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Resumen

En Ecuador se genera gran cantidad de residuos lignoceluldsicos como resultado del cultivo de banano (ricos en
celulosa, hemicelulosa y lignina), los cuales pueden ser empleados en fermentacién sélida de hongos productores
de enzimas celulasas y como materia prima para producir bioalcohol. En el presente trabajo se analizo la
actividad de enzimas celulasas (Ul/g de residuo seco) obtenidas de la fermentacion sélida sobre los residuos de
banano pseudotallo, hojas y raquis con los hongos Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes
en 24 dias de incubacion. La maxima actividad enzimatica de celulasas fue producida por Lentinula edodes en
pseudotallo con valores de 8,14 Ul/g de residuo seco. Para la aplicacién de las enzimas celulasas en la obtencion
de bioalcohol, primeramente se modifico la estructura quimica de la lignina de los residuos de banano, mediante
un pretratamiento a cada uno, con 0,74 g de hidréxido de calcio/g de residuo, para la posterior hidroélisis de la
celulosa a azlcares con 12 Ul de extracto enzimético/g de residuo seco pretratado. Los liquidos conteniendo los
azucares solubles fueron separados y concentrados a 6°Brix, para su posterior fermentacion alcohdlica con
Saccharomyces cereviseae durante 9 dias. EI mayor rendimiento de etanol fue en raquis, con 24,66 ml por 100 g de
residuo seco. Existe un potencial uso de los residuos de cultivo de banano como sustratos para produccion de
enzimas celulasas y como fuente de biomasa lignocelulésica para etanol.

Palabras Claves: residuos lignocelulésicos de banano, fermentacion sélida, celulasas, actividad enzimatica,
pretratamiento, celulosa, hidrdlisis, etanol.

Abstract

In Ecuador, the cultivation of bananas generates large amounts of lignocellulosic residues,(rich in cellulose,
hemicellulose and lignin) which can be use in solid state fermentation of fungi producing cellulase enzymes, and as
raw material to produce bioalcohol. In this proyect we analyzed the activity of cellulase enzymes (IU/g dry residue)
obtained from the solid fermentation over the residues of bananas, pseudostem, leaves and rachis with fungi
Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes Pleurotus pulmonarius and within 24 days of incubation. The maximum
enzymatic activity of cellulases produced by Lentinula edodes in pseudostem with values of 8,14 1U/g of dry
residue. For the application of cellulase enzymes in the production of bioalcohol, first modified the chemical
structure of lignin from the banana waste, by pretreatment for each one, with 0,74 g of calcium hydroxide/g of
waste, to the next step which is the hydrolysis of cellulose to sugars with 12 enzyme extract 1U/g of dry residue
pretreated. The liquids that contained fermentable sugars were separated and concentrated to 6°Brix, for alcoholic
fermentation with Saccharomyces cereviseae during nine days. The highest yield of ethanol was in the spine, with
24,66 ml per 100 g of dry residue. There is a potential use of the banana crop residues as substrates for cellulases
production and a source of lignocellulosic biomass for ethanol production.

Keywords: lignocellulosic waste of banana, solid state fermentation, cellulase, enzyme activity, pre-treatment,
cellulose hydrolysis, ethanol.

1. Introduccidn

A lo largo de la historia se han venido empleando los cuales han sido estudiados en varios sustratos. La
las enzimas para usos industriales, una de las enzimas optimizacion de la produccion de enzimas a partir de
cominmente utilizadas es la celulasas obtenidas microorganismos depende de una serie de factores

mediante fermentacién de diferentes microorganismos, interrelacionados, lo que significa que una enzima solo
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puede sintetizarse durante parte de su ciclo de
crecimiento [1].

Las celulasas y xilanasas son enzimas hidroliticas
que participan en el rompimiento de los enlaces
glicosidicos 3-1,4 presentes en los polisacaridos de la
celulosa y hemicelulosa, respectivamente. El interés
por las celulasas empez6 alrededor de los afios 50
debido a su enorme potencial para convertir la
lignocelulosa en glucosa y azlcares solubles. Cabe
sefialar que la lignocelulosa es la fuente de energia
renovable mas abundante de la tierra. Esta formada por
tres componentes principales que son: celulosa,
hemicelulosa y lignina, y su contenido es bajo en
cenizas, proteinas, grasas y ceras [2]

Bacterias y hongos pueden producir enzimas
celulasas para la hidrolisis de material lignocelul6sico.
Estos microorganismos pueden ser aerdbicos o
anaerobicos, mesofilos o terméfilos. [3]. Géneros y
especies de hongos tales como Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Neurospora
crassa, incluyendo ademéas hongos comestibles como:
Lentinula edodes, Volvariella volvacea, Pleurotus sp.,
producen celulasas [4].

La celulosa es el principal componente de la
membrana celular de la mayor parte de las plantas, esta
constituida por moles de D-glucosa unidas por los
enlaces 3-1-4 glucosidicos y es el méas abundante en la
biosfera, generalmente resistente a la fermentacién, no
significa que no se pueda hidrolizar, pues existen
microorganismos celuliticos que poseen enzimas
como: las celobiohidrolasas y las endoglucanasas que
se encargan de su degradacion [5].

Los residuos agricolas son ricos en celulosa,
hemicelulosa y lignina; teniendo en cuenta su
estructura, pueden usarse como sustratos para el
cultivo de hongos filamentosos capaces de producir
enzimas extracelulares con actividades celulasas, con
importantes aplicaciones industriales, como la
hidrélisis de biomasa lignocelulésica para la
produccion de etanol [6].

Una planta de banano al momento de su cosecha
debe tener un peso promedio de 100 Kg los cuales
estdn repartidos en 15 Kg de hojas; 50 Kg de
pseudotallo; 33 Kg de banano y 2 Kg de raquis. Esto
légicamente indica que el 67% del volumen total de
produccion lo constituyen los desechos que no
provecha el hombre sistematicamente, sino mas bien
es un foco de contaminacion [7].

El bioalcohol es un combustible de origen vegetal
que tiene las caracteristicas parecidas a los de los
combustibles fésiles, lo que permite su utilizacién en
motores  apenas  modificados.  Ademas, los
biocombustibles no contienen azufre, uno de los
causantes de la lluvia &cida. El bioetanol puede
fabricarse a partir de cualquier materia prima organica
gue contenga cantidades significativas de azlcares o
compuestos que puedan transformarse en azlcares
como almidén o celulosa [8].

La utilizacién de la tecnologia del bioalcohol en el
sector agricola, particularmente en paises no
industrializados, como el Ecuador, puede permitir a los
pequefios, medianos y grandes productores disponer de
una opcién para su produccién, pudiendo utilizar parte
de la misma para autoabastecerse de biocombustible,
total o parcialmente, en funcién de los precios de las
materias primas a utilizarse.

Considerando estos antecedentes el presente estudio
planted los siguientes objetivos: a) Producir enzimas
celulasas a partir de residuos agricolas que se desechan
del cultivo de banano como las hojas, raquis y
pseudotallo por fermentacion sélida con los hongos
Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius vy
Lentinula edades; b) Determinar la actividad de las
enzimas celulasas a diferentes tiempos y pH de
reaccién. c¢) Aplicar las enzimas celulasas en la
hidrolisis de la celulosa residuos de banano, previo un
pretratamiento, para la obtencién de etanol.

2. Materiales y Métodos

2.1. Materiales

Los residuos del cultivo de banano perteneciente a
la familia Musaceae y de género Musa empleados en
el presente estudio provinieron de la Provincia de
Santo Domingo de los Tsachilas y fueron los
siguientes: hojas, pseudotallo y raquis. Asi también se
utilizéd granos de trigo para la propagacion de cepas,
que sirvieron de semilla para fermentar los residuos de
banano.

Para la obtencién de extractos enzimaticos se
utilizaron tres cepas: Pleurotus ostreatus var. florida
registrada como CP-184, cedida por la coleccion del
Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
(Universidad de  Oriente, Cuba); Pleurotus
pulmonarius N. 20 Pamela Fungi propiedad de la
UOITA; vy la cepa Lentinula edodes provenientes del
laboratorio Wh-Laboratory—Canada.

2.2. Métodos

La investigacion se ejecutd en la Unidad de
Investigacion en Tecnologia de Alimentos de la
Universidad Técnica de Ambato.

2.2.1. Acondicionamiento de la materia prima. Los
residuos del cultivo de banano como: hojas,
pseudotallo y raquis fueron trasladados a la Unidad
Operativa de Tecnologia de Alimentos de la Facultad
de Ciencia e |Ingenieria en Alimentos de la
Universidad Técnica de Ambato para la aplicacién de
los distintos tratamientos. Se seleccionaron los
residuos de apariencia firme, color y olor
caracteristico, luego fueron lavados, deshidratados en
un secador a 60°C y por ultimo cortados para su
posterior analisis.
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2.2.2.  Analisis quimico de los residuos
lignocelul6sicos del banano

Anélisis proximal de los residuos de banano: se
utilizaron los métodos AOAC Official Method, 2002
para la determinaciéon de proteina, grasa, fibra y
cenizas [9].

Extraccion de los solubles en alcohol-benceno:

Previamente a la determinacion de lignina y celulosa,
las muestras fueron sometidas a extraccion de los
materiales solubles en dos partes de benceno y una
parte de etanol. Con los solventes se extraen todas las
sustancias de baja polaridad como resinas, &cidos
grasos, hidrocarburos, parte de los tanimos. Se realizd
en extractor tipo Sohxlet por un tiempo de cuatro horas
[10].
Eliminacion de los compuestos solubles en agua
caliente: Al material extraido en alcohol-benceno se lo
traté con agua a bafio termostatico por tres horas. El
agua caliente disuelve todos los extractivos que no
fueron solubles en la etapa anterior. Incluye el resto de
los taninos, azlcares, aminoacidos, alcoholes [10].

Determinacidn del contenido de lignina insoluble
en acido: El contenido de lignina insoluble en acido se
realizé en las muestras libres de sustancias extraibles.
Las muestras se mezclaron con 15 ml de H2S04 al
72%, se agitaron con frecuencia a 15°C durante dos
horas. Las mezclas se diluyeron con agua destilada, se
colocaron a reflujo durante cuatro horas, se filtraron, y
los residuos se secaron hasta masa constante, segun el
método de Klason descrita por NUfiez C. (2008) [10].

Determinacion del contenido de celulosa: El
contenido porcentual de celulosa se determind
mediante el método de Kdarshner—Hoffer, los
materiales libres de sustancias extraibles se le
afiadieron 25 ml de mezcla reactiva de HNO3-etanol
(1:4); se colocaron a reflujo en bafio de agua durante
una hora, se decantaron y se afiadieron una nueva
cantidad de mezcla reactiva, repitiendo esta operacién
tres veces. Posteriormente se afiadieron 25 ml de KOH
al 1% durante 30 minutos, se filtro y los sélidos se
secaron [11].

Estimacion del contenido de hemicelulosa total:
Las hemicelulosas totales se estimaron por diferencia
entre 100% y la suma del porcentaje de celulosa y
lignina

2.2.3. Obtencion de
fermentacion sélida
Preparacion de la semilla de las diferentes cepas
de hongos: Para preparar la semilla se utilizé granos
de trigo, se seleccionaron los granos para eliminar
particulas ajenas, y se lavaron mediante enjuagues
continuos con abundante agua. Se sumergieron los
granos en agua fria durante 24 horas y se escurrio el
exceso de agua. Seguidamente se colocaron
aproximadamente 400g de trigo hidratado en frascos
de boca ancha y de capacidad de medio litro. Se
esterilizaron en autoclave a 121 °C por 20 minutos. Se
enfriaron los frascos y se los agitaron con la finalidad

enzimas celulasas por

de separar los granos y favorecer una aireacion e
hidratacion homogénea. Con la ayuda de un bisturi
estéril se partié en porciones iguales el micelio de los
tres tipos de hongos crecidos en PDA en cajas Petri.
Estas porciones se depositaron en los frascos que
contenian los granos de trigo con un asa estéril. Se
incubaron los frascos por 2 semanas a una temperatura
de 22-24°C y una humedad relativa de 60-70%.

Obtencion de  enzimas  celulasas  por
fermentacion solida: Se colocaron 12 g de residuos
de banano en matraces de 500 ml, el tamafio de
particula de los residuos fue de 05 y 1 cm
aproximadamente y se ajustaron la humedad al 80%.
Posteriormente, los matraces con los residuos se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 30 minutos,
se dejaron enfriar hasta 22°C. En forma aséptica se
mezcld6 homogéneamente con la semilla en una
proporcion del 2% del peso humedo del sustrato. Se
incubaron los matraces por 24 dias a una temperatura
de 22-24°C y una humedad relativa de 60-70%.

Extraccion de enzimas: Al tiempo definido de
fermentacién (24 dias) se adicionaron a cada matraz
30ml de solucion amortiguadora de citrato 50mM, pH
53 y se agitaron durante 15minutos, para
seguidamente prensarle. ElI volumen obtenido se
distribuyé en tubos para centrifugarlos por 30 minutos
a 6000 rpm y se separaron el sobrenadante al cual le
llamaremos extracto enzimatico.

Determinacién de la actividad enzimatica de las
enzimas celulasas: La actividad de enzimas celulasas
se midié aplicando el procedimiento de Loera y
Cdrdova y la concentracion de azucares reductores por
el método de Lane y Eynon. Como sustrato para la
actividad de celulasas se utilizé carboximetil celulosa
(CMC) sal de sodio al 0,5%, que fue disuelto a razon
de 2,5g en 500ml de solucién amortiguadora de citrato
(50mM; pH 5,3). La mezcla de reaccion se hizo con
45ml de sustrato y 5 ml de extracto enzimatico en
matraces de 50ml. Los matraces fueron colocados en
un bafio termostatico con agitaciéon (80 rpm) a 50°C
por el lapso de 1 hora. Luego la mezcla fue hervida por
Iminuto para inactivar la enzima y se determinaron el
contenido de azlcares reductores formados en la
mezcla de reaccion. Para el célculo de la actividad
enzimatica se relaciond con el volumen de extracto
enzimatico extraido de cada matraz de fermentacion.
La actividad enzimatica de celulasas se reportaron en
Unidades Internacionales (Ul), definiendo la Ul como
la cantidad de enzima que libera 1umol de azlcares
reductores (glucosa) por minuto en las condiciones de
la reaccidn. Para cada fermentacion sélida, la actividad
enzimatica se expresd en Ul por gramos de residuo
seco [12].

2.2.4. Obtencién de bioalcohol. Los residuos hojas,
raquis y pseudotallo de banano deshidratratados y
cortados se sometieron a un proceso de molienda en un
molino de piedras. Las harinas de los residuos fueron
tamizados en un tamiz de malla de 40 mesh (Serie
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Stadard Sieve, U. S. A, con un tamafio de poro de 42,5

pm).

PRETRATAMIENTO
DE RESIDUOS

MOLIDO
TAMIZADO
MEZCLADO

TRATAMIENTO
TERMICO
LAVADO
| NEUTRALIZADO
|
LAVADO

HIDROLISIS
ENZIMATICA
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Figura 1. Diagrama de la obtencién de etanol a partir
de residuos del cultivo de banano pretratados e
hidrolizados con enzimas celulasas

39/l de Levadura

Nutrientes:

0,489/l de Urea

0,249/1 de Fosfato 4cido de potasio
0,5% de Extracto de levadura

9 dias
30°C
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Pretratamiento de los residuos de banano: Se
tomaron 100g de cada residuo molido y por separado
se les agregd 0,74 g de hidréxido de calcio/g de
residuo seco y fueron llevados a un volumen 720 ml
con agua destilada. Los residuos fueron colocados en
vaso de precipitacion de 1000 ml, tapados con papel
aluminio y colocados en una estufa a la temperatura de
90°C por 90 horas. Una vez enfriado, se lavo por
sucesivas ocasiones con agua destilada hasta obtener
agua clara en el filtrado. Los residuos lavados fueron
colocados en vasos de precipitacion y neutralizado con
acido citrico al 20%, para nuevamente lavarlos con
agua destilada con el fin de eliminar los excedentes de
hidroxido de calcio y acondicionar los residuos a un
pH dptimo (5,3) para su posterior hidrolisis.

Hidrolisis enzimatica: Cada uno de los residuos
tratados fue puesto en una suspension del 5% en agua
destilada y ajustados a pH 5,3 con &cido citrico al
10%. A la suspension de los residuos pre-tratados se
les adiciono el extracto enzimatico en una proporcion
de 12 Ul/ g de residuo seco y se incubaron a 50°C por
48 horas. Al final de este tiempo se filtro y se obtuvo
un liquido conteniendo el azlcar fermentable.

Fermentacién alcohodlica: El liquido filtrado fue
concentrado hasta 6°Brix, posteriormente se le
adicion6 los siguientes componentes: levadura
Sacharomyces cerevisiae de fabricacion nacional
(3g/l) y nutrientes (urea 0,48¢/l; fosfato &cido de
potasio 0,249/l extracto de levadura 0,5%) como
menciona Cardona et al, 2004 [13]. El proceso de
fermentacién alcohdlica se realizd en biorreactores
adaptados a escala de laboratorio a una temperatura de
30°C durante 9 dias. Al final de la fermentacién se
procedi6 a destilar y medir del grado alcohdlico, segun
Métodos Oficiales de Andlisis del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion. Tomo I, Madrid,
1986 [14] En la Figura 1, se describe el proceso de
produccion de etanol celulésico a partir de los residuos
de banano.

2.2.5. Disefio experimental y anélisis estadistico.
Para la obtencion de enzimas celulasas se utiliz6 un
disefio factorial A*B con tres replicas por tratamiento.
Los factores fueron tres tipos de hongos (Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes)
y tres sustratos (hojas, pseudotallo y raquis). Los datos
se analizaron mediante el paquete estadistico
STHATGRAPHICS (2004). Los promedios se
compararon mediante la prueba de Tukey (Multiple
Range Tests) y la interaccion de los dos factores
mediante el paquete estadistico EMSTAC.

3. Resultados y Discusion
3.1. Analisis quimico de los residuos
En la Tabla 1 se indica el analisis proximal de los

residuos de la plante de banano: hojas, pseudotallo y
raquis, en la que se visualiza su composicién y su
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viable utilizacién en el presente estudio. Asi se tiene
que, el raquis es el residuo de banano que mayor
cantidad de fibra en base seca posee, con un valor de
53,90%, seguido del pseudotallo con 35,30%, dato que
es corroborado por Viswnathan et al, (1989) [15], que
reporta un valor de 31,5% cercano al determinado en
el presente estudio, mientras que el porcentaje de fibra
en hojas fue de 34,20%.

Tabla 1. Andlisis proximal de los residuos de banano
en base seca (g/100g)

Analisis Hojas Pseudotallo Raguis
(%) (%) (%)
Cenizas 16,10 28,30 23,10
Extracto Etéreo 2,30 9,60 1,50
Proteina cruda 12,30 5,30 3,30
Fibra cruda 34,20 35,30 53,90

Considerando que el 67% del volumen total de
produccion lo constituyen los desechos [7], bien se
podrian posesionar como una innovadora alternativa
de recurso para la generacion de enzimas, aportando
al aprovechamiento de residuos agricolas que
conforman del 30 al 42% de celulosa de la biomasa
existente en la biosfera [3].

Tabla 2. Contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa
de los residuos lignocelulésicos del cultivo de banano,
en base seca

que restringe el acceso de las enzimas celulasas a la
celulosa, por lo que esta debe ser hidrolizada o
modificada previamente.

3.2. Actividad de enzimas celulasas

La determinacién de actividad enzimatica es una
forma de medir la cantidad de enzima que se forma
durante la fermentacion solida en un sustrato
determinado, por lo que en primera instancia
establecimos la mejor interaccion cepa-sustrato, de la
cual se pueda obtener un extracto enzimatico con una
maxima actividad.

Tabla 3. Actividades de las enzimas celulasas (Ul/g
de residuo seco) obtenidas de la fermentacion soélida
en los diferentes tratamientos

Residuo de Lignina Celulosa cel?li)r:a:-
banano (%) (%) (%)
Hojas 8,5 36,6 27,39
Pseudotallo 52 353 24,9
Raquis 9,85 30,6 15,7

Tratamientos _
(Sustrato-Cepa) R1 |R2 [R3 |Promedio
T1 Hojas- 127 | 215 | 2.47 1,06°
P. ostreatus
Hojas- )
2| p, pulmonarius 262 (159 | 112 178
T3 Hojas- Lentinula 0 0 0 o
edodes
Pseudotallo- A
T4 P. ostreatus 6,48 [ 6,19 [ 618 6,28
T5 Pseudotallo_- 672 | 6.22 | 6.47 647"
P. pulmonarius
T6 Ps_eudotallo— 745 | 89 | 806 8,142
Lentinula edodes
Raquis- ;
i P. ostreatus 0 0 0 0
T8 Raquis- _ 0 0 0 o
P. pulmonarius
Raquis- ;
T | Lentinula edodes |  © 0 0 0

En la Tabla 2 se indica el contenido de lignina,
celulosa y  hemicelulosa de los residuos
lignocelul6sicos del cultivo de banano en base seca.
Asi se tiene que las hojas contienen 36,6% de celulosa,
seguida por el pseudotallo con 35,3% y por Gltimo el
raquis con 30,6%. Por su predominancia con respecto
al resto de componentes la celulosa es la opcion mas
viable para utilizarse como fuente de produccién de
glucosa y asi llegar al siguiente paso que es la
fermentacidn alcoholica.

En las hojas, la hemicelulosa posee un valor de
27,39%, seguido de pseudotallo con 24,9% y de raquis
con 15,7%. Como la hemicelulosa puede desdoblarse
en otra forma de azlcar, esta se perfila como una
segunda fuente para producir bioalcohol.

El contenido de lignina en hojas presenta un valor
de 8,5%, en pseudotallo 5,2%, y en raquis 9,85%,
porcentajes no muy altos, pero que al ser la lignina la

Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos (a<0,05).

La Tabla 3 se observa los valores de actividad de
las enzimas celulasas en los diferentes tratamientos, la
méxima actividad enzimdtica de celulasas fue
producida por Lentinula edodes en pseudotallo con
8,14 Ul/g de residuo seco. Se identificd también que el
tratamiento  Pseudotallo-P. pulmonarius da una
actividad de 6,47 Ul/g residuo seco, siendo esta una
actividad considerable. No se obtuvo valores de
actividad en el sustrato raquis, cuando se sembrd
Pleurotus y Lentinula edodes, lo que nos conduce a
aseverar que el raquis no posee los requerimientos
nutricionales adecuados para el crecimiento de estos
hongos. El hongo Lentinula edodes tampoco creci6 en
hojas de banano.

P. ostreatus ha sido reconocido como productor de
enzimas lignoliticas [16], mas que de celulasas y
xilanasas. En el presente estudio la actividad de
celulasas expresada por P. ostreatus fueron
aparentemente superiores a los reportados por Marques
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et al., 2007 para P. ostreatus IE8, quien encontrd una
maxima actividad de 1,16 Ul/g de residuo seco en 19
dias de fermentacion. En Trametes sp., el valor que
obtuvo Marquez es de 9,56 g/g de residuo seco, un
poco mas alto que el producido por Lentinula edodes
(Shiitake) obtenido en este trabajo, que fue de 8,14
Ul/g de residuo seco en 24 dias de fermentacion.
Aplicando un anélisis de varianza se establece que
existe diferencia altamente significativa (a<0,01) para
los residuos (sustratos) y las interacciones AxB, mas
no existe diferencia significativa (a<0,05) en cepas, ni
en replicas. Al no existir diferencia significativa en las
cepas se entiende que para obtener la misma cantidad
de enzimas celulasas podria trabajarse con Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius o Lentinula edodes.

3.3. Efecto de pH y temperatura en la
actividad de las enzimas celulasas

Para conocer la influencia del tiempo y temperatura
en la hidrélisis de la celulosa por parte de las enzimas
celulasas extraidas del mejor tratamiento, se probaron
distintos rangos, asi para el efecto del tiempo en la
hidrélisis se sometié a las enzimas celulasas a 6 horas
de reaccion con solucion de CMC sal de sodio al 0,5%,
y a las siguientes temperaturas: 50°C, temperatura
optima de la enzima, a 60°Cy a 37°C.
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Figura 2. Actividad de las enzimas celulasas sobre
sustrato carboximetil celulosa a diferentes tiempos y
temperaturas.

Las hidrolisis de las enzimas se realizaron en un
bafio termostatico con agitacion de 100 rpm en sentido
oscilatorio, las curvas de hidrdlisis se presenta en la
Figura 2, donde se evidencia que a la temperatura de
50°C produce la mayor cantidad de glucosa en 1000 ml
de sustrato. De ahi que, podemos decir que ha
temperaturas superiores e inferiores a la dptima, la
enzima produce menor cantidad de azlcares. También
podemos visualizar que la actividad enzimatica ocurre
rapidamente durante la primera hora de reaccion y

alcanza la méaxima actividad a las dos horas y media
aproximadamente, pasado este tiempo la formacion de
glucosa no ocurre, es decir ya no se da el rompimiento
de la molécula de CMC.

En la Figura 3, se observa que el pH de 5,3 se
consigue la mayor actividad relativa de las celulasas en
una hora de reaccion, verificandose que la hidrélisis de
la celulosa por accion de las celulasas se ve
influenciada por la concentracion de iones hidrogeno
del medio, debido a que se afecta el grado de
ionizacion de los aminoéacidos del complejo enzima-
sustrato [17]. A un pH menor a 5,3; la actividad de la
enzima disminuye, y por ende la formacion de glucosa
es baja, lo mismo ocurre a un pH superior.

La especificidad de la hidrolisis hace que las
celulasas actlen a condiciones bastante especificas u
Optimas de pH y temperatura, 53 y 50 °C
respectivamente. Por lo tanto, la efectividad y
reproducibilidad del tratamiento dependera
enormemente del control de estas dos variables. Por
este motivo es recomendable el uso de soluciones
tampdn, que modifican la fuerza iénica del medio para
una mejor hidrélisis [18].
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Figura 3. Actividad relativa de las Enzimas

Celulasas sobre sustrato carboximetil celulosa a
diferentes valores de pH en una hora de hidrolisis

3.4. Produccién de bioalcohol

Para probar la efectividad del extracto de enzimas
celulasas obtenidas, a los residuos secos del cultivo de
banano (pseudotallo, raquis y hojas) se les aplico a
estos residuos un pretratamiento quimico con
hidréxido de calcio a 90° C por 90 horas. El hidréxido
rompe estructura de la lignina, permitiendo la
accesibilidad a la celulosa.

Una vez que el material celulésico estuvo listo, es
decir, concluido el pretratamiento y ajustado el residuo
a pH 5,3, se adiciond el extracto de las enzimas
celulasas en una proporcion de 12 Ul/ g de residuos
seco. Seguidamente se incubd a 50°C por 48 horas, al
final de este tiempo se filtro y se obtuvo un liquido
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contenido de azlcares solubles, los que se les
concentrd hasta 6 °Brix. A los azlcares solubles se
agregd levadura y nutrientes para someterlos a una
fermentacidn alcoholica durante 9 dias.

El resumen de los resultados obtenidos se indica en
la Tabla 4, el mejor rendimiento de alcohol fue la
relacion de 26,71 ml de etanol por 100 g de residuo de
raquis. El raquis tiene la mayor proporcién de celulosa
en su composicion (49,52%) y mayor cantidad de fibra
bruta (53,90%) con respecto a los a hojas y
pseudotallo. El pseudotallo le sigue con respecto al
rendimiento de alcohol producido con 20,89 ml etanol
por 100 g de residuo y por Gltimo las hojas con 19,04
ml.

La alternativa de emplear residuos lignocelulésicos
en la produccion de etanol, constituye hoy dia una
posibilidad altamente prometedora por su amplia
disponibilidad en el mundo. La existencia en los
diversos paises iberoamericanos, de abundantes
recursos lignocelulésicos, justifica la dedicacion por
parte de estas naciones, de un esfuerzo importante al
desarrollo y adaptacion de tecnologias tendientes a la
utilizacion integral y racional de los mismos [19].

4. Conclusiones

Del analisis quimico de los residuos
lignocelul6sicos del cultivo del banano: hojas,
pseudotallo y raquis, se evidencié que la celulosa es la
fraccidon mayoritaria de la parte lignocelulésica.

Se obtuvo enzimas celulasas por fermentacion
solida de hongos comestibles Pleurotus ostreatus,
Pleurotus pulmonarius y Lenitnula edodes, utilizando
como sustrato los residuos del cultivo de banano,
siendo el mejor sustrato el pseudotallo que con la cepa
Lenitnula edodes (Shiitake) produjo un extracto
enzimatico con la maxima actividad enzimatica 8,14
Ul/ g de sustrato seco. Asi también se establecié que
la temperatura y pH 6ptimos de la enzima es de 50°C y
5,3 respectivamente.

El proceso de produccion de etanol celuldsico a
partir de biomasa lignocelulésica procedentes del
cultivo del banano, como: hojas, pseudotallo y raquis,
consta de cuatro pasos: (1) pretratamiento, por el que
se liberan las fibras celulésicas del duro envoltorio de
lignina de la biomasa vegetal, (2) sacarificacion
enzimética, por el que se disgregan las fibras

Tabla 4. Cantidad de etanol obtenido a partir de 100 g de residuos de banano

Volumen del
Peso de los liquido
residuos secos obtenido Sélidos - Relacién
sometidos al después de la solubles SOI'd(.)S Gfa_do volumen de
. - NLPRG L solubles finales | alcohdlico del
Tipo pretratamiento | hidrdlisis con iniciales del del liquido liquido etanol por 100
de y luego a la enzimas liquido a g de residuo
residuo hidrolisis celulasas y la fermentar fermentado fermentado Seco
enzimatica concentracion
a 6°Brix
g mi *Brix GL mi etan_ol/lOO g
residuo
Hojas 100 850 2 2,24 19,04
Pseudotallo 100 933 2,2 2,24 20,89
Raquis 100 822 2,2 3,25 26,71
celulésicas liberadas en azlcares simples, (3) factible aplicar el extracto enzimatico, el mismo que al

fermentacién de los azUcares, por el que los azlcares
simples se transforman en etanol por la accién de
microorganismos (normalmente levaduras), y (4)
destilacién, por la que se obtiene etanol de gran pureza
por separacién térmica del caldo de fermentacién.

Se determind que para la aplicacion de
concentrados enzimaticos en la tecnologia de
bioalcohol, es necesario realizar un pretratamiento, que
puede ser alcalino como el que se realizd en este
estudio con hidroxido de calcio a los residuos de
banano para poder modificar la envoltura protectora
alrededor de la celulosa compuesta por hemicelulosa y
la lignina, y asi permitir el acceso a la celulosa por
parte de las enzimas celulasas. En estas condiciones es

transformar la celulosa a azucares solubles y bajo la
accion de la levadura Saccharomyces cereviseae se
logro fermentar hasta obtenerse etanol, en una relacion
de 24,66 ml de etanol puro por 100g de raquis, siendo
este el mejor rendimiento de alcohol producido.

La obtencion de etanol a partir de los residuos de
banano puede ser una alternativa economica vy
ambiental para los bananeros del pais.

5. Recomendaciones

Se recomienda comparar otras técnicas de
pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica, aunque
la aplicacion de acidos diluidos o alcalis diluidos son
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tecnologias conocidas para el pretratamiento de
biomasa lignocelulésica, recientemente se han descrito
otras tecnologias tedricamente mas eficientes. Entre
estas tecnologias estdn los pre tratamientos de
«explosion por vapor» y «explosion de fibras por
amoniaco» (AFEX, por sus siglas en inglés), entre
otras.

Examinar la estabilidad de las celulasas obtenidas,
con el proposito de estudiar la actividad enzimatica en
relacién al tiempo de almacenamiento del medio que
contiene la enzima.

Se recomienda investigar la obtencion de enzimas
celulasas a partir del hongo Trichoderma reesei
utilizando como sustrato el pseudotallo de banano
(Musa cavendish).
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