escala,
gracias a su capacidad de producir grandes cantidades de enzimas lignoceluloliticas
extracelulares. Teniendo buena eficiencia en el proceso de conversion enzimatica de
polisacaridos estructurales en la biomasa vegetal para romper polisacaridos cristalinos,

permitiendo asi el acceso a cadenas poliméricas individuales [40, 41]

Entre los hongos productores de enzimas lignoceluloliticas, se encuentran especies de
ascomicetos como Trichoderma reesei, basidiomicetos como hongos de podredumbre
blanca (por ejemplo, Phanerochaete. chrysosporium), hongos de podredumbre parda
como Fomitopsis palustris e incluso algunas especies anaerobicas como Orpinomyces sp.
Esta alternativa enzimatica evita el uso de acidos fuertes y da como resultado una

corriente mas limpia de azlcares para la fermentaciéon con menos subproductos [40, 41].
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1.3 Bioconversion

La bioconversion consiste en la transformacion de una forma de energia en otra, o de una
sustancia en otra, a través de la accion de seres vivos, por lo general microorganismos y de

manera biolégica [27, 42].

Las biotransformaciones que utilizan enzimas y células microbianas completas se han utilizado
durante siglos para producir alimentos y bebidas. Sin embargo, solo en el ultimo siglo se han
desarrollado métodos para comprender y mejorar la estabilidad y productividad de los
biocatalizadores. La ingenieria y la evolucién dirigida de enzimas han mejorado la actividad
enzimatica y aumentado el nimero de productos que se pueden obtener por biotransformacion
[42, 43].

La bioconversion de celulosa en azucares fermentables es un area de biorrefinacion que ha
invertido enormes esfuerzos de investigacion, ya que es un requisito previo para la posterior
produccion de bioenergia. Los azucares y el almidon constituyen la materia prima del 90 % del
etanol producido hoy en dia, pero las formas mas frecuentes de azucar en la naturaleza son la

celulosa y la hemicelulosa [27, 42].

1.4 Biorrefinerias

En la busqueda de un crecimiento econdmico sostenible, las biorrefinerias han surgido como
alternativa potencial a las refinerias de petroleo. Cada vez se reconoce mas a nivel mundial que
las materias primas de origen vegetal (es decir, la biomasa) tienen el potencial de reemplazar una
gran fraccion de los recursos fésiles como materia prima para las producciones industriales,
abordando tanto los sectores energéticos como los no energéticos (es decir, los productos

quimicos y los materiales) [43, 45].

El concepto de biarrefineria ha sido recientemente disenado y utilizado para procesar varias
materias primas de biomasa, como la lignoceluldsica, algas y varios tipos de desechos. Abarca
una amplia gama de tecnologias capaz de separar los recursos de biomasa (madera, pastos,
maiz...) en sus componentes basicos (carbohidratos, proteinas, triglicéridos...) que pueden
convertirse en productos de valor agregado, biocombustibles y productos quimicos. Entre las
diversas definiciones de biorrefineria, la mas exhaustiva fue realizada por IEA Bioenergy Task 42
“Biorefineries”; “La biorrefinacion es el procesamiento sostenible de biomasa en un espectro de

productos comercializables y energia” [44, 45, 46].



1.4.1 Tipos de Biorrefinerias

Biorrefineria de primera generacién

Las materias primas para las biorrefinerias de primera generacién provienen de la cafia de
azucar, trigo, maiz, cebada, sorgo, girasol, etc. (Azad et al. 2015). El bioetanol, biodiesel y
biogas derivado del almidén son las primeras generaciones de biocombustibles y muy
comunes en esta categoria, sin embargo, los aceites vegetales y el biometano también se
pueden incluir dentro de esta generacion de biorrefinerias (Cherubini, 2010). La principal
ventaja de esta generacion de biorrefinerias es la reduccion neta de las emisiones de gases
de efecto invernadero y del consumo de energia fosil, debido a que la mayor parte del
transporte de estos estan reemplazando efectivamente al diésel y a la gasolina
convencionales. Sin embargo, su principal problema es la constante competencia con la

industria alimenticia y uso de tierras agricolas, lo cual plantea cuestiones éticas [47].

Biorrefineria de segunda generacion

La biomasa lignocelulésica pertenece a las materias primas de biomasa de segunda
generacién y presenta una alternativa a las materias primas de biomasa de primera
generacion, que compiten con el requerimiento de tierra de cultivos alimenticios. Son una
fuente practica de materia prima de biomasa, considerando la alta disponibilidad de plantas
en climas tropicales y la facilidad de procesar una amplia variedad de materias primas de
bajo coste [44, 48].

Bhowmick et al. (2018) propusieron el uso de esta biorrefineria como plataforma para abordar
la sostenibilidad con el desarrollo de bioproductos de alto valor junto con la produccién de
biocombustibles ya que estas se consideran mas ecolégicas, rentable y mas factibles para
la sociedad. [44, 47].

Biorrefineria de tercera generacion

La biomasa acuatica en forma de algas, se considera materia prima de biomasa avanzada,
la cual proporciona beneficios como un menor requerimiento de tierra y una mayor
productividad de biomasa y rendimiento a comparacion de la lignoceluldsica. Esta biomasa
se puede clasificar en tres principales categorias; microalgas, cianobacterias y macroalgas y
los componentes presentes en ellas son aceites, proteinas y carbohidratos encontrados en
alta concentraciones. La biorrefineria de tercera generacion tiene varias ventajas: no
depende del crecimiento estacional por lo que se tiene una mayor productividad en

comparacion con los cultivos de semillas oleaginosas, alta tolerancia al diéxido de carbono,
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menor tasa de consumo de agua, no se requiere de herbicidas o pesticidas, la tasa de

crecimiento de las algas es mas alta en comparacion con otras, entre otras mas [47, 48].

Biorrefineria de residuos

Es aquella que utiliza residuos como materias primas no comestibles y residuos biogénicos.
Ha surgido como una alternativa sensata para la produccién de bioproductos como
biopolimeros, biocombustibles y bioquimicos. Los desechos son un componente clave para
las oportunidades de reutilizacion, reciclaje logrando asi la produccion sostenible de

bioenergia a partir de este concepto [48].

1.5 Organismos productores de enzimas

A lo largo de la historia, las enzimas se han aislado de fuentes naturales (vegetal, animal y
microbiana) para su empleo en diferentes procesos quimicos y bioquimicos. Sin embargo, a partir
de la decada de los 60 del siglo pasado, las enzimas microbianas, principalmente amilasas y
proteasas, empezaron a reemplazar gran parte de las enzimas de origen vegetal y animal.
Mientras que en |la década de los 70 del siglo XX, con la introduccion de la ingenieria genética y
la biologia molecular, se lograron obtener microorganismos recombinantes, los cuales
aumentaron la productividad, disminuyendo a su vez, los costos de los biocatalizadores

microbianos [49].

Los microorganismos mas empleados para la produccion de enzimas microbianas son los hongos
filamentosos, levaduras y bacterias. La industria de estas enzimas en la actualidad representa el
90% del mercado de biocatalizadores. Por ejemplo, con el hongo filamentoso Trichoderma sp. se
pueden producir enzimas endoquitinasas, proteasas, exoglucan-$-1,3 glucosidasas vy
endoglucan-f-1,6 glucosidasas, con el hongo Cyathus striatus enzimas que degradan la lignina,
las cuales pueden ser Utiles en la biorremediacion, como la especie Chroicocephalus bulleri que
contiene lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa. Microorganismos productores de
enzimas lacasas como las diferentes cepas de hongos Ganoderma sp, Trametes sp, Fusarium
sp, Aspergillus sp, destacandose la cepa Trichoderma sp. y para la produccion de lipasas se
reportan los microorganismos provenientes de las cepas Bacillus sp, Moraxella sp, Pseudomonas

sp, Aneurinibacillus, B. subtilis, entre otras [49, 50, 51].

El auge de estas enzimas es gracias a las propiedades de los microorganismos que los
diferencian de las demas fuentes naturales como las plantas y animales, por ejemplo, tienen un

metabolismo muy vigoroso, son versatiles y faciles de propagar a gran escala, son facilmente



manipulables tanto genéticamente como mediante cambios en su medio ambiente, sus

requerimientos nutricionales son simples y no estacionales, etc. [49].

Teniendo en cuenta que los procesos bioldgicos son los mas efectivos y menos costoso, asi como
todas las caracteristicas anteriormente mencionadas, hace que la produccion de enzimas a partir
de microorganismos sea relativamente simple, barata y confiable, generando a su vez alternativas

que reducen el impacto ambiental [49, 51].

1.5.1 Trametes hirsuta
Hongo de pudricion blanca altamente celuldsico el cual tiene |la capacidad natural de
descomponer la madera de los hongos de pudricion blanca, parda y blanda, motivo por el
que allandé el camino para identificarlos como grupos potenciales de agentes de

pretratamiento biolégico eficientes para materias primas lignoceluldsicas [46].

Este género de hongos comprende los microorganismos degradadores de lignina mas
efectivos en la naturaleza, transformandola en didoxido de carbono. Sin embargo, las
capacidades de deslignificacién de los hongos de pudricion blanca difieren entre géneros,

especies e incluso cepas [17, 19].

Un hongo ideal para el pretratamiento biologico deberia degradar la lignina mas rapido que
los componentes de carbohidratos, especialmente los componentes de celulosa. Sin
embargo, la mayoria de los hongos de pudricién blanca degradan simultdneamente la

lignina y la celulosa, lo que resulta en una baja recuperacion de azucar [17, 19].

1.5.2 Extracto enzimatico

El interés en el desarrollo de técnicas de extraccidon de biomoléculas de diversas fuentes
naturales ha aumentado en los Ultimos afios debido a sus aplicaciones potenciales,
particularmente para fines alimentarios y nutraceuticos. La presencia de polisacaridos como
hemicelulosas, almidén, pectina dentro de la pared celular, reduce la eficiencia de

extraccion de las técnicas de extraccion convencionales [19, 52].

Se han destacado las aplicaciones de enzimas en la recuperacién de varias biomoléculas
como polifenoles, aceites, polisacaridos, entre otros. La extraccion asistida por enzimas de
biomoléculas de plantas es una alternativa potencial que va ganando cada vez mas
atencién debido a que resulta ser una tecnologia de extraccion eficiente, inocua, sostenible

y ecoldgica [19, 52].



El principio basico de la extraccion asistida por enzimas es la ruptura de la pared celular de
la planta mediante su hidrolisis utilizando enzimas como catalizadores en condiciones
experimentales dptimas, con el fin de liberar los componentes intracelulares. La pared
celular de la planta se une al sitio activo de la enzima haciendo que la enzima cambie su
forma para que el sustrato encaje en su sitio activo provocando asi la maxima interaccion
entre ambos [19, 52].

Estos métodos verdes de extraccion no solo reducen la necesidad de disolventes

peligrosos, sinc también requieren de un tiempo de extraccion corto [19].

1.5.3 Hidrolisis

El objetivo de la hidrolisis es la conversion de la celulosa en glucosa. Para ello se utilizan
tanto procesos quimicos (acidos diluidos o concentrados) como enzimaticos. Otra opcion
considerada en la actualidad es el desarrollo de nuevos microorganismos capaces de
hidrolizar la celulosa y fermentar la glucosa a etanol. La hidrdlisis acida puede realizarse
empleando acidos concentrados. Un conjunto de inconvenientes, tales como la gran
cantidad de acido empleado, lo costoso de su recuperacion, la necesaria neutralizacion del
medio antes de la fermentacién, unido a los efectos corrosivos de los acidos, hacen que
este proceso no sea econdmicamente rentable. Si se emplean acidos diluidos, se requieren
temperaturas relativamente altas que provocan una mayor corrosion de los equipos y mayor
degradacion de los azucares hemicelulésicos. Es por ello, que los procesos de produccion
de etanol basados en hidrélisis enzimatica son los que se muestran como la alternativa mas

prometedora [44].

1.5.4 Hidrdlisis enzimatica

El material insoluble, obtenido tras el pretratamiento de explosion de vapor, esta formado
principalmente por celulosa y lignina, ya que gran parte de los azucares hemiceluldsicos
son solubilizados durante el mismo. Con el fin de romper las cadenas de celulosa en
monoémeros de glucosa se emplea la hidrélisis enzimatica. Las principales dificultades al
realizar la hidrdlisis enzimatica de la biomasa lignocelulésica estan relacionadas con la baja
actividad especifica de las enzimas actualmente disponibles, lo que conlleva el empleo de
altas dosis de celulasas. Por otro lado, la propia naturaleza de la lignocelulosa, donde las
microfibrillas de celulosa se encuentran embebidas en la hemicelulosa y la lignina, hace del
pretratamiento una etapa crucial en los procesos de produccién de etanol cuando es

empleada la hidrélisis enzimatica [44, 53].



La hidrdlisis enzimatica es un proceso catalizado por el grupo de enzimas denominado
genéricamente celulasas, que son en realidad, una mezcla de distintas actividades

enzimaticas cuya accion conjunta produce la degradacion de la celulosa [43].

Factores como la porosidad (area superficial accesible), la cristalinidad de la celulosa, el
grado de polimerizacién y el contenido en lignina y hemicelulosa dificultan la accesibilidad
de las celulasas reduciendo la eficiencia de la hidrélisis. Por todos estos factores es
necesaria una etapa de pretratamiento, previa a la hidrolisis de la celulosa, que altere la

estructura del material lignocelulésico, facilitando la accion de las enzimas [44].

1.6 Economia Circular

Una economia circular se basa en que el valor de los recursos se maximiza indefinidamente, lo
que requiere que practicamente no se produzcan residuos irrecuperables. Se define por dos
principios rectores: maximizar el servicio proporcionado por los materiales integrados en los
productos; y minimizar la pérdida de servicio con el tiempo. La biomasa es muy importante en
una economia circular en términos de productos materiales y suministro de energia. Para
establecer una bioeconomia circular, las partes interesadas deben apreciar las implicaciones
practicas del uso de la biomasa a lo largo de la cadena de valor, desde el disefio del producto

hasta la gestion de residuaos [37].

La digestion anaerobia de los residuos de alimentos se utiliza como estudio de caso para

representar los tratamientos de residuos apropiados. Los desafios cruciales son:

1) Desvincular la industria petroquimica y la produccién de biomasa con fertilizantes
renovables;

2) Proporcionar biomasa abundante para productos de base biolégica al priorizar otras
fuentes de energia renovables;

3) Los desechos derivados de la alimentacion y la agricultura deben minimizarse y
devolverse a la economia;

4) Mejorar la cooperacion de las partes interesadas en las cadenas de valor [37].

Es necesario evitar el consumo insostenible de recursos, la redundancia de productos, el
desperdicio y la contaminacion. Las politicas que promueven la energia renovable y los productos
de base biologica han elevado la importancia de las materias primas de biomasa en la Unién
Europea (UE). Esto ayuda a crear las condiciones que permiten una economia circular mediante

el uso de materiales renovables [37].



1.6.1 Economia Verde

La economia verde es, de acuerdo con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente, aquella que mejora el bienestar del ser humano y la equidad social, a la vez
que reduce significativamente los riesgos ambientales y las escaseces ecolégicas, tiene
bajas emisiones de carbono, utiliza los recursos de forma eficiente y es socialmente
incluyente. Por su parte, la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE) define el crecimiento verde como aquel que busca fomentar el crecimiento y el
desarrollo econémico y al mismo tiempo, asegurar que bienes naturales continten
proporcionando los recursos y servicios ambientales de los cuales depende nuestro
bienestar [54, 55].

QOrganizaciones internacionales como las Naciones Unidas (ONU) y la Organizacién para
la Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OCDE), reconocen la importancia de impulsar
la economia verde para dar solucion a estas problematicas. A su vez, organismos publicos
como la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) y el Instituto
Nacional de Ecologia y Cambio Climatico (INECC), también han abordado el tema,
refiriendose al estudio de la economia verde en México como un elemento clave que se
suma a la iniciativa de responder a una serie de retos econdmicos, sociales y ambientales,
mediante la transicién a una economia verde, que permita la armonia entre el crecimiento
econdmico, el abatimiento de la pobreza y el aprovechamiento sustentable de los recursos

naturales [55].

El pais con empresas de economia verde de mas impacto en América Latina es Brasil,
con el Banco de Brasil S.A, considerada la institucion financiera mas sostenible del mundo.
Mientras que en Meéxico se tienen empresas como América Movil sustituyendo
generadores por paneles solares, Coca Cola FEMSA con su parque edlico que provee
energia limpia a 85% de las operaciones y Grupo Bimbo quienes cuentan con el parque

edlico mas grande de la industria de los alimentos en México [54].

En lo que respecta al continente americano, paises como Canada y Estados Unidos son
los que cuentan con un mayor numero de ciudades verdes; entre las que destacan
Vancouver (Canada) y San Francisco (EUA) por las acciones que han tomado respecto a
la gestion de los residuos sélidos urbanos. En Latinoamérica, la ciudad brasilefia de
Curitiba es una de las ciudades verdes mas representativas, debido a su implementacion
de medidas de movilidad, reflejadas en el aumento de calles peatonales. Por su parte, la

Comision Europea se ha fijado el objetivo a largo plazo de desarrollar una economia
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competitiva, eficiente en el uso de los recursos y baja en carbono para 2050 y el concepto
de economia verde se incorporoé al marco general en diferentes niveles de la politica de la
UE [54, 56].

1.6.2 Bioeconomia

En el marco del concepto mas amplio de economia verde, la vision de la bioeconomia se
centra en el uso de materias primas renovables y la aplicacion de investigacion, desarrollo
e innovacion y biotecnologia industrial para la produccion de biocombustibles. Una forma
de mitigar la huella de carbono de las actividades humanas es reducir al menos una parte

de la economia basada en recursos fosiles [56, 58].

En comparacion con el énfasis ambiental de la economia verde, el enfoque de la
bioeconomia esta en las nuevas oportunidades de crecimiento en los sectores de base
biolégica, al tiempo que considera los desafios globales (por ejemplo, la inseguridad en el
suministro de materias primas) y las limitaciones ambientales y de recursos. La
bioeconomia puede definirse como una economia basada en la produccion y conversion
de recursos bioldgicos renovables para producir alimentos, energia y bienes, implicando

el uso de la biotecnologia a gran escala [57, 58].

1.6.3 Bioeconomia y Enzimas

La bioeconomia puede definirse como una economia que se basa en la produccion y
conversion de recursos biologicos renovables para producir alimentos, energia y bienes.
El uso de soluciones biotecnoldgicas (microorganismos y enzimas) desempenan un papel
cada vez mas importante, ya que han sido adaptadas por la evolucion para degradar y

modificar biopolimeros y sintetizar moléculas bioldgicas eficientemente [58].

El mercado de enzimas industriales se ha expandido ultimamente con los avances en
biotecnologia, especialmente en el area de la genética y la ingenieria de proteinas, lo que
abrié nuevas areas de aplicacion de enzimas, nuevos productos y mejora de procesos. El
mercado global se encontro valuado en 10 mil millones de dolares en 2019 existiendo mas

de 3000 enzimas conocidas, de las cuales solo unas 150 se utilizan comercialmente [56].

Las enzimas son proteinas producidas bioldgicamente que catalizan procesos quimicos y
aceleran las reacciones quimicas (hasta millones de veces mas rapido), con muchas
aplicaciones en alimentos y bebidas, detergentes, alimentacion animal, pulpa y papel,

quimica fina, farmacéutica, biocombustibles, etc. (figura 1.2) [56].



Enzimas utilizadas por sector Mercado global de enzimas por region

» alimentos y bebidas » Asia/Pacifico

= alimentacion
= Europa

» detergentes
» América del norte

w bioenergia
» Resto del mundo
= otro

Figura 1.1 Usos y mercados de enzimas en 2012 [56]

Se estan desarrollando procesos biotecnoldgicos industriales mejorados que facilitan la
conversion de biomasa en biocombustible, por ejemplo, en la industria la mayoria de los
cocteles de enzimas utilizados en las denominadas biotecnologias “blancas” son de origen
fungico y se espera que se expanda el mercado de enzimas para la produccion los mismos
[56, 58].

1.6.4 Sostenibilidad Econémica

La idea de la sostenibilidad econdmica es promover €l uso de los recursos disponibles de
una manera eficiente, responsable y beneficioso a largo plazo. Ademas, una materia prima
alternativa puede reducir el riesgo de interrupcion de un mercado correlacionado
altamente concentrado. En el caso del disefio y operacion de una cadena de suministro
de biocombustibles, exige el uso inteligente de los recursos (p. €j., capital, tierra, mano de
obra, investigacion) para que el negocio continie funcionando de manera saludable
durante varios aros, al mismo tiempo que obtiene un rendimiento ajustado al riesgo. Al
mismo tiempo resulta ser una alternativa renovable con la eficiencia del uso de energia y

los recursos en las cadenas de suministro [57].
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JUSTIFICACION

El cambio climatico, los problemas de contaminacion a los que nos enfrentamos y la naturaleza
finita de los combustibles fésiles, han llevado a buscar fuentes de energia alternativas mas limpias
con el fin de reducir las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), y al mismo tiempo se

tiene como meta que los procesos de produccidon de bioenergia sean sostenibles.

Una de las premisas en la produccion de bioenergia es que los recursos utilizados no compitan
con la alimentaciéon como, por ejemplo, el maiz y la cafia de aztcar que son usados para la
produccién de bioetanol. Por tal motivo se ha planteado el uso de residuos agricolas, urbanos o
industriales, asi como cultivos energéticos. Para transformar estos sustratos en bioenergia se

requiere de procesos hidroliticos mediante el uso de enzimas [57].

Motivo por el cual se propone trabajar con las semillas del arbol de Ramoén (Brosimum alicastrum)
como materia prima utilizando el hongo T. hirsuta Bm-2 para la obtencién de un extracto

enzimatico crudo que permita la bioconversion de diversas biomasas en bioenergia.

El uso de un extracto crudo en lugar de la enzima pura permitira una produccion de bioenergia

mas sostenible.

HIPOTESIS
» Laharina de Ramén (Brosimum alicastrum) es un sustrato con potencial para la obtencion

de extracto enzimatico crudo que puede ser utilizado en la bioconversién de biomasa.
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OBJETIVO GENERAL
% Producir extracto enzimatico a partir de harina de semillas de Ramoén (Brosimum
alicastrum) utilizando el hongo Trametes hirsuta Bm-2, y evaluar su efecto en la

bioconversion de biomasa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢+ Obtener extractos enzimaticos con la cepa Trametes hirsuta Bm-2 utilizando dos tipos de
harina de Ramén como sustrato.
++ Caracterizar parcialmente el extracto enzimatico obtenido a partir de la harina de Ramén
bajo parametros determinados de temperatura, pH, tiempo de almacenamiento e
inhibidores.
++ Evaluar el efecto del extracto enzimatico sobre la bioconversion del tinte indigo carmin, la

harina de yuca y el pretratamiento de vinazas.
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Residuo Sélido

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Trametes hirsuta Bm-2

Extracto enzimatico

Caracterizacion
Temperatura pH Tiempo de almacenamiento
Evaluacion en diferentes sustratos
Decoloracion Hidrolisis
Tinte Indigo Carmin Harinade Yuca
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1 Materia prima

La materia prima utilizada en este estudio fue la harina de semillas del arbol de Ramoén (Brosimum
alicastrum). Las semillas se colectaron en Oxkutzcab, Yucatan en septiembre del afio 2022, se
colocaron en un contenedor de plastico y fueron trasladadas al laboratorio para su utilizacion. La
elaboracion de las harinas constd de un proceso de limpieza de las semillas, en el cual se retiraron
impurezas y se separd de los restos de fruto (pericarpio), seguidamente se enjuagaron, se
extendieron sobre una malla de alambre (0.5 mm) y se dejaron escurrir durante 24 horas. Una
vez realizada la limpieza, las semillas se sometieron a dos procesos para la obtencion de las

harinas.

2.1.1 Harina secada en horno (HRS)

En el primer proceso 1 kg de semillas fue secado en un horno marca Binder (modelo Fed
115® Tuttlingen, Alemania) a 60 °C durante 72 horas (Olguin Maciel 2020) extendiéndolas
en charolas de aluminio y revolviéndolas cada 24 horas para lograr un secado uniforme.

Al finalizar el tiempo de secado se retir0 la testa de las semillas.

2.1.2 Harina liofilizada (HRL)
En el segundo, 1kg de semillas, estas fueron cortadas por la mitad y se les retiro la testa
de forma manual, para luego ser llevadas a congelacion a -80°C durante 24 horas para

posteriormente deshidratarlas en una liofilizadora marca Labconco durante 72 horas.

Al término de cada proceso, ambos lotes de semillas fueron molidos en una licuadora
comercial (Oster®) por periodos de 10 a 20 segundos y descansos de 3 minutos para

evitar el calentamiento de las cuchillas y a su vez de las semillas.

Finalmente, las harinas se pasaron por dos tamices, primero por uno #35 y después por

#50, obteniendo un tamano de particula de entre 300 y 500 pm.

2.2 Caracterizacion de la materia prima
Humedad: El analisis de humedad se realizé en muestras de las dos harinas por triplicado con

aproximadamente 1.5 g empleando una termobalanza marca Citizon.

Contenido de compuestos fendlicos totales: La concentracion de compuesto fendlicos totales

se determind mediante el método Folin-Ciocalteu a una longitud de onda de 740 nm, en el equipo
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Eppendorf BioSpectrometer® basic. La concentracion fue expresada como mg/mL de acido galico

equivalente [60, 61].

Concentracién de azucares reductores: Los azlcares reductores se cuantificaron mediante el
método de Miller con ligeras madificaciones, el cual consiste en adicionar en un tubo de vidrio 1
mL de muestra (con las diluciones adecuadas para cada proceso) y luego se anadieron 1.5 mL
de acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS). Esta mezcla se hirvio a bafio maria (100°C) por 5 minutos y
enseguida se corto la reaccion, disminuyendo la temperatura en un bano de agua fria durante 5
minutos, finalizado el tiempo se le afadieron 7.5 mL de agua destilada. Las muestras fueron
leidas en un espectrofotometro marca Jenway, modelo 6405 UV/VIS a 550nm. La concentracion

se determiné calculando los valores con una curva estandar de glucosa [59, 62].

Analisis elemental (CHNS): Ambas harinas fueron sometidas al analizador elemental CHNS
tomando 10mg de cada muestra por duplicado para leerlos y obtener el contenido de carbono,
hidrégeno, nitrégeno y azufre en cada una. Este analisis se llevd a cabo en un equipo Thermo
Scientific Elemental Analyzer Flash 2000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA) el cual de manera
automatizada convierte los elementos en gases simples (CO;, N2, H20 y SO,) permitiendo asi su

determinacion cuantitativa.
2.3 Produccion de extracto enzimatico

2.3.1 Material biologico
La cepa utilizada fue el hongo T. hirsuta Bm-2, la cual fue extraida de un medio liquido
producto de un bioproceso consolidado (CBP) y se preservé por medio de resiembras
cada 7 dias en medio PDA (papa-dextrosa-agar, ver anexo 1) observando que al recuperar
su actividad el micelio llegé a extenderse ocupando por completo el diametro de la placa
Petri a los 5 dias [59, 60].

2.3.2 Condiciones para producir el extracto enzimatico
En la produccion de extractos enzimaticos de ambas harinas se utilizaron los mejores
parametros obtenidos por Olguin Maciel (2020) (32°C, pH 5.5, carga de harina al 5% y

agitacién a 150 rpm) por triplicado.

Se prepararon en matraces Erlenmeyer de 250mL para cada harina (HRS y HRL)
soluciones por triplicado con agua destilada con un volumen final de 100 mL y por otra
parte con medio sintético YMPG que consiste en glucosa (sustituido por almidén), extracto

de malta, peptona de carne, fosfato de potasio monobasico, sulfato de magnesio
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heptahidratado, tiamina, levadura y agar, mismo que sirvié como control comparativo a los

dos tipos de harinas (ver anexo 2).

Estas soluciones se ajustaron a un pH de 5.5, con una solucion de HCl a 1M y los matraces
se cubrieron con torundas de algodon y hoja de papel aluminio para posteriormente ser
esterilizados a presion constante de 0.1 MPa, 121°C por 20 minutos. Finalizado el tiempo
de esterilizacion se enfriaron a temperatura ambiente (25 °C) y se inocularon con dos
discos de micelio de 1 cm de diametro de la cepa T.hirsuta Bm-2 crecida 5 dias en cajas

Petri con medio PDA, en una campana de flujo laminar horizontal marca Novatech.

La incubacion se llevd a cabo con una temperatura de 32°C y agitacion de 150 rpm en
una incubadora marca Corning modelo LSE™ y se tomaron muestras de 2 mL cada 24
horas durante 10 dias. A estos extractos se les determind la cinética de actividad o-

amilasa y lacasa como se describe en el siguiente apartado de ensayos enzimaticos.

2.3.3 Ensayos enzimaticos

2.3.3.1 Actividad a-amilasa

Para identificar la capacidad de la cepa T. hirsuta Bm-2 de sintetizar y excretar enzimas
hidroliticas se realizé una prueba cualitativa. Se inocularon placas de medio de cultivo
ELAA (extracto de levadura-almidén-agar, ver anexo 3) con un disco de micelio de 1 cm
de diametro obtenido de un cultivo de T.hirsuta Bm-2 crecido 5 dias en cajas Petri con
medio PDA. Las placas ya inoculadas se incubaron a 32 + 2 °C y su actividad amilasa se
evaluo a los 4 dias de crecimiento. Las cajas se cubrieron con solucion de Lugol (Sigma-
Aldrich, San Luis, EUA), con el fin de observar la presencia/ausencia de halos claros
alrededor del micelio como resultado de la hidrdlisis del almidén por la enzima a-amilasa
[59].

Una vez identificada la actividad o-amilasa, esta fue cuantificada por el método descrito
por Ahmed y colaboradores (2017), con ligeras modificaciones: la mezcla para el analisis
consistié en 0.5 mL de almidén soluble de papa (1% p/v) (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA)
en buffer de acetato de sodio 0.1 M (pH 5) y 0.5 mL de muestra (extracto crudo). Las
mezclas fueron incubadas a 40 °C durante 20 min, deteniendo la reaccion al sumergir las
muestras en agua fria. La hidrolisis del almidon fue determinada a través de la
cuantificacién de glucosa liberada por la enzima, utilizando el método de DNS de Miller.

Calculando asi la actividad a-amilasa [62, 63].
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La cantidad de enzima producida fue expresada como U/mL, definiendo una unidad
enzimatica como la cantidad de enzima que libera 1 ymol de azucares reductores,

equivalente a glucosa, por minuto bajo las condiciones del ensayo [59].

2.3.3.2 Actividad lacasa

Para identificar la capacidad de T. hirsuta Bm-2 de sintetizar y excretar enzimas lacasas
se inocularon placas de medio de cultivo EMA (extracto de malta-agar al 2%, ver anexo
4) adicionado con reactivo ABTS a 5 uM, al cual se le agrego un disco de micelio de 1 cm
de diametro, con 5 dias de crecimiento previo, obtenido de un cultivo de T.hirsuta Bm-2
crecido en medio PDA y se incubaron a 32 + 2°C por 4 dias. Un resultado positivo a esta
prueba cualitativa esta dado por la formacién de un halo verde alrededor del micelio por

accion de la enzima lacasa oxidando el reactivo ABTS [63].

La actividad lacasa se mididé por medio de oxidacion de ABTS (acido 2,2’-azino-bis (3-
etillbenzotiazolina-6 sulfénico)). La mezcla de reaccion contenia 100 pyL de buffer de
acetato de sodio 1 M (pH 4.5), 700uL de agua destilada y 100 yL de ABTS (5 mM) y se
preincubo durante 5 minutos a 40°C en un bafio seco marca Labnet®. Posteriormente, se
le agregd una dilucion de extracto crudo con agua destilada dependiente al dia de
muestreo (1:2, 1:5, 1:100, 1:500) para un volumen total de 1 mL. La mezcla se incubd
nuevamente en un bafo seco a 40 °C durante 20 minutos y se midid el incremento de la
absorbancia en un espectrofotdmetro marca Eppendorf a 420 nm [59].

Una unidad enzimatica (U) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para oxidar
1 umol de ABTS por minuto bajo las condiciones del ensayo. La cantidad de enzima

producida fue expresada como U/mL [59].

2.3.3.3 Actividad celulasa

Para identificar la capacidad de T. hirsuta Bm-2 de sintetizar y excretar enzimas celulasas,
los microorganismos se evaluaron en medio de cultivo Mandels & Weber, que contenia
Carboximetil celulosa (CMC) (ver anexo 5). Se inoculd un disco de crecimiento microbiano
de 1 cm de diametro, en la parte central de una caja Petri y se incubo a 30 + 2 °C durante
72 h. Posteriormente, al crecimiento microbiano se le agregaron 15 mL de colorante rojo
Congo 1% (v/v) hasta cubrir toda la superficie de la placa dejandola reposar durante 15
minutos, dicho colorante sirvié como indicador de la degradacién de la celulosa debido a
la sensibilidad de los microorganismos celuloliticos al mismo. Seguido, se retiré el

colorante que no fue absorbido en el medio y se enjuago tres veces con aproximadamente
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15 mL de NaCl 1M, para eliminar el excedente del colorante. Se considerd positivo a la
presencia de celulasa extracelulares, la presencia de halos incoloros alrededor del
crecimiento microbiano, mientras que una tincién bien definida se consideraria negativa a
la prueba [64, 65].

2.4 Produccion y caracterizacion parcial del extracto enzimatico
Una vez determinadas las capacidades de produccion enzimatica de T. hirsuta Bm-2, se obtuvo

el extracto enzimatico HRL para ser caracterizado.

2.4.1 Efecto del pH en la actividad enzimatica del extracto crudo

Para determinar el pH 6ptimo para la actividad de las enzimas a-amilasa y lacasa se
evaluaron valores en un rango de 4 a 6. Se mezcloé 1 mL de extracto enzimatico con 1 mL
de las diferentes soluciones amortiguadoras en concentracion 0.1M, mostradas en la tabla
2.1 (ver anexo 6), y se mantuvieron a una temperatura ambiente de 25 °C durante 4 h, al
término del tiempo fueron evaluadas las actividades enzimaticas como se describe en el
apartado de ensayos enzimaticos [59].

Tabla 2.1 Soluciones amortiguadoras utilizadas para evaluar el pH dptimo para la actividad enzimdtica de a-amilasa y lacasa

Solucién amortiguadora pH
Acido citrico — Fosfato (AF) 40 4.5
Acetato de sodio — Acido acético (AA) 45 5.0
Acido citrico — Citrato de sodio (AC) 5.0 515
Fosfatos (F) 55 6.0

2.4.2 Efecto de la temperatura en la actividad enzimatica del extracto crudo

Para investigar el efecto de la temperatura y determinar las mejores condiciones de
operacion para ambas enzimas, se incub6 una mezcla de 1 mL de extracto crudoy 1 mL
soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.1 M (pH 7) a diferentes temperaturas (25, 30, 35, 40,
45, 50 y 65 °C) durante 4 h. Al finalizar el tiempo de incubacion se determinaron las
actividades a-amilasa y lacasa como se describe en la seccion de ensayos enzimaticos
[66, 67].

2.4.3 Efecto de inhibidores
El efecto de los inhibidores en la actividad enzimatica se llevo a cabo con iones metalicos:
cloruro de manganeso (MnClz), cloruro de calcio (CaClz), sulfato de cobre (CuSOs), cloruro

de zinc (ZnCl), bromuro de potasio (KBr), Tween 80, acido 2,2-azino-bis 3-
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etillbenzotiazolina-6 sulfénico (ABTS), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y dodecil
sulfato de sodio (SDS) que fueron evaluados en dos concentraciones distintas ([5 mM] y
[10 mM]) [68].

Se dejo reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente (25°C) una mezcla de 1 mL
de extracto enzimatico y 1 mL de cada inhibidor. La actividad residual se determind
utilizando el ensayo ABTS para lacasa y DNS para determinar la actividad amilasa tal y

como se describe en la seccion de ensayos enzimaticos [68, 69].

2.4.4 Estabilidad en el tiempo de almacenamiento

Se evalud la estabilidad del extracto enzimatico obtenido sometiéndolo a almacenamiento
a una temperatura de 4 °C, para determinar el tiempo de efectividad de éste. Se tomaron
muestras periédicas (semanales, quincenales y mensuales) las cuales ensayaron de

nuevo y se compararon con la actividad inicial.
2.5 Caracterizacidén parcial de Residuo Sélido

Del extracto enzimatico (HRL) utilizado en las pruebas de caracterizacion y evaluacion, se separo
la fraccidn solida. Dicha fraccion fue sometida al analizador elemental CHNS tomando 10mg de
la muestra seca y pulverizada previamente, por duplicado, y se leyeron en el analizador para
obtener el contenido de carbono, hidrégeno, nitrogeno y azufre. Este anélisis se realizé en un
equipo Thermo Scientific Elemental Analyzer Flash 2000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA) y se

reporté el promedio de las lecturas.

2.6 Evaluacion de efectividad del extracto enzimatico

Una vez determinadas las mejores condiciones de produccién del extracto enzimatico, asi como
las mejores condiciones para su actividad, se evalud su eficiencia en cuanto a capacidad de
decoloracion (indigo cammin), hidrolitica (almidon de yuca) y su capacidad de actuar sobre

compuestos fendlicos (vinaza).
2.6.1 Prueba de decoloracion con el tinte indigo carmin

Para probar la efectividad del extracto enzimatico como decolorante de tintes se siguié la

metodologia descrita por Diaz y Pereira et al. con algunas modificaciones [70, 71].

Como primera prueba preliminar se preparé un stock de tinte indigo carmin disuelto en
agua destilada, con una concentracion de 20 mg/L, del cual se tomaron 2mL para afiadir
en matraces de 50mL junto con 15,990, 32,000 y 48,000 U de enzima lacasa
respectivamente y se aforaron a 20mL con buffer acido citrico-fosfatos (pH 4.5). A la par
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se preparo un blanco que consistio en tinte diluido en buffer con ausencia de extracto
enzimatico. Todos los matraces se colocaron en agitacion a 120 rpm y una temperatura
de 50°C durante 48 horas. Todas las muestras fueron leidas en un espectrofotémetro a la
maxima absorbancia del tinte (600 nm) cada hora durante 10 horas y a las 24, 36 y 48

horas.

Como prueba final se prepard un stock de tinte indigo carmin disuelto en buffer acido
citrico-fosfatos (pH 4.5) con una concentracion de 20 mg/L del cual se tomaron 10 mL en
matraces de 50 mL. A cada matraz se le adicionaron 150, 300 y 450 U de enzima lacasa
respectivamente y se tomaron 10 mL del stock en ausencia de extracto enzimatico como
un control. Todos los matraces se colocaron en agitacién a 120 rpm y una temperatura de
50 °C durante 10 horas.

Todas las mediciones fueron realizadas por friplicado y se midieron en un
espectrofotémetro a 600 nm cada hora, durante 10 horas, la maxima absorbancia del tinte
fue tomado como el 100% de coloracion.

La decoloracion se expresd en términos del porcentaje calculado de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

., Ag— A¢
% Decoloracion = [ 7 ]x 100
0

Donde 4, es la absorbancia a la A,,,, del tinte diluido en buffer y A, es la absorbancia

después de cada intervalo de tiempo [71].

2.6.2 Prueba de hidrélisis en harina de yuca
La eficiencia del extracto enzimatico en la harina de yuca fue medida por la capacidad de

liberar azucares fermentables, que fue determinado por el método DNS de Miller [62].

En matraces de 125 mL se agregaron 5 g de harina de yuca en un volumen final de 50 mL
de buffer acido citrico-fosfatos con pH de 4.5 (harina 10% p/v). Los matraces fueron
cubiertos con torundas de algodon y hoja de papel aluminio, y se colocaron en bafio Maria
a 100 °C, durante 30 minutos en una placa de calentamiento. Finalizado el tiempo, se
dejaron enfriar a temperatura ambiente (25 °C) para posteriormente agregar 25, 50 y 75
U de enzima a-amilasa respectivamente. Todas las pruebas fueron realizadas por
triplicado y se prepararon matraces de harina al 10% en buffer en ausencia de extracto

enzimatico como control.
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Los matraces fueron puestos en agitacion a 150 rpm con una temperatura de 50 °C, en
una incubadora marca Corning y se tomaron muestras cada 3 horas, durante 2 dias, a las
cuales se les cuantificaron los azucares reductores por medio del método DNS de Miller
[62].

2.6.3 Prueba como pretratamiento en vinaza
Para probar la eficiencia del extracto enzimatico como pretratamiento en vinazas se evalud

el contenido de fenoles en dos concentraciones diferentes de vinaza.

Se prepararon matraces de 50 mL con un volumen final de 20 mL de vinaza diluida al 25
y 50% en buffer acido citrico-fosfatos (pH 4.5) a los cuales se le afadieron 9,000 (25a,
50a) y 18,000 U (25b, 50b) de extracto enzimatico y se colocaron en agitacion a 150 rpm
con una temperatura de 50 °C, junto con matraces al 25 y 50% en ausencia de extracto
enzimatico, los cuales sirvieron como control. Todas las pruebas se realizaron por

triplicado.

Se tomaron muestras cada 24 horas, durante 8 dias, a las cuales se les determind la
concentracion de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu, el cual se basa en la
reaccion de los compuestos fendélicos con el reactivo Folin, que contiene una mezcla de
wolframato sddico y molibdato sddico en acido fosférico, que a pH basico muestra una
coloracién azul que es susceptible de ser determinada espectrofotometricamente a 765
nm [73, 74].

Para cuantificar por espectrofotometria fue necesario realizar una curva de calibracién,
para tener una recta patrén de acido galico, con concentraciones de 0.02, 0.04, 0.06, 0.08
y 0.1 mg/mL [72, 74].

Para la reaccion se utilizaron microtubos eppendorf® con capacidad de 2 mL, en los que
se agregaron 50 pL de muestra junto con 1550 pL de agua destilada y 100 pL de reactivo
Folin al 10% (v/v) y se dejaron reposar a temperatura ambiente (25°C) durante 5 minutos
en completa oscuridad. Después se agregaron 300 uL de carbonato de sodio (Na,CO;) al
7.5% (plv) y se agitd6 suavemente para incubar nuevamente en oscuridad durante 30
minutos a una temperatura de 40°C en una incubadora marca Labnet. Finalizado el tiempo
se leyo la absorbancia utilizando un espectrofotometro “BioSpectrometer Eppendorf” a
765 nm [72].

Los resultados obtenidos se analizaron con la curva de calibracién con acido galico como

estandar y se expresaron en mg de acido galico / mL de muestra [64].
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Harinas de semillas de Ramoén
A partir de 1 kg de semillas secadas en horno (HRS) se obtuvieron 0.353 kg de harina y 0.022 kg
de testa como residuo y de 1 kg de semillas liofilizadas (HRL); 0.375 kg de harina HRL y 0.023

kg de testa residual. Ambas con un tamafio de particula < 300 um (figura 3.1).

Figura 3.1 Harina de Ramon seca (HRS) y Harina de Ramon liofilizada (HRL)

3.2 Caracterizacion de harinas

En la tabla 3.1 se puede observar la caracterizacion realizada a ambas harinas, mostrando que
la harina seca tuvo un 9.75 % de humedad vy la liofilizada un 10.57 %. Siendo menos del 1%
(0.82%) de diferencia de humedad contenida entre una y otra, lo cual se reporta como aceptable
por Wolfgang et al. (1999) ya que comercialmente se permite hasta un 20% de humedad en

almidén como materia prima.

Guilherme y col. (2014) obtuvieron una humedad final de 5% secando bagazo de cana de azucar
en una estufa de secado circulante a 40°C, la cual inicialmente contenia 50% (p/p) de humedad.
Mientras que Melnichuk y col. (2020) utilizaron dos residuos para producir enzima a-amilasa; la
cascara de soja con un contenido de humedad del 8.06% y residuo de molino harinero con 8.89%
de humedad mediante fermentacion en estado sdlido utilizando el hongo Aspergillus oryzae, los
cuales coincidieron con nuestras harinas. Caso similar ocurrié con Pérez Pacheco y col. (2014)
quien reportd una humedad de 7.49 £ 2.26 % en la harina obtenida de las semillas de Ramon

secadas en horno de conveccion a 70°C durante 72 horas [76, 77, 78].

En otros estudios se lograron producir enzimas amilasas empleando el hongo Aspergillus y
desechos de pan como sustrato, en condiciones 6ptimas de proceso, donde la humedad fue del

60%, asi como la produccion de glucoamilasas utilizando como sustratos desechos de arroz,
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salvado de trigo, semillas de algodon, sdlidos macerados de maiz y bagazo de cafna de azicar,
en un proceso de fermentacion en estado sdlido. La mayor actividad enzimatica se encontré con
un contenido de humedad del 50%. Estos porcentajes de humedad fueron determinados durante
el proceso de produccion enzimatica. A pesar de ello, coincide con lo reportado por Chan
Gonzalez (2023) quien menciona que la semilla de Ramon tiene un contenido de humedad inicial
del 61.05% [79, 80, 81].

Tabla 3.1 Caracterizacion de harina de Ramon seca y liofilizada

Parametro HRS HRL
% humedad 9.75 10.57
Carbono (%) 39.99 39.97
Hidrégeno (%) 6.29 6.16
Nitrégeno (%) 2.23 2.37
Azufre (%) ] 0.00 ' 0.00

En la tabla 3.1 se puede observar la minima variacién en los porcentajes obtenidos entre cada

tipo de harina como parte de la caracterizacion.

Los porcentajes de cada parametro obtenidos en ambas harinas son similares a lo reportado por
Chan Gonzalez (2023) quien con harina de Ramén seca obtuvo 43.63 + 0.09 % de carbono, 6.37

+ 0.01 % de hidrogeno, 2.20 + 0.02 % de nitrégeno y ausencia total de azufre.

3.3 Produccion de extracto enzimatico en fermentacion sumergida en matraz agitado

En las figuras 3.2 y 3.3 se observa que en los tres casos propuestos se obtuvo actividad
enzimatica, sin embargo, es notable la diferencia entre los valores con la harina liofilizada en la
actividad lacasa y con la harina seca en la actividad a-amilasa, quedando a su vez por debajo en
ambos casos el medio sintético, lo cual demuestra que nuestra materia prima en cualquiera de

sus dos presentaciones es mas efectiva que el medio sintético.
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Figura 3.2 Actividad a-amilasa en harina de Ramoén seca (HRS, cuadros negros), liofilizada (HRL, circulos rojos) y medio sintético

adicionado con almidon de papa soluble (MSA, tridngulos verdes).

Los datos reportados por Olguin Maciel (2020) muestran una actividad enzimatica de 210 U/mL

para la enzima amilasa y 20 U/mL para la enzima lacasa utilizando harina de Ramon secada en

hormno a las mismas condiciones de produccion.
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Figura 3.3 Actividad lacasa en harina de Ramon seca (HRS, cuadros negros), liofilizada (HRL, circulos rojos) y almidon de papa

soluble (A, triangulos verdes)
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3.3.1 Ensayos cualitativos para actividad enzimatica

En primera instancia se corroboro la capacidad de la cepa T. hirsuta Bm-2 de producir enzimas

a-amilasa, lacasa y celulasa por medio de pruebas colorimétricas en placas Petri.

Al inundar las placas con 4 dias de crecimiento en medio ELAA de la solucién de Lugol, se
observaron halos claros alrededor del micelio de T. hirsuta Bm-2, percibiéndose la zona de

hidrolisis del almidén contenido en el medio en accién a la a-amilasa secretada (figura 3.4).

Figura 3.4 Actividad amilolitica en placa de medio ELAA incubada a 32 °C por 96 h, tefida con Lugol

Para corroborar la capacidad de la cepa de producir enzimas lacasas, se realizoé una prueba en
placa Petri, en la cual se puede observar un halo verde oscuro alrededor del micelio como
resultado de la oxidacion del indicador ABTS. La coloracion alrededor del micelio mostrada en la
figura 3.5 indica la excrecion y actividad de la enzima lacasa, lo cual concuerda con lo

mencionado en investigaciones pasadas donde se utilizé la misma cepa [61, 64].

Esta enzima esta asociada a los basidiomicetos, grupo de hongos reconocido como el mas

relevante en la produccion de esta enzima [59, 70].

Figura 3.5 Actividad lacasa en placa de medio EMA (extracto de malta-agar), incubada a 32 °C por 96 h, en la que se obhserva la
oxidacion del reactivo ABTS
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Para finalizar las pruebas cualitativas, en la figura 3.6 se reveld la produccion positiva de enzimas
celulasas gracias a la aparicion de un halo palido color naranja alrededor del micelio, lo cual indica

las areas hidrolizadas del medio debido a la accion de la enzima celulasa.

Figura 3.6 Actividad celulolitica en placa de medio Mandels & Weber (adicionado con Carboximetil celulosa) incubada a 32 °C
por 72 h, tefiida con Rojo Congo.

3.3.2 Ensayos cuantitativos para actividad enzimatica
Actividad a-amilasa

Debido a la visible presencia de enzimas producidas en cada una de las pruebas cualitativas se
procedio a cuantificar la actividad enzimatica de cada enzima. Teniendo como primer resultado
la actividad de la enzima a-amilasa en la figura 3.2 donde se observa que a las 72 horas coincide
la mayor produccion de enzima para los tres casos; la harina de Ramon liofilizada (HRL) con 152
U/mL, la harina seca (HRS) con 206 U/mL y para el medio sintético adicionado con almidén de

papa soluble 85 U/mL.

En otros estudios, Gonzalez Colunga y col. (2021) evaluaron el impacto de varios sustratos en la
cinética enzimatica del hongo P. ostreatus durante su fase de cultivo (cada 7 dias durante 35
dias) obteniendo la mayor actividad con una mezcla del 50% de yuca y 50% de paja de trigo con
3,896 U/L, a pesar de ello cada uno de los sustratos combinados con olote de maiz fue similar,
reportando el sustrato con el 50% del mismo una actividad de 3,572 U/L y 3,650 U/L los sustratos
al 30 y 40%.

Mouna Sahnoun et al. (2015) lograron una actividad enzimatica de 4,447 U utilizando harina de
soja como fuente de nitrégeno (494.13 U/g de sustrato seco), 3,190 U con residuos de gluten de
trigo y 2,851 U con residuos de atun en polvo, cada uno con el propésito de sustituir el extracto

de levadura. A su vez utilizando residuos de una fabrica de sémola que procesaba trigo duro y
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suero en polvo como fuentes de carbono obtuvieron 2,635 y 2,235 U respectivamente. Todas las
pruebas se llevaron a cabo con la cepa Aspergillus oryzae S2 por medio de fermentacion en

estado sdlido al buscar optimizar las condiciones de cultivo.

Todos los resultados mencionados anteriormente se pueden atribuir principalmente al efecto

inductor que tiene el almidén en la produccidn de amilasas [84].

Actividad lacasa

La actividad lacasa fue determinada a través de oxidacion por ABTS y se puede observar en la
figura 3.3, en la cual se muestra que a las 192 horas la actividad lacasa en la harina de Ramodn
liofilizada (HRL) fue de 18,293 U/mL, para la harina seca (HRS) de 5,013 U/mL a las 216 horas y
para el almidon de papa soluble 1,944 U/mL a las 168 horas. Sobresaliendo notoriamente el
extracto enzimatico HRL, motivo por el cual se decidio trabajar Unicamente con esta harina en las

pruebas consecuentes de caracterizacion y evaluacion.

En otros estudios, Sharma et al. (2020) evaluaron la actividad de la enzima cruda lacasa
producida por dos cepas de B. licheniformis (TPNR1 y TPNRG) obteniendo 3.1 U/mL y 7.1 U/mL
respectivamente. Mientras que Umar et al. (2022) encontraron que a los 7 dias de incubacion la
secrecion de esta enzima se incrementé a 522.2 U/L con la cepa Ganoderma leucocontextum.
Zhongyang Ding et al. (2014) logré optimizar la produccion de lacasa de Pleurotus ferulae

obteniendo la mayor actividad enzimatica de 6,832.86 U/L.

Lo obtenido en este estudio resulta superior a lo reportado por Tapia Tussell et al. (2015) y Olguin
Maciel (2020) quienes lograron una produccion enzimatica de 2,543.7 U/mL y 4115 U/mL
respectivamente, ambos utilizando la cepa T. hirsuta Bm-2 y en el primer caso coincidiendo con

la materia prima (harina seca de semillas de Ramon).

Es importante destacar que la produccion de enzimas depende inicialmente de las condiciones
de cultivo, como el pH, la temperatura, la aireacion, el tiempo de fermentacion y la composicidon
del medio. Motivo por el cual los rendimientos obtenidos en cada uno de los estudios resultaron
inferiores a lo obtenido en este estudio, considerando como principal motivo que la cepa y sustrato

utilizados en cada uno difiere.

Entre los diversos factores que son importantes para el crecimiento microbiano y la produccion
de enzimas utilizando un sustrato particular; el tamaro de particula, el nivel de humedad inicial y

la actividad del agua también se consideran importantes a considerar. De igual manera el tipo de
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fuente de carbono y nitrogeno, asi como la proporcién éptima entre estos, favorece la produccién

de lacasa en distintos basidiomicetos.
Actividad celulasa

A pesar de tener presencia positiva de la enzima celulasa en la prueba cualitativa, de manera
cuantitativa no se obtuvieron resultados positivos de esta produccidn. Esto seguramente debido
a gue nuestra cepa no puede despolimerizar directamente la celulosa en aztcares reductores,

por lo que el consumo de este biopolimero como fuente de carbono es bajo [65].

Sin embargo, Vega Mufioz (2014) report¢ la cinética de produccion de celulasas utilizando el
hongo Trametes versicolor cultivado en carboximetilcelulosa (CMC) como fuente de carbono,
presentando una actividad maxima de 225 U/L al sexto dia de crecimiento y en cuanto a la
actividad sobre Avicel, ésta incrementd hasta el quinto dia de crecimiento, alcanzando un valor
de actividad enzimatica de 7 U/L aproximadamente. A su vez, Linares Ramirez et. al. (2013)
utilizaron extractos enzimaticos de Trametes trogii cultivado en medios de cultivo con extractos
de salvado de trigo y plantas completas de maiz y obtuvieron la mayor actividad enzimatica a los
9 dias con 769 pM glucosa/mL/min, mientras que para los extractos enzimaticos de medios sin
maiz hallaron dos picos similares al tercer y duodécimo dia (567 y 548 pM glucosa/mL/min

respectivamente).

Por el contrario, en un estudio realizado por Garcia Espejo et. al. (2016) se evalud la actividad
celulolitica de la cepa Trichoderma inhamatum (BOL-12 QD) durante su crecimiento, donde la
mayor actividad se observé al dia 8 de incubacion en agitacion con 99.23 Ul/L y disminuy6 al
décimo dia a 35.53 UI/L.

3.4 Caracterizacion del extracto enzimatico

La produccion de enzimas se ve fuertemente influenciada por diversos parametros como
temperatura, pH y los componentes del sustrato. Debido a esto y en vista de los resultados
obtenidos en las cinéticas de actividades enzimaticas y al excelente comportamiento de las
enzimas en la harina de Ramon liofilizada (HRL) se tomo la decision de trabajar inicamente con
esta harina en el proceso de su caracterizacion y evaluacion por lo que todo lo reportado a

continuacion es especificamente del extracto enzimatico HRL.

3.4.1 Efecto del pH en la actividad enzimatica del extracto crudo
En la figura 3.7 se puede observar que con la solucién amortiguadora de acido citrico-fosfatos a
un pH de 4,5 se obtuvo mayor actividad enzimatica para la enzima a-amilasa con una produccién

de 225 U/mL mientras que para la actividad enzimatica de la enzima lacasa (figura 3.8) se
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obtuvieron 13,923 U/mL con el buffer acido citrico a un pH de 5.5, sin embargo, no se observa
mucha diferencia en presencia del buffer acido citrico-fosfatos a un pH de 4.5 ya que se obtuvo
una produccion de 12,972 U/mL. Cabe recalcar que el extracto utilizado para esta prueba
contenia inicialmente 50 U/mL de enzima a-amilasa y 7,700 U/mL de enzima lacasa. Esto permitid
elegir la solucion acido citrico-fosfatos (pH 4.5) como el buffer que mayor rendimiento tuvo en

ambas enzimas por lo que las pruebas consecuentes fueron realizadas con el mismo.

En otros estudios, la a-amilasa de la cepa Aspergillus awamuri mostro un pH optimo entre 4.8 y
5 mientras que con Penicillium chrysogenum fue de 5 y con Penicilium griseofulvum de 5.5 con
la enzima inmovilizada, esto difiere ligeramente con lo obtenido en este estudio, sin embargo, la
mayoria de las a-amilasa microbianas tienen su pH éptimo en el rango moderadamente acido a
neutro como reportan Bhella y Altosaar (1985) quienes en un rango de pH 3.5 a 6.5 encontraron
una actividad estable para esta enzima, coincidiendo asi con el pH optimo de la a-amilasa
obtenida con la cepa T. hirsuta [90, 91, 92].

Con la cepa Bacillus sp. BBM1, Quintero Moreno et al. (2009) produjeron y caracterizaron a-
amilasa mostrando un pH optimo de entre 5 y 7, mientras que con la cepa Penicillium
chrysogenum, Balkan et al. (2005) alcanzaron la mayor produccién de enzimas a un pH de entre
4 y 5. Esto depende del tipo de almidon, microorganismo y propiedades mismas de la enzima,
siendo que para la mayoria de las a-amilasa provenientes de bacterias y hongos el pH 6ptimo
tiende a variar de entre 2 a 12 [93, 94].
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Figura 3.7 Efecto del pH sobre la enzima a-amilasa presente en el extracto enzimatico crudo producido por Trametes hirsuta
Bm-2 en HRL. (Soluciones amortiguadoras: Acido citrico-Fosfato (AF, pH 4 y 4.5), Acetato de sodio-Acido acético (AA, pH 4.5y 5),
Acido citrico-Citrato de sodio (AC, pH 5 y 5.5), Fosfatos (F, pH 5.5 y 6)).

En el caso de la enzima lacasa, lo obtenido en este estudio coincide con Shrestha et al. (2016)
quienes a un pH de 5 obtuvieron los niveles mas altos de esta enzima en presencia de la cepa
Ganoderma lucidum-CDBT1 mientras que difiere con lo reportado por Abdullah et al. (2020)
quienes a un pH de 8 encontraron la mayor produccién de enzima a través de la cepa Phoma
betae y con Xiao et al. (2004) donde la enzima mostré un pH éptimo de 4.7 en su produccion a

partir de Trametes sp. utilizando guayacol como sustrato.

En otros estudios se han reportado actividad enzimatica utilizando la cepa T. versicolor HBB 7328,
con un pH optimo de 5 en lacasa purificada, coincidiendo con un estudio realizado por Hamed et
al. (2024) en el cual utilizando la cepa Curvularia lunata MY3, la enzima tuvo un pH optimo de 5
y mostrando una alta estabilidad en un rango acido de 4.5 a 5.5, lo que a su vez coincide con lo

obtenido en este estudio con la cepa T. hirsuta [97, 98].
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Figura 3.8 Efecto del pH sobre la enzima lacasa presente en el extracto enzimatico crudo producido por Trametes hirsuta Bm-2
en HRL. (Soluciones amortiguadoras: Acido citrico-Fosfato (AF, pH 4 y 4.5), Acetato de sodio-Acido acético (AA, pH 4.5 y 5), Acido
citrico-Citrato de sodio (AC, pH 5y 5.5), Fosfatos (F, pH 5.5y 6)).
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3.4.2 Efecto de la temperatura en la actividad enzimatica del extracto crudo
Al realizar las pruebas con diversas temperaturas se obtuvieron las figuras 3.9 y 3.10, en las que
se muestran los efectos de cada una de las temperaturas en ambas enzimas (amilasa y lacasa)

producidas por la cepa T. hirsuta Bm-2.

Como se puede observar, para la enzima a-amilasa se reporta mayor actividad enzimatica
(117.68 U/mL) a una temperatura de 50°C, teniendo un rango de 40 a 50°C, el cual a pesar de
no coincidir con la mejor temperatura para la actividad lacasa, ya que esta fue de 35 °C (5,075
U/mL), se puede observar en la grafica 9 una actividad enzimatica muy similar a los 40 y 50°C
(4,892.59 y 4,283 U/mL respectivamente) como ocurrié con la amilasa, motivo por el cual se

decidio realizar las pruebas subsecuentes a una temperatura de 50°C.

Con esto se puede considerar el empleo del extracto enzimatico HRL para cualquiera de las dos

enzimas, confiando en su efectividad a un rango de temperatura similar.

De acuerdo con lo reportado en otros estudios, las a-amilasas tanto de la cepa Aspergillus
awamuri como de Bacillus subtilis KIBGE HAS presentaron su actividad 6ptima a una temperatura
de 50°C, coincidiendo con este estudio, mientras que con Penicillium chrysogenum el rango
fluctué entre 30 a 40 °C. Con las cepas Penicillium griseofulvum a 40 °C y Streptomyces
gulbargensis a 45°C, se obtuvieron las mayores actividades enzimaticas, coincidiendo en la
inestabilidad a temperaturas mas altas hasta llegar a una inactivacion completa a los 80°C [91,
92, 94, 99, 100]

La inactivacion progresiva de la enzima se puede producir debido a varios motivos, por
inactivacion térmica de las proteinas en su estructura, por una incorrecta conformacion de la
proteina, por la hidrolisis de la cadena peptidica y/o por la destruccion de aminoacidos o

agregacion de esta [100].
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Figura 3.9 Efecto de la temperatura sobre la enzima amilasa presente en el extracto enzimdtico crudo producido por Trametes
hirsuta Bm-2 en HRL.

En el caso de la enzima lacasa, se encuentra en el rango de lo reportado por Shrestha et al.
(2016) y Abdullah et al. (2020) quienes a una temperatura de 30 °C encontraron los niveles mas
altos de actividad lacasa, disminuyendo drasticamente a medida que la temperatura aumentaba
hacia 50 °C, esto debido al hecho de que G. lucidum (cepa utilizada en el primer estudio) es un
hongo mesdfilo del cual se ha demostrado que secreta lacasas a una temperatura maxima de 25
°C, mientras que en el segundo estudio fue con ayuda del hongo Phoma betae en adicion de
algunos activadores de lacasa como el acido ferdlico, alcohol vertrilico y CuSO4. Se estimo asi

que la produccion de lacasa depende en gran medida del medio de cultivo y del hongo utilizado.

En otros estudios, la mayor actividad enzimatica de |la lacasa MY3 de Curvularia lunata se obtuvo
a los 40°C contando con un rango estable entre los 30 y 50°C y observandose una drastica
disminucion a partir de 60 °C, mientras que para la enzima obtenida a partir de Bacillus aerius
SP3 la temperatura optima resulté ser 35°C demostrando a su vez estabilidad a los 40°C y
coincidiendo con lo obtenido en este estudio [101, 102].

La temperatura ideal para |la produccion de lacasa se ha reportado entre 20 y 50°C, coincidiendo
con este estudio y con Goyat Nikita et al. (2024) quienes reportaron que la lacasa cruda se produjo
en un rango de temperatura de 20 a 40°C obteniendo la mayor produccion de 52.76 U/mL a 35°C
con la cepa T. versicolor HBB 7328. Sin embargo, las lacasas producidas por T. hirsuta tuvieron
temperaturas optimas de 60°C y 40°C utilizando ABTS y DMP (2,6-dimetoxifenol) como sustrato

respectivamente de acuerdo a lo reportado por Peng Wang et al. (2024). Mientras que Moreira
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Braga et al. (2024) reportaron que tanto las lacasas libres como las producidas por monocultivo
de Trametes villosa y en cocultivo con Pycnoporus sanguineus inmovilizadas con el método de
agregados de enzimas reticulados (Lac-CLEA) fueron ligeramente mas activas a 20 y 30°C y
menos activas por encima de 60°C. Por lo tanto, el proceso de inmovilizacién pudo haber causado
cambios en el microambiente enzimatico afectando negativamente la actividad catalitica por

encima de 60°C.
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Figura 3.10 Efecto de la temperatura sobre la enzima lacasa presente en el extracto enzimatico crudo producido por Trametes
hirsuta Bm-2 en HRL

Es importante destacar que la actividad enzimatica inicial en cada una de las pruebas realizadas
fueron variables. Esto debido a que cada una de las pruebas fueron realizadas en distinta
semana, por lo que las unidades enzimaticas contenidas inicialemnte en el extracto crudo se
vieron disminuidas por efecto de la estabilidad en el tiempo de almacenamiento.

3.4.3 Efecto de inhibidores
El efecto de los iones metalicos se muestra de la figura 3.11 a la 3.14. Se midio la actividad
residual de la enzima a-amilasa dado que existe una relacion inversa entre la actividad enzimatica

y la actividad inhibidora, por lo que sirvié como medida de la actividad inhibidora.

En las figuras 3.11 y 3.12 se muestra la actividad inhibitoria para la enzima a-amilasa con las
soluciones preparadas a una concentracion de 5 y 10 mM respectivamente. En ellas se puede
observar que en ambas concentraciones el cloruro de manganeso presenté un porcentaje
elevado de actividad enzimatica lo cual indica que cumplié la funcién inversa de un inhibidor al

potenciar la produccion de esta enzima a mas de un mil por ciento. A su vez se puede observar
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en la figura 3.11 al cloruro de zinc (ZnCl), bromuro de potasio (KBr), &acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y dodecil sulfato de sodio (SDS), todos en concentracion de 5
mM, cumplir la funcion de inhibidor al disminuir hasta en un 58% la actividad enzimatica en el

caso del cloruro de zinc.

Muchos iones metalicos con frecuencia influyen en |a actividad de las enzimas, como es el caso
de un estudio en el cual la actividad de la a-amilasa se incrementé en un 48% en presencia de
Ca?* en concentracion de 1 mM a partir de un aislado de Streptomyces gulbargensis, recuperando
el 100% de actividad con Ni?*y Cu?* e inhibiendo alrededor del 50% de la actividad enzimatica
con Mg?*, Mn?*, Sr?*, Pb%*, Zn?*, Cs?*, Fe?** y Hg?*. Por su parte en un estudio realizado por Abdul
Manas et al. (2014) la actividad catalitica de MAG1 (amilasa maltogénica clonada) se vio
fuertemente potenciada por Mn?* con una actividad relativa del 162% coincidiendo asi con este
estudio. Se ha demostrado la estimulaciéon de este ion para las a-amilasa debido a su funcion

protectora contra la oxidacion [106, 107].

La actividad de MAG1 no se vio afectada por el EDTA, lo que sugiere que no se requieren iones
metalicos para su actividad, pero si difiere con la enzima del extracto enzimatico HRL, donde a
ambas concentraciones probadas se tuvo un efecto inhibitorio con este acido. Mientras que la
actividad enzimatica en ambos casos fue inhibida por el ion de metal pesado Zn?* a excepcién de
este estudio con concentracion de 10 mM donde se observé un aumento en la actividad
enzimatica. En cuanto al SDS la actividad MAG1 también fue inhibida de manera similar a la

amilasa de HRL con concentracién de 5 mM [107].

QOquist Phillips (2017) realizd pruebas con iones metdlicos y surfactantes no ionicos a una
concentracion de 1 mM en la enzima a-amilasa maltogénica de Lactobacillus plantarum WCFS31,
teniendo como resultados gque los aditivos CuClz, MnCl,, CaCl. y ZnCl; disminuyeron hasta el 27,
75, 89 y 83% su actividad relativa respectivamente. La drastica inhibicion del ion Cu?* en este
estudio indica el rol de los grupos tiol, carboxilo e indol en la funcién y catalisis enzimatica, sin
embargo, con la enzima del extracto enzimatico HRL se observa que a ambas concentraciones
este ion cumplié la funcién opuesta activando la enzima, pero en el caso del ion Mn?* coincide
con Abdul Manas et al. (2014) donde aumenta la actividad enzimatica y con el detergente no
idnico Tween 80 discrepa al reportar por Oquist Phillips (2017) una inhibicidén mientras que en

este estudio funcioné como un activador.
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Figura 3.11 Efecto de inhibidores en concentracion 5 mM sobre la enzima a-amilasa presente en el extracto enzimatico crudo
producido por Trametes hirsuta Bm-2 en HRL

Con los inhibidores a una concentracion de 10 mM podemos observar en la figura 3.12 que
unicamente el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) cumplid esta funcion al disminuir en un
25% la actividad enzimatica de la enzima a-amilasa. Muy probablemente esto se deba a que la

actividad enzimatica depende de la concentracion del ion.

En el estudio realizado por Fatoki et al. (2022) midieron la actividad residual de la enzima a-
amilasa con tres concentraciones de iones metalicos (5, 10 y 20 mM) reportando que la actividad
enzimatica fue mayor en presencia de cobre, manganeso y calcio (los tres a 20 mM) y en
presencia de una concentracion de 5 mM con calcio, cobalto y cobre. Mientras que en presencia
de sodio, potasio, magnesio y zinc la actividad inhibidora se retrasé en comparacion con el

control.

Se ha encontrado que los iones metalicos facilitan las actividades enzimaticas ayudando en la
unién del sustrato a la enzima, estabilizando las cargas y el estado de transicion, y en el

intercambio de cargas. Asi los iones metalicos estabilizan, activan o inhiben las enzimas [109].

Entre los iones metalicos probados por Mehta (2013), K* mostré una ligera inhibicion de Gt-amy
en altas concentraciones (5 y 10 mM) mientras que Mn?* y Cu?* inhibieron fuertemente la

actividad. A pesar de ello se sabe que Mn?* estimula la actividad de la a-amilasa y se comprueba
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con nuestro estudio donde a ambas concentraciones se puede notar la activacion obtenida en la

enzima.
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Figura 3.12 Efecto de inhibidores en concentracion 10 mM sobre la enzima a-amilasa presente en el extracte enzimatico crudo
producido por Trametes hirsuta Bm-2 en HRL

Respecto a la enzima lacasa se puede observar en las figuras 3.13 y 3.14 |la actividad inhibitoria
y efecto de los iones metalicos en concentraciones de 5y 10 mM respectivamente. Mostrando
en la primera que la mayoria de las soluciones no tuvieron actividad inhibitoria, por el contrario,
lograron una produccion enzimatica mayor al control comparativo (en ausencia de inhibidores),

con la unica excepcion del ABTS que se mantuvo a la par con el control.

Es importante evaluar la estabilidad de la enzima lacasa, a distintas concentraciones de iones
metalicos, para determinar su potencial en aplicaciones biotecnoldgicas, por lo que Navada ef al.
(2022) reportaron una pérdida minima de actividad enzimatica con los iones Zn?'y Ca?*, pero a
mayor concentracion (10 mM) los mismos mostraron una inhibicion moderada, esto con lacasas
purificadas de la cepa T. hirsuta, razén por la que probablemente difiera de los resultados
obtenidos con el extracto enzimatico HRL, sin embargo, coincide en la efectividad de los

inhibidores a concentraciones mas altas.

Las dos isoenzimas lacasas de Trichoderma harzianum S7113 reportadas por Elsayed et al.
(2023) resultaron en un incremento gradual de su actividad enzimatica al aumentar la

concentracion de los iones metalicos Zn?*, Mg?*y Ni®* e inhibicion en presencia de Cu?*, EDTAy
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SDS disminuyendo aun mas al aumentar su concentracion. A su vez, Tao Li et al. (2020)
encontraron que la concentracion de Ca?*, K*, Cu?*y Zn?* no influyd notablemente en la actividad
de la lacasa recombinante (rLAC) de la cepa B. licheniformis ya que se retuvo mas del 81.6% de
la actividad inicial. Por el contrario, la actividad de la enzima fue inhibida significativamente por

Mn?* a concentracion de 5 mM y seriamente por SDS a 1y 5 mM.

Debido a la poca o nula inhibicion obtenida con los iones metalicos e inhibidores a una
concentracion de 5 mM, se podria considerar a la enzima como adecuada para ciertos procesos
que involucran metales pesados, como en la industria del papel y la pulpa, asi como en el
tratamiento de aguas residuales [112].
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Figura 3.13 Efecto de inhibidores en concentracion 5 mM sobre la enzima lacasa presente en el extracto enzimatico crudo
producido por Trametes hirsuta Bm-2 en HRL

Con los iones a una concentracion de 10 mM se puede observar en la figura 3.14 que la mayoria
cumplié con la funcidn de inhibir, siendo el ABTS el mayor de ellos con una actividad enzimatica
del 83% y el Tween 80 por el contrario, alcanzando una actividad enzimatica del 110%

cumpliendo asi la funcion inversa de un inhibidor.

En otros estudios se evalud el efecto de iones CuSQ., ZnSO, y CaSO4 sobre la actividad
purificada de G. leucocontextum Glacc110 teniendo un mayor porcentaje de actividad enzimatica

relativa en concentraciones mas altas (9 mM) para el primer y tercer caso, mientras que para el

47



segundo caso se observo a una concentracion de 6 mM. De igual manera se evalud el efecto del
EDTA y SDS en diferentes concentraciones, mostrando que en ambos casos presenta una mayor

inhibicién a mayor concentracion de cada acido como lo reportado en este estudio [114].

Con la lacasa fungica de Pleutorus sp., Sunil et al. (2011) reportaron una inhibicion similar a la de
este estudio con el ion CuSO, al obtener el 90% de la actividad relativa, sin embargo, con los
iones MnCl; y ZnCl; y con el acido EDTA obtuvieron una inhibicion mas significativa hasta llegar

a la inhibicion total con SDS.
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Figura 3.14 Efecto de inhibidores en concentracion 10 mM sobre la enzima lacasa presente en el extracto enzimatico crudo
producido por Trametes hirsuta Bm-2 en HRL

3.4.4 Estabilidad en el tiempo de almacenamiento

El tiempo de vida util de un extracto enzimatico en almacenamiento varia, dependiendo de varios
factores, como la fuente de las enzimas, la forma en que se obtuvieron y las condiciones de
almacenamiento. En este estudio podemos observar en las figuras 3.15 y 3.16 la estabilidad que

ha conservado cada una de las enzimas contenidas en el extracto enzimatico HRL.

El extracto HRL inicialmente contenia 70 U/mL de enzima a-amilasa y 13,713 U/mL de enzima
lacasa y se puede observar en las graficas, que para la semana 20, la enzima a-amilasa aun

conserva el 57% de actividad enzimatica con 56 U/mL mientras que para la enzima lacasa el 27%
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con 3,795 U/mL, a pesar de ello se sigue contando con una buena actividad enzimatica para
emplear en diversos procesos.

Por ejemplo, Sandoval Sanchez ef al. (2024) reporta que las enzimas secretadas por T. versicolor
tienen potencial para la biorremediacion de suelos contaminados con boscalid (un fungicida
utilizado para controlar diversas actividades fungicas en plantas y frutos), con tan solo 0.9 y 0.75
U/mL de actividad lacasa, evaluando dos concentraciones de boscalid (100 y 220 ppm). Y Valdés
S. et al. (2020) evaluaron el potencial degradador de enzimas lacasas en residuos
agroindustriales de cana, pina y banano, mostrando que, con 43.8 x 106 U/mL de enzima obtenida
a partir del hongo G. applanatum y con 32.8 x 10 U/mL a partir de T. harzianum se redujo la
concentracion de lignina en los residuos en lapsos de entre 15 y 45 dias.
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Figura 3.15 Estabilidad en el tiempo de almacenamiento de la enzima lacasa presente en el extracto enzimatico crudo producido
por Trametes hirsuta Bm-2 en HRL

A su vez, Wang et al. (2018) informaron que la adicion de 12.6 U/mL de Amy175 (gen de o-
amilasa obtenido a partir de la bacteria Pseudoalteromonas sp.) a detergentes mostrd un mejor
rendimiento de lavado que el detergente Unico, mejorando la eficiencia de eliminacion de
manchas, lo cual demuestra su potencial como aditivo en detergentes. Mientras que, Karimi M.
& Biria D. (2016) reportaron que la amilasa producida por B. subtilis TB1 puede degradar los

alcanos presentes en hidrocarburos, obteniendo el mismo resultado utilizando una muestra
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comercial de a-amilasa, eliminando completamente las n-parafinas después de 3 dias con ambas

enzimas.
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Figura 3.16 Estabilidad en el tiempo de almacenamiento de la enzima a-amilasa presente en el extracto enzimatico crudo
producido por Trametes hirsuta Bm-2 en HRL

Mostrando asi, la efectividad de las enzimas con valores bajos de actividad enzimatica, por lo que
el extracto crudo obtenido en este estudio puede ser utilizado aun después de las 20 semanas

de almacenamiento y obtener buenos rendimientos en diversos procesos.
3.5 Caracterizacion parcial de Residuo Sdélido

En la tabla 3.2 se presentan los resultados obtenidos en el analisis elemental realizado al residuo
sélido resultante de la produccion del extracto enzimatico HRL. Se muestra un porcentaje similar
a lo reportado por Chan Gonzalez (2023), quien report6 43.63% de carbono y 6.37% de hidrégeno
contenido en la fraccion soélida residual de la harina de semillas de Ramén en ausencia de extracto
enzimatico, 43.40 % de carbono y 6.34 % de hidrogeno después de una primera extraccion
acuosa y 43.36 % de carbono y 6.47 % de hidrégeno después de una segunda extraccion,

mientras que en este estudio se obtuvo 49.27 % de carbono y 6.91 % de hidrégeno.

No obstante, difiere en el contenido de nitrégeno, ya que Chan Gonzalez (2023) reporta 2.20%
en la fraccion solida residual en ausencia de extracto enzimatico, 1.41% después de la primera
extraccion y 1.11% después de la segunda extraccion. Mientras que en este estudio se obtuvo
5.87% de nitrégeno, lo cual se puede atribuir a la masa micelial del hongo generado en cada uno

de los estudios.
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Tabla 3.2 Caracterizacion parcial de Residuo Sélido

Parametro Porcentaje
Carbono 49.27
Hidrégeno 6.91
Nitrégeno ' 5.87
Azufre 0.21

3.6 Evaluacion del extracto enzimatico en diversos sustratos

3.6.1 Prueba de decoloracién con el tinte indigo Carmin

La enzima lacasa contenida en el extracto crudo fue capaz de decolorar el tinte indigo carmin
hasta quedar en un 8% del color inicial al afadirle 150U de enzima, 6% con 300U y 9% con 450U
(figura 3.17), esto sin la necesidad de afadir mediadores, lo cual vuelve al extracto crudo muy
adecuado para su aplicacion como decolorante de este tinte. Cabe recalcar que esto se logro a
tan solo 8 horas de haber iniciado la prueba y como se observa en la figura, el control (tinte sin
extracto enzimatico) no presenta decoloracion significativa ya que quedé con un 97% de color al

finalizar el tiempo total de la prueba.

La lacasa reportada por Leon Yanez (2018) y producida por la cepa T. hirsuta Bm-2 en salvado
de trigo, por si sola no logroé decolorar los tintes de una manera efectiva ya que solo alcanzo del
5 al 20% de decoloracion en un total de 50 horas de reaccion, sin embargo, cuando la evalud en
un sistema lacasa-mediador (CDL, compuestos derivados de la lignina) mejoré la decoloracion
en el tinte indigo carmin logrando una decoloracion del 77%. Esta mejora probablemente se deba
a un efecto sinérgico entre la enzima y los fenoles presentes, ya que, durante la biotransformacion
del tinte con la lacasa sola, se acumuld isatina (intermediario toxico en la degradacion del tinte
por lacasas), mientras que, en el tratamiento con el sistema lacasa-mediador no estuvo presente,

lo que sugiere una mayor eficiencia en el proceso [120].

Sin embargo, aunque las cepas T. hirsuta reportada por Ledn Yanez (2018) y la reportada en
este estudio compartian similitudes al ser de la misma especie, difieren en el habitat de
recoleccion y el sustrato utilizado en la produccidn del extracto crudo. Al ser hongos ligninoliticos,
se ha asociado con la actividad de las lacasas extracelulares, las cuales difieren entre cada cepa

utilizada, por lo que la diferencia en las tasas de decoloracion es notable.

Por su parte, Chopra et al. (2022) determin6 la maxima degradacién del tinte indigo carmin

utilizando enzima lacasa de B. licheniformis en dosis de 10 U/mL a un pH alcalino de 8 y una
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temperatura de reaccion de 50°C durante 6 horas, obteniendo asi un 96.79 + 1.06% de
decoloracion en ausencia de cualquier mediador o inductor. Mientras que Bialowas et al. (2024)
logré decolorar el mismo tinte con una eficiencia del 92.5% a los 40 dias con lacasa obtenida de
la cepa T. versicolor inmovilizada sobre un soporte de perlas de alginato de sodio en una dosis
enzimatica de 320 mg E/mg de IC (mg de indigo carmin), siendo 30-40 °C el rango de temperatura

Optima para este proceso.

Las lacasas son enzimas con baja especificidad por el sustrato, lo que les permite actuar scbre
una amplia variedad de moléculas fendlicas y aromaticas. No obstante, su efectividad en la
degradacion de tintes industriales puede variar segun su potencial redox y la estructura del tinte,
incluso si estos tintes contienen el mismo grupo cromaforo, es por esto por lo que se ha reportado

una mejor efectividad al afiadirle mediadores que potencien su funcion [120, 121, 129].
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Figura 3.17 Prueba de decoloracion utilizando el extracto enzimatico crudo (producido por Trametes hirsuta Bm-2 en HRL) en
tinte indigo carmin. (Control (cuadros negros), Carga enzimatica: 150 U (circulos rojos), 300 U (triangulos verdes), 450 U
(triangulos azules)).

3.6.2 Prueba de hidrdlisis en harina de yuca

Los resultados de esta prueba proporcionan evidencia de que el extracto enzimatico HRL es
capaz de romper los enlaces glucosidicos a-1,4 del almidon de yuca, lo cual es de suma
importancia e interés en la produccién de biocombustibles y por lo tanto se comprueba la

efectividad del extracto crudo para lograrlo.
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En la figura 3.18 se puede observar que con el extracto enzimatico y a tres cargas enzimaticas
diferentes, la produccion de azucares reductores fue en aumento, logrando finalizar con 1.4 g/L
al afiadir 25U de enzima amilasa, 1.3 g/L con 50U y 1.8 g/L con 75U luego de haber iniciado con
0.45 g/L aproximadamente cada carga, lo cual representa un aumento del 311, 288 y 400%

respectivamente. Mientras que el control se mantuvo constante durante las 48 horas de ensayo.

En otros estudios se han utilizado amilasas de malta de cebada para hidrolizar el almidon de
yuca, hasta llegar a la fermentacion alcoholica, cuantificando los azucares reductores obtenidos
con tres concentraciones diferentes de extracto de malta, se reportd una produccion de 2.52 +
0.261 g/L a una concentracion del 5% (p/p), 3.09 + 0.891 g/L al 10% y 3.01 £ 1.22 g/L al 15%.
Por otra parte, se ha evaluado la cinética enzimatica de la hidrdlisis de la harina de yuca de modo
que la concentracion de glucosa mas alta obtenida en ese estudio fue con un pretratamiento a
50°C después de 48 horas con 87 g/L, 258.7 g/L con una concentracion inicial de almidon del
30% a una temperatura de 50°C y de 102 g/L al utilizar un pretratamiento enzimatico con
Viscozima L 0.1% p/p [123, 124].

Castafio Pelaez (2020) logré producir etanol a partir de yuca utilizando enzimas reductoras de
viscosidad por medio de hidrdlisis enzimatica y fermentacion simultanea. Inicialmente contenia

29 g/L de azucares reductores y reporta 45 + 2.5 g/L en el proceso de prelicuado.

Una posible explicacion para el rendimiento superior del extracto enzimatico en la reaccion de
hidrolisis podria deberse a la distribucion mas uniforme de las amilasas y el mayor contacto de

estas enzimas con el sustrato [123].
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Figura 3.18 Prueba de hidrdlisis utilizando el extracto enzimatico crudo (producido por Trametes hirsuta Bm-2 en HRL) en harina
de yuca. (Control (cuadros negros), Carga enzimatica: 25 U (circulos rojos), 50 U (triangulos verdes), 75 U (tridngulos azules)).

3.6.3 Prueba como pretratamiento en vinaza

En la figura 3.19 se puede observar que en todos los casos la tendencia en la produccion de
fenoles al paso del tiempo fue en decadencia, lo cual representa un resultado positivo en la
prueba. A una concentracion de vinaza al 25% se logré disminuir un 27% del contenido de fenoles
al afiadirle 9,000 U y un 11% al afiadirle 18,000 U. Mientras que, con vinaza al 50% disminuyd
un 27% el contenido de fenoles al afiadirle 9,000 U y un 33% al afadirle 18,000 U de enzima

lacasa contenida en el extracto enzimatico HRL.

Canul Santiago (2021) reporta una elevada remocion de fenoles. En vinaza diluida al 25% y con
accion de lacasas libres logré disminuir en un 70% la concentracion de fenoles en 72 horas y el
39.67% a las 96 horas con accion de lacasas inmovilizadas, de la misma manera la mayor

remocion en vinaza diluida al 50% ocurrio a las 72 horas con un 63%.

En un estudio realizado por Caballero et al. (2021) observaron una reduccion de fenoles del
73.98% en vinaza de cafa de azucar tratada con ayuda de lacasa de T. villosa, mientras que
Estrada Sperber (2017) evalud la capacidad de degradacion de compuestos fendlicos del
complejo enzimatico producido por P. ostreatus obteniendo que en el dia 25 de cultivo a una

temperatura de 42 °C se presentd en un porcentaje de 29.4.
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Se ha establecido que las lacasas producidas por el hongo T. hirsuta Bm-2 se inhiben por altas
concentraciones de fenoles. Pero a su vez se ha reportado la eficiencia del uso de extractos
crudos del hongo Trametes donde se ha determinado la capacidad para remover fenoles de
vinazas, tal es el caso de Tapia Tussell ef al. (2015) quienes con la cepa T. hirsuta obtuvieron el
80% de disminucion de concentracion de fenoles con una vinaza al 10% a las 48 horas y una
remocion del 60% a las 192 horas utilizando una vinaza al 20% (p/v). Por su parte, Espafia
Gamboa (2015) obtuvo un 67 + 19 % de remocion en vinaza esterilizada y un 64 + 0.21 % en
vinaza no esterilizada que contenia 1.122 £+ 0.059 mg/mL de fenoles, ambos casos al sexto diay

utilizando la cepa T. versicolor [129, 130].
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Figura 3.19 Prueba de contenido de fenoles utilizando el extracto enzimatico crudo (producido por Trametes hirsuta Bm-2 en
HRL) en vinazas. (Vinaza al 25%; carga enzimatica de 9,000 U (cuadros negros), 18,000 (circulos rojos), Vinaza al 50%; carga
enzimatica de 9,000 U (triangulos verdes), 18,000 (triangulos azules)).
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CONCLUSIONES

La enzima a-amilasa de T. hirsuta se produce en las primeras 48 horas en harina de
Ramadn, mientras la enzima lacasa empieza a producirse a las 72 horas, alcanzando el
maximo pico de produccion a los 8 dias.

La harina obtenida de semilla de Ramon mediante la metodologia de liofilizacion (HRL)
produce un 44% mas de enzimas a-amilasa, con respecto al medio sintético enriquecido
con almidon de papa soluble (MSA) y 74% mas enzimas lacasa con respecto a la harina
seca (HRS) y 90% con respecto a MSA.

Las mejores condiciones para la actividad enzimatica del extracto crudo se obtuvieron con
la solucion amortiguadora de acido citrico-fosfatos a pH 4.5 y a una temperatura de 50°C
para la enzima a-amilasa, y con el buffer acido citrico a pH 5.5 y 35°C para la enzima
lacasa.

La solucién de cloruro de zinc a una concentracion de 5 mM inhibid la actividad enzimatica
hasta un 58% para la enzima a-amilasa, por el contrario, el cloruro de manganeso
potencializé su actividad cumpliendo la funcidn inversa de un inhibidor. Mientras que, a
una concentracion de 10 mM, la solucion de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
inhibié su actividad enzimatica en un 25%.

La actividad de la enzima lacasa no fue inhibida en presencia de ninguna de las soluciones
amortiguadoras a una concentracion de 5 mM. Mientras que, a una concentracion de 10
mM, la solucion ABTS la inhibio un 17%.

A pesar de almacenar el extracto enzimatico obtenido con la harina de ramaén liofilizada
durante 20 semanas sin afadirle solucion amortiguadora, la actividad enzimatica de a-
amilasa y lacasa se mantienen con 56 U/mL y 3,795 U/mL respectivamente. Lo cual
representa el 57% de actividad a-amilasa y el 27% de lacasa.

El extracto crudo HRL fue capaz de decolorar el tinte indigo carmin en un maximo de 94%
con una concentracion de 300 U de enzima lacasa y de disminuir el contenido de fenoles
en una vinaza diluida al 25% anadiendo 9,000U de lacasa (27% de fenoles finales) y en
una vinaza diluida al 50% afiadiendo 18,000 U (32% de fenoles finales). Mientras que, la
mejor concentracion para desdoblar el almidén presente en la harina de yuca fue la de

75U obteniendo 1.8 g/L de azucares reductores.
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ANEXOS
MEDIOS DE CULTIVO

Anexo 1. Papa-dextrosa-agar (PDA)

39 g del medio 1000 ml
Suspender 39 g del medio en 1 litro de agua destilada.
Disolver en agitacion suave hasta homogenizar.
Esterilizar en autoclave en matraz con el doble de la capacidad del
volumen realizado.

Enfriar a temperatura ambiente.
Vaciar en placas petri estériles.

*Siguiendo instrucciones del recipiente del medio

O en su defecto seguir las siguientes proporciones:

Reactivo Cantidad
Almidén de papa soluble 49
Dextrosa 20g
Agar 159

Agua destilada 1000 mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C y 1 Kg/cm2 durante 20 min y dosificar en cajas Petri bajo

condiciones estériles dentro de campana con flujo laminar.

Anexo 2. YMPG

Reactivo Cantidad
Almidon 109
Extracto de malta 109
Peptona de carne 2g
KH,P0, (fosfato de potasio monobasico) 2g
MgS0,7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado) 1g
Tiamina 1mg
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Levadura 2gr
Agar 20 gr
Agua destillada 1000 mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C y 1 Kg/cm2 durante 20 min y dosificar en cajas Petri bajo

condiciones estériles dentro de campana con flujo laminar.

Anexo 3. Extracto de levadura-almidén-agar (ELAA)

Reactivo Cantidad
Extracto de levadura 49
MgS0,7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado) 0549
K4HPo, (hidrogeno-fosfato de potasio) 19
Agar 20 g
Almidon soluble 15 g
Agua destilada 1000 mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C y 1 Kg/cm2 durante 20 min y dosificar en cajas Petri bajo

condiciones estériles dentro de campana con flujo laminar.

Anexo 4. Extracto de malta-agar (EMA)

Reactivo Cantidad
Extracto de malta 20g
Agar 20g

Agua destilada 1000 mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C y 1 Kg/cm2 durante 20 min y dosificar en cajas Petri bajo

condiciones estériles dentro de campana con flujo laminar.
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Anexo 5. Mandels & Weber con Carboximetil celulosa (CMC)

Reactivo Cantidad
KH,PO, (fosfato de potasio monobasico) ' 29
CacCl, (cloruro de calcio) 0.3g
Urea 0.3g
(NH4)250, (sulfato de amonio) 1449
FeS0, (sulfato de hierro) 5mg
MgS0, (sulfato de magnesio) 03g
MnSO0, (sulfato de manganeso) 16g
ZnS0, (sulfato de zinc) 1.4 mg
CoCly (cloruro de cobalto) 2 mg
Glucosa 2g
Carboximetil celulosa (cmc) 10g
Agar 20g
Agua destilada 1000 mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C y 1 Kg/cm2 durante 20 min y dosificar en cajas Petri bajo

condiciones estériles dentro de campana con flujo laminar.

Anexo 6. Soluciones Amortiguadoras

> Acido citrico — Fosfato 0.1M (pH 4 y 4.5)

Para 1 litro
Reactivo Cantidad
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado (PM: 268.07 1.307 g
g/mol)
Fosfato de sodio monobasico monohidratado (PM: 13.13 g
137.99 g/mol)

Ajustar pH con acido citrico.
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> Acetato de sodio — Acido acético 0.1M (pH 4.5y 5)
o Pesar 82.04 gr de acetato de sodio (o0 136.08 gr si es trihidratado)
o Disolver el acetato de sodio en un vaso de precipitado en 500 mL de agua destilada
o Titular con acido acético glacial hasta llegar al pH deseado (4.5 y 5 respectivamente)

o Aforar a volumen final de 1 litro.

Debido a que la solucion realizada se encuentra a concentracion 1M se procede a realizar una

dilucidon 1:10 con agua destilada para obtener la solucién a 0.1M.

» Acido citrico — Citrato de sodio 0.1M (pH 5 y 5.5)

pH 5 (para 1 litro)

Reactivo Cantidad
Acido citrico monohidratado 350 mL
Citrato de trisodio dihidratado 650 mL

pH 5.5 (para 1 litro)

Reactivo Cantidad
Acido citrico monohidratado 232.5mL
Citrato de trisodio dihidratado 767.5 mL

Ajustar pH con HCI o NaOH.

» Fosfatos 0.1M (pH 5.5y 6)

pH 5.5 y 6 (para 1 litro)

Reactivo Cantidad
Cloruro de sodio (PM: 58.44 g/mol) 84g
Cloruro de potasio (PM: 74.55 g/mol) 0.2g
Fosfato de sodio dibasico (PM: 141.94 g/mal) 144 g
Fosfato de potasio monobasico (PM: 136.09 g/mol) 0.249

Ajustar al pH deseado con HCI o NaOH.
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