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RESUMEN

Las enzimas fibroliticas estan relacionadas a la alimentacion, textiles, papel, asi como
también, son empleadas para fines de investigacion en torno a mejorar la digestibilidad de
la fibra proveniente de los subproductos agricolas e industriales mediante procesos
bioldgicos donde la adiciéon de enzimas fibroliticas se presenta como alternativa para el
aprovechamiento de nutrientes presentes en estos productos. El objetivo de este estudio fue
obtener extractos enzimaticos con actividad celulitica y lignolitica a partir del hongo
Pleurotus ostreatus cultivados en tuza de maiz, para lo cual se cultivd cepas de este hongo
fibrolitico en tuza de maiz hasta obtener su desarrollo y que degradara el sustrato, del cual
se procedid a extraer las enzimas presentes mediante un protocolo donde se evalué dos
parametros de extraccion: el pH (4.0, 4.8, 6.0 y 7.0) y la temperatura (40, 50 y 60 °C). Se
empled un disefio experimental completo al azar evaluandose 12 tratamientos resultante de
la combinacién de los pH de solucién buffer y la temperatura de extraccion. Los extractos
enzimaticos obtenidos fueron evaluados para determinar su pH, temperatura y absorbancia
a 470 nm mediante espectrofotometria. Para la evaluacion del pH se obtuvo que los
tratamientos T9 (pH 6.0 + 60°C) y T10 (pH 7.0 + 40°C) obtuvieron los mayores valores de
pH con 5.35 y 5.29 respectivamente; mientras que en la temperatura de los extractos
enzimaticos los tratamientos que presentaron mejores resultados fueron T2 (pH 4.0 +
50°C), T4 (4.80 + 40°C) y T6 (pH 4.8 + 60°C) con 24.8; 25.0 y 24.5 °C respectivamente,
por otro lado, la mayor actividad enzimatica fue obtenida con los tratamientos T9 (pH 6.0
+ 60°C) y T10 (pH 7.0 + 40°C) con valores de absorbancia de 0.903 y 0.889
respectivamente. Se determind que a mayor pH de extraccion las caracteristicas de las
enzimas obtenidas fueron superiores, asi como la actividad enzimética, no obstante la

temperatura de extraccién no ejercio efecto alguno.

Palabras clave: pH, Temperatura, espectrofotometria, celulasa.
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ABSTRACT

Fibrolytic enzymes are related to food, textiles, paper, as well as are used for research
purposes to improve the digestibility of fiber from agricultural and industrial by-products
through biological processes where the addition of fibrolytic enzymes is presented As an
alternative for the use of nutrients present in these products. The objective of this study
was to obtain enzymatic extracts with cellulite and lignolytic activity from the Pleurotus
ostreatus fungus cultivated in maize tui, for which strains of this fibrolytic fungus were
cultivated in maize tuna until its development and that degraded the substrate, From which
the enzymes were extracted by a protocol where two extraction parameters were evaluated:
pH (4.0, 4.8, 6.0 and 7.0) and temperature (40, 50 and 60 ° C). A complete randomized
experimental design was used to evaluate 12 treatments resulting from the combination of
buffer pH and extraction temperature. The enzymatic extracts obtained were evaluated to
determine their pH, temperature and absorbance at 470 nm by spectrophotometry. For pH
evaluation, T9 (pH 6.0 + 60 ° C) and T10 (pH 7.0 + 40 ° C) obtained the highest pH values
with 5.35 and 5.29 respectively; Whereas in the temperature of the enzymatic extracts the
treatments that presented better results were T2 (pH 4.0 + 50 ° C), T4 (4.80 + 40 ° C) and
T6 (pH 4.8 + 60 ° C) with 24.8; 25.0 and 24.5 ° C respectively. On the other hand, the
highest enzymatic activity was obtained with T9 (pH 6.0 + 60 ° C) and T10 (pH 7.0 +40 °
C) treatments with absorbance values of 0.903 and 0.889 respectively. It was determined
that at higher extraction pH the characteristics of the enzymes obtained were higher, as

well as the enzymatic activity, however the extraction temperature had no effect.

Key words: pH, Temperature, spectrophotometry, cellulase.
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Resumen:

Resumen.- Las enzimas fibroliticas estdn relacionadas a la
alimentacion, textiles, papel, asi como también, son empleadas para
fines de investigacion en torno a mejorar la digestibilidad de la fibra
proveniente de los subproductos agricolas e industriales mediante
procesos bioldgicos donde la adicion de enzimas fibroliticas se
presenta como alternativa para el aprovechamiento de nutrientes
presentes en estos productos. El objetivo de este estudio fue obtener
extractos enzimaticos con actividad celulitica y lignolitica a partir
del hongo Pleurotus ostreatus cultivados en tuza de maiz, para lo
cual se cultivo cepas de este hongo fibrolitico en tuza de maiz hasta
obtener su desarrollo y que degradara el sustrato, del cual se
procedié a extraer las enzimas presentes mediante un protocolo
donde se evalud dos parametros de extraccion: el pH (4.0, 4.8,6.0 y
7.0) y la temperatura (40, 50 y 60 °C). Se empled un disefio
experimental completo al azar evaludndose 12 tratamientos
resultante de la combinacién de los pH de solucion buffer y la
temperatura de extraccion. Los extractos enzimaticos obtenidos
fueron evaluados para determinar su pH, temperatura y absorbancia
a 470 nm mediante espectrofotometria. Para la evaluacion del pH se
obtuvo que los tratamientos T9 (pH 6.0 + 60°C) y T10 (pH 7.0 +
40°C) obtuvieron los mayores valores de pH con 5.35 y 5.29
respectivamente; mientras que en la temperatura de los extractos
enzimaticos los tratamientos que presentaron mejores resultados
fueron T2 (pH 4.0 + 50°C), T4 (4.80 + 40°C) y T6 (pH 4.8 + 60°C)

con 24.8; 25.0 y 24.5 °C respectivamente, por otro lado, la mayor

Xiv



actividad enzimaética fue obtenida con los tratamientos T9 (pH 6.0 +
60°C) y T10 (pH 7.0 + 40°C) con valores de absorbancia de 0.903 y
0.889 respectivamente. Se determin6 que a mayor pH de extraccion
las caracteristicas de las enzimas obtenidas fueron superiores, asi
como la actividad enzimatica, no obstante, la temperatura de
extraccion no ejercio efecto alguno.

Abstract.- Fibrolytic enzymes are related to food, textiles, paper, as
well as are used for research purposes to improve the digestibility of
fiber from agricultural and industrial by-products through biological
processes where the addition of fibrolytic enzymes is presented As
an alternative for the use of nutrients present in these products. The
objective of this study was to obtain enzymatic extracts with
cellulite and lignolytic activity from the Pleurotus ostreatus fungus
cultivated in maize tui, for which strains of this fibrolytic fungus
were cultivated in maize tuna until its development and that
degraded the substrate, From which the enzymes were extracted by
a protocol where two extraction parameters were evaluated: pH
(4.0, 4.8, 6.0 and 7.0) and temperature (40, 50 and 60 ° C). A
complete randomized experimental design was used to evaluate 12
treatments resulting from the combination of buffer pH and
extraction temperature. The enzymatic extracts obtained were
evaluated to determine their pH, temperature and absorbance at 470
nm by spectrophotometry. For pH evaluation, T9 (pH 6.0 + 60 ° C)
and T10 (pH 7.0 + 40 ° C) obtained the highest pH values with 5.35
and 5.29 respectively; Whereas in the temperature of the enzymatic
extracts the treatments that presented better results were T2 (pH 4.0
+50°C), T4 (480 +40°C)and T6 (pH 4.8 + 60 ° C) with 24.8;
25.0 and 24.5 ° C respectively. On the other hand, the highest
enzymatic activity was obtained with T9 (pH 6.0 + 60 ° C) and T10
(pH 7.0 + 40 ° C) treatments with absorbance values of 0.903 and
0.889 respectively. It was determined that at higher extraction pH
the characteristics of the enzymes obtained were higher, as well as

the enzymatic activity, however the extraction temperature had no

XV



effect.

Descripcion:

68 hojas + CD ROM

URI

XVi




Introduccién

Los residuos y subproductos de los procesos agricolas e industriales, poseen como
caracteristica importante un alto contenido de componentes fibrosos de dificil
degradabilidad, como la lignina celulosa y hemicelulosa, por lo que son considerados
lignocelulosicos, ideales para ser empleados como sustratos en la fermentacion, en medio
solido, de diferentes variedades hongo comestibles, como se presenta los hongos del
género Pleurotus, conformados por hongos de pudricion blanca que degradan estos
compuestos fibrosos (1).

La produccion de enzimas extracelulares a partir de hongos filamentosos ha sido
desarrollada extensivamente en el campo de la biotecnologia, a través del uso de
metodologias como la fermentacion sumergida y fermentacion en sustrato solido,
presentandose esta Ultima como una alternativa mas idénea para la produccién de enzimas
fibroliticas, debido a las caracteristicas fisioldgicas y morfologicas propias de los hongos

filamentosos (2).

Los hongos comestibles como el Pleurotus ostreatus son degradadores eficientes de
lignina y celulosa ya que producen durante su crecimiento enzimas lignoceluloliticas. Por
lo tanto, el empleo de desechos agroindustriales como sustrato solido para el crecimiento
del hongo permitiria no solamente obtener un alimento como es el hongo comestible sino
también extractos enzimaticos celuloliticos y ligninoliticos del material fermentado

residual, lo que daria un gran valor agregado a los desechos agroindustriales (1).

Las enzimas, también conocidas como catalizadores biologicos son macromoléculas de
origen proteico que estan implicadas en numerosas transformaciones quimicas. Las
principales caracteristicas que diferencian a las enzimas de otros catalizadores son la
reduccion de la energia de activacion necesaria para llegar hasta el final de una reaccion, su

especificidad y la capacidad de regular la catalisis por diversos compuestos naturales (3).

La accion de enzimas hidroliticas sobre las paredes celulares, puede provocar una mejora
en la extraccion de compuestos fenolicos con actividad antioxidante, el uso de celulasas y

pectinasas mejora la extraccion de polifenoles, asi como también se ha determinado que el



tratamiento enzimatico en la extraccion de aceite de semillas, afecta el contenido de
compuestos fendlicos en los extractos obtenidos desde la harina desgrasada residual, el que
dependiendo de las condiciones de extraccion puede aumentar en hasta cuatro veces en

comparacion con el control sin enzima (4).

La mezcla de diferentes enzimas liberadas de un extracto crudo, que contiene varios
reordenamientos del material de partida y el producto en particular, hacen que la accién de
la enzima se vea afectada. La purificacion de la enzima asegura que un solo tipo de enzima
dirige la conversion de una sustancia A a B; de esta forma, se puede aprender, como la

enzima hace su trabajo (5).



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

Las celulasas y enzimas relacionadas se usan en industrias de alimentos, textiles, de pulpa
y papel asi como también, son empleadas para fines de investigacion. Los trabajos sobre
este campo se ven incentivados por la demanda cada vez mas creciente de enzimas con

actividad lignocelulosica (1).

El aumento considerable de los residuos provenientes de las actividades agricolas e
industriales de alimentos genera un problema escala mundial, debido a la inadecuada
disposicion de los subproductos de origen organico, lo que acarrea una serie de problemas
de indole ambiental, pues estos residuos durante su proceso de descomposicion liberan al
ambiente considerables cantidades de gas metano lo que contribuye al calentamiento

global.

La problematica del tema gira en torno a mejorar la digestibilidad de la fibra proveniente
de los subproductos agricolas e industriales a través de procesos bioldgicos, por lo cual, la
adicion de enzimas fibroliticas se presenta como alternativa para el aprovechamiento de
nutrientes presentes en estos productos, ya que como resultado de su accion fibrolitica

puede llegar a aumentar la digestibilidad de los subproductos (6).

Diagnostico.

La aplicacion de extractos enzimaticos en tratamientos biotecnoldgicos resulta factible si
su produccion se incrementa y los precios de obtencion decrecen al obtener una
metodologia de extraccion menos compleja, es asi que, para lograr estos objetivos, la
utilizacion de desechos lignocelul6sicos se presenta como una opcién que, ademas puede
abaratar la produccién, incrementar el rendimiento debido a la presencia de inductores

naturales y carbohidratos solubles.



Causas

e El aumento desmesurado de los subproductos organicos en las explotaciones agricolas.

e La baja degradabilidad de la fibra presentes en los alimentos.

Efectos

e Considerable aumento en la contaminacién ambiental, por los gases producidos durante

el proceso de descomposicion de estos subproductos.

e Trastornos digestivos de los animales que provocan una baja produccion.

1.1.2. Formulacion del problema.

El problema central en cual se fundamenta esta investigacion, se desarrolla en base a
mejorar la digestibilidad de las fracciones fibrosas, componente primordial de las materias
primas para la elaboracion de alimentos balanceados; la cual representa una limitante al
tener una degradabilidad baja por tener en sus compuestos celulosa y lignina. Para

responder a este problema se plantea la siguiente interrogante:
¢Resulta posible la extraccion de enzimas con actividad celulitica y lignolitica a partir del

cultivo del hongo Pleurotus ostreatus en la tuza del maiz para utilizarlo en la degradacion

de otros materiales lignoceluldsicos?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

¢La variacion de temperatura y pH de la solucion buffer durante el proceso de extraccion,

modificaran el pH de los extractos obtenidos?

¢La variacion de temperatura y pH de la solucion buffer durante el proceso de extraccion,

modificarén la temperatura de los extractos obtenidos?



¢Las actividades cataliticas se veran afectadas por la variacion de pH y temperatura en el
proceso de extraccion?

1.2. Objetivos.

1.2.1. Objetivo general.

Obtener extractos enzimaticos con actividad celulitica y lignolitica a partir del hongo
Pleurotus ostreatus cultivados en tuza de maiz para utilizarlo en la degradacion de otros

materiales lignocelulésicos.

1.2.2. Objetivos especificos

e Evaluar el pH de los extractos enzimaticos obtenidos a partir del hongo Pleurotus

ostreatus cultivados en tuza de maiz.

e Determinar la temperatura de los extractos enzimaticos obtenidos a partir del hongo

Pleurotus ostreatus cultivados en tuza de maiz.

e Obtener la absorbancia de los extractos enzimaticos y relacionarla con la actividad

enzimatica.

1.3. Justificacion.

Los estudios realizados sobre la estructura de la pared celular de las plantas, ha hecho
evidente que elementos propios de su caracter organizacional determinan la naturaleza de
los procesos de biodegradacién de dichas barreras fisicas en el material vegetal, donde el
mas importante de estos factores lo constituye la distribucion del tamafio de los polimeros
individuales, que contribuyen a la estructura de la pared celular. La medicién directa ha
demostrado que la mayoria de estos espacios 0 poros tienen un didmetro de 2 a 4 nm y su
composicién cambia muy poco durante su degradacién, por lo cual, estas dimensiones no
son suficientes para permitir la difusion libre por dentro de la pared de enzimas globulares

con masas mayores de 20 KDa (7).



Los desechos agroindustriales fibrosos poseen caracteristicas nutricionales que pueden ser
aprovechadas siempre y cuando la barrera fibrosa sea degradada, razon por la cual estos
residuos son empleados como sustratos en la produccién de enzimas mediante la
biodegradacion por parte de hongos de la pudricion blanca como el Pleurotus ostreatus,
estas enzimas presentes en el sustrato degradado son de interés industrial y se convierte en
una alternativa extremadamente atractiva debido a la presencia en estos compuestos de
grandes cantidades de celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina, los cuales sirven como

inductores para la sintesis de enzimas hidroliticas.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.

2.1.1. Catalizador.

Un catalizador propiamente dicho es una sustancia que esta presente en una reaccion
quimica en contacto fisico con los reactivos, y acelera, induce o propicia dicha reaccion sin

actuar en la misma (8).

2.1.2. Celulosa.

La Celulosa es la principal componente de las paredes celulares de los arboles y otras
plantas. Es una fibra vegetal que al ser observada en el microscopio es similar a un cabello

humano, cuya longitud y espesor varia segun el tipo de arbol o planta (9).

2.1.3. Espectrofotometro.

Un espectrofotometro es un instrumento usado en el andlisis quimico que sirve para medir,
en funcion de la longitud de onda, la relacién entre valores de una misma magnitud
fotométrica relativos a dos haces de radiaciones y la concentracion o reacciones quimicas

que se miden en una muestra. (10).

2.1.4. Hidrolisis.

Descomposicion de sustancias complejas organicas e inorganicas en otras mas sencillas

por accion del agua (11).

2.1.5. Lignina.

La lignina es un polimero de naturaleza aromatica con alto peso molecuar que tiene como
base estructural unidades de fenil-propano y probablemente esta ligada a los polisacaridos

(poliosas) de la madera (12).



2.1.6. Sinergia.

Procede de un vocablo griego que significa “cooperacion”. El concepto es utilizado para
nombrar a la accién de dos o mas causas que generan un efecto superior al que se

conseguiria con la suma de los efectos individuales (13).

2.2. Marco referencial.

Se han establecido investigaciones donde se logrd extraer contenido enzimatico a partir de
la degradacién microbiana de sustratos fibrosos como el caso del olote de maiz
desgranado, el cual se halla formado por un tejido esponjoso y blanco que representa la
médula donde se almacenan las reservas alimenticias del cereal, estd compuesto en base
seca por celulosa (45 %), hemicelulosa (35 %) y lignina (15 %), de los cuales la
hemicelulosa se compone mayoritariamente por xilano de olote (28-35 % base seca) uno
de los heteroxilanos complejos que contiene residuos de Xilosa con enlaces -1.4. El xilano
de olote de maiz se compone principalmente de xilosa (48-54 %), arabinosa (33-35 %),
galactosa (5-11 %) y acido glucuronico (3-6 %), caracteristicas que le confieren al olote la
posibilidad de ser empleado como sustrato en la produccion de la enzima xilanasa. El
empleo de técnicas amigables con el medio ambiente en los procesos de manufactura ha
requerido del uso de enzimas que degraden o ayuden a degradar la hemicelulosa presente
en material vegetal, tal es el caso de la industria de la pulpa y el papel, que con el empleo
de xilanasas reducen el uso de sustancias cloradas, debido a las propiedades blanqueadoras
de éstas enzimas, demostrando su efectividad empleando bajos volimenes y su medicion
de actividad enzimatica mediante un método preciso y de bajo costo, le ha conferido a la
xilanasa el uso en los procesos de clarificacion de jugos y vinos, licuefaccion de mucilago
de café; extraccion de saborizantes, pigmentos, aceites de plantas y semillas; maceracion
de materia vegetal; acondicionamiento de piensos para aves y cerdos, en la industria de la

panificacion, bioetanol, xilitol y como integradores tiempo-temperatura (14).

Otras investigaciones presentan un estudio para obtener Bioetanol de sorgo, como
respuesta a la necesidad de estudiar otras materias primas para la obtencién de alcohol por
via fermentativa, que no son las tradicionales, en las cuales, como principal agente en la

sacarificacion se emplea el sorgo UDG-110 malteado. Los experimentos se realizaron
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teniendo en cuenta diferentes variables combinadas, utilizando para la etapa de
sacarificacion acido, malta de sorgo, malta de cebada y enzima amilasa, demostrandose
que la malta de sorgo y la malta de cebada tienen un efecto similar por lo que una puede
ser sustituida por la otra. También, se aprecia como la combinacion de la enzima amilasa
con la malta de sorgo, aumenta los resultados en todos los pardmetros de calidad medidos,
pero debe estar en los niveles méas bajos estudiados. El residuo del proceso después de un
tratamiento sencillo, tiene las caracteristicas necesarias para ser considerado como
alimento animal, pues los niveles de proteinas, y minerales, estan dentro de los parametros

establecidos para estos productos (15).

Sin embargo, el empleo de hongos lignoceluldsicos para obtener extractos acuosos se ha
vuelto una practica muy comun, puesto que existen investigaciones donde Se determinaron
las actividades enzimaticas de la celulasa, ligninoperoxidasa y manganeso peroxidasa en
los extractos obtenidos del aserrin tropical en el que creci6 el hongo Lentinus edodes con el
objetivo de determinar los periodos de mayor generacion de las mismas. Los extractos
presentaron mayor actividad enzimatica celulolitica, mientras que, la mayor produccién de
actividad enzimaética celulolitica se presentd en el dia de la primera cosecha, la actividad
manganeso peroxidésica mayor se dio en los periodos de induccion, no obstante, no se
reportaron valores de actividad lignino peroxidasica representativos. Se almacenaron los
extractos a temperaturas: ambiente, 3 °C y -14 °C, para determinar estabilidad, la cual se

obtuvo con mayor estabilidad al someterse a congelacion (16).

Hongos del género Pleurotus también han sido empleados durante estos procesos de
extraccion enzimatica, lo demuestran investigaciones donde se determinaron los dias de
maxima generacion de tres las actividades enzimaticas celulolitica, manganeso
peroxidasica y lignino peroxidasica en los extractos obtenidos durante la fermentacion en
rastrojo de maiz de las cepas 404 y 2171 del hongo comestible Pleurotus ostreatus. La
actividad enzimaética fue determinada espectrofotométricamente, obteniendo que la mayor
actividad enzimatica obtenida fue la celulolitica, seguida de la manganeso peroxidasica; no
se obtuvo actividad lignino peroxidasica. La actividad celulolitica tuvo sus maximos
valores en los dias de la cosecha del hongo comestible, la actividad manganeso
peroxidasica presentd sus maximos valores en el periodo de desarrollo del micelio. La cepa

de Pleurotus ostreatus 2171 presentd mayor actividad enzimatica (1).
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2.2.1. Naturaleza de las enzimas.

Las enzimas son consideradas como los catalizadores de la vida, puesto que la mayoria de
las reacciones del metabolismo celular requieren ser catalizadas por estas sustancias, por lo
que en sistemas bioldgicos se les da el titulo de biocatalizadores, son notables dispositivos
moleculares que determinan los patrones de la quimica de las transformaciones, también

permiten mediar la transformacién de una forma de energia en otra (17).

El punto mas caracteristico de las enzimas es su poder catalitico y su especialidad, debido a
su composicion quimica los aminoacidos que las forman se unen covalentemente mediante
un enlace peptidico formado entre el &tomo de carbono del carboxilo de un aminoacido y
el &omo de nitrogeno del grupo a-amino del siguiente, puesto que, de acuerdo con la
naturaleza del grupo R, los aminoacidos pueden ser polares o no polares y su distribucién a
lo largo de la proteina determina su comportamiento y sitio de accién, lo que en catalisis

tiene lugar en un sitio determinado de la enzima llamado sitio activo (17).

Las enzimas son importantes proteinas cuya funcidon es acelerar la velocidad de las
reacciones quimicas que se producen en el organismo y gque son necesarias para mantener

su actividad biologica, lo cual realizan al disminuir la energia de activacion (18).

En la mayoria de los métodos de extraccion enzimatica se involucra el control del pH
utilizando soluciones buffer y para la solubilizacion de las membranas celulares y el
fraccionamiento de las proteinas, mientras que, para lograr la separacion se emplean
surfactantes no iénicos, ya que durante los procesos de destruccion de los tejidos vegetales
la enzima puede disminuir su actividad o llegar a perderla y para evitar esto hay que
disefiar estrategias de extraccion con el fin de proteger la actividad como trabajar a bajas
temperaturas, evitar el contacto directo del material de extraccion con los dedos mediante
el uso de guantes, centrifugar a bajas temperaturas el tiempo necesario y controlar las

fuerzas desarrolladas por la centrifuga (5).
Entre las aplicaciones més exitosas de las enzimas se encuentran aquellas que se consiguen
con sus formas inmovilizadas, esto se debe a las ventajas que confiere la inmovilizacion,

entre las cuales estan la posibilidad de recuperar la enzima del medio de reaccion, la
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obtencion de un producto no contaminado con la enzima, y el incremento de la estabilidad

operacional del biocatalizador (19).

2.2.1.1. Estructura de las enzimas.

Como toda proteina, las enzimas estan formadas por una gran cantidad de amino&cidos,
que cumplen funciones diferenciadas, entre éstos tenemos los no esenciales, estructurales,

de union y cataliticos.

e Los aminoacidos no esenciales pueden ser reemplazados, y en algunos casos eliminados

sin una pérdida significativa en la funcién o conformacion de una enzima.

e Los aminodcidos estructurales son vitales para la conformacién de la enzima, forman su

“esqueleto”.

e Los aminoacidos de union participan en la asociacion entre la enzima y el sustrato.

¢ Los aminodcidos cataliticos participan activamente en la transformacion del sustrato.

La estructura de una enzima puede explicarse en funcion de los residuos de estos cuatro
tipos de aminoacidos, los residuos estructurales, de unién y cataliticos pueden considerarse
esenciales y cualquier modificacion de éstos disminuye la actividad enzimatica. Si el
residuo es particularmente crucial, como en el caso de un residuo clave en la unién o
cualquier residuo catalitico, resulta una pérdida total de la actividad. El sitio donde se
encuentra el conjunto de amino&cidos de union y cataliticos se denomina centro activo de
la enzima, un lugar estratégico donde, por medio de uniones intermoleculares, la enzima

atrae al sustrato en una orientacion tal que encajan correctamente (18).

Aunque las estructuras primarias de casi todas las proteinas intracelulares estan
constituidas por cadenas polipeptidicas lineales, muchas proteinas extracelulares contienen
enlaces cruzados covalentes -S-S- al tener dos restos de cisteina unidos por sus tioles. Esto
produce, bien la formacién de bucles en la cadena polipeptidica principal debido a enlaces

intracatenarios o bien la unién de diferentes cadenas (20).
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2.2.2. Enzimas fibroliticas.

Algunas enzimas poseen propiedades funcionales muy interesantes que permiten su
utilizacion practica en diversos campos de las industrias agroquimica, farmaceutica, de
detergentes y alimentaria, asi como en quimica fina, entre las aplicaciones méas importantes
de estas moléculas se destacan la resolucion de mezclas racémicas, obtencion de

compuestos opticamente puros y la bioconversion de principios activos (19).

Ciertos tipos de hongos como Trametes sp. EUM1 y P. ostreatus IE8 producen enzimas
fibroliticas, las cuales podrian ser utilizadas como aditivos en la alimentacion de los
rumiantes, por ello se plante6 como objetivo evaluar el efecto del sustrato, el nivel de
proteina y el tiempo de contacto de la enzima con el sustrato sobre la degradacion en el
liguido ruminal de las enzimas producidas por estos hongos y de las presentes en un

producto comercial (21).

Las enzimas celuloliticas son producidas por diferentes microorganismos, bacterias y
hongos, incluyendo aerobios, anaerobios, mesofilos, termofilos y extramesofilos. Las
bacterias y hongos aerdébicos producen generalmente celulasas extracelulares. Dentro de
los principales hongos mesdéfilos aerébicos encontramos Trichoderma viride, T. reesei, T.
koningii, Penicillium pinophilum, Sporotrichum pulverulentum, Fusarium solani,
Talaromyces emersonii Las bacterias anaerobicas Clostridium thermocellum, C.
cellulovorans, Ruminococcus albus, R. flavsfaciens, Fibrobacter succinogenes vy
Acetivibrio cellulolyticus y hongos anaerdbicos Neocallimastic frontalis, N. patriciarum y

Piromyces equi producen celulasas en la forma de complejos multienzimaticos (7).

La hidrolisis del sustrato lignocelulésico depende de las caracteristicas de las enzimas,
incluyendo factores como: absorcion de la enzima dentro de la biomasa previa la reaccion,
competitividad o no competitividad con los productos finales inhibitorios, sinergia entre
los componentes de varias enzimas. Limitaciones de transferencia de masa que afecta el
transporte de la enzima sobre el sustrato. La hidrélisis enzimatica también depende de la
composicion del sustrato, como la distribucion de la lignina, presencia de otros compuestos

tales como hemicelulosa, proteinas y grasas, tamario de la particula y cristalizacion (7).
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2.2.2.1. Celulasas.

La celulosa es un polimero lineal compuesto de cadenas largas de moléculas de D-glucosa
unidas por enlaces B 1-4, con un alto grado de polimerizacién (10,000 unidades), con
regiones amorfas (no cristalinas y facilmente hidrolizables) y altamente cristalinas que lo

hacen altamente resistente a la hidrolisis y conversion a azlcares fermentables.

Las celulasas son producidas principalmente por hongos aerobicos tales como
Trichoderma reesei, Trichoderma viride, Fusarium solani, etc., y bacterias mesofilicas
como Cellulomonas sp., Clostridium thermocellum, etc. Su accién implica una operacion
secuencial y sinergista de un grupo de enzimas que incluye: endoglucanasas (endo-p-1,4-
glucanasa (Cx), 1,4-B-D-glucan glucanohidrolasa E.C.3.2.1.4), exoglucanasas
(celobiohidrolasas,  exo-B-1,4-glucanasa  (Cl1), 1,4-B-D-glucan  celobiohidrolasa
E.C3.2.191) y pB-glucosidasas (celobiasa (Cb), B-D-glucésido glucohidrolasa
E.C.3.2.1.21), las cuales actuan para obtener una solucion de azlcares fermentables que

contiene principalmente glucosa.

2.2.2.2. Hemicelulasas.

Las hemicelulosas son polisacaridos que, excluyendo la celulosa, constituyen las paredes
celulares de las plantas y se pueden extraer con soluciones alcalinas diluidas, formando
aproximadamente una tercera parte de los carbohidratos en las partes maderosas de las
plantas y su estructura quimica consiste en cadenas largas con una gran variedad de
pentosas, hexosas, y sus correspondientes acidos uronicos. Las hemicelulosas se
encuentran en frutas, tallos de plantas, y las cascaras de granos y aunque no son digeribles,

pueden ser fermentadas por levaduras y bacterias (22).

Las enzimas que degradan hemicelulosa se nombran segun el sustrato sobre el que actlan,
por ejemplo, mananasas, xilanasas, etc., dentro de este contexto, el mas abundante es el
xilano, por ello las xilanasas constituyen el grupo enzimatico mas abundante y estudiado
entre las hemicelulasas, debido a que la hidrdlisis de estas complejas moléculas requiere la
interaccién de numerosas enzimas que corten la cadena principal y también las cadenas

laterales dando como producto final la xilosa (23).
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Dentro de cada uno de los grupos de enzimas que se requieren para la completa hidrolisis
del xilano, existen formas isoenzimaticas con especificidades, que a veces se traslapan,
producidas por un determinado organismo, aparentemente por la variedad de la estructura

de los heteroxilanos en la naturaleza (24).

2.2.2.3. Ligninasas.

Dada la heterogeneidad de la molécula de lignina y su gran tamafo, los sistemas
enzimaticos involucrados en su degradaciéon deben ser extracelulares y no especificos,
resultando en una despolimerizacion parcial, donde las roturas de las cadenas ocurren sin
estereoespecificidad, provocandose mecanismos oxidativos que producen radicales libres
que pueden reaccionar entre si volviendo a polimerizarse. Hasta el momento se han
descrito tres enzimas ligninoliticas que se hayan distribuidas ampliamente entre los hongos
causantes de la pudricién blanca: la lignino-peroxidasa (LiP), manganeso-peroxidasa
(MnP) y la lacasa (23).

2.2.3. Uso de las enzimas fibroliticas en la degradacion de fibra.

El uso de enzimas como una estrategia para mejorar la utilizacion de los alimentos y, en
particular, de materiales fibrosos pueden ser utilizados para el tratamiento de forraje o
incluidas como suplemento en la racion. En el rumen, las enzimas pueden ser degradadas
por las proteasas microbianas, sin embargo, algunos estudios indican que las enzimas
parecen ser estables en el rumen y complementar la actividad fibrolitica microbiana
ruminal o incrementarla. La formacién del complejo enzima-sustrato puede ser importante
en la estabilidad de las enzimas, en el liquido ruminal y el contacto previo de la enzima con

el sustrato aparentemente favorece el efecto benéfico de la enzima (21).

Las dietas suplementadas con celulasas pueden mejorar la utilizacion del forraje y el
desarrollo animal por incremento en la degradacion de la fibra (7). Las celulasas y
xilanasas son enzimas hidroliticas que participan en el rompimiento de los enlaces
glicosidicos R-1,4 presentes en los polisacaridos de la celulosa y hemicelulosa,
respectivamente. El interés por las celulasas empezé alrededor de los afios 50 debido a su

enorme potencial para convertir la lignocelulosa en glucosa y azlcares solubles, debido a
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que la lignocelulosa es la fuente de energia renovable més abundante de la tierra y se
encuentra formada por tres componentes principales que son celulosa, hemicelulosa y

lignina, posee un bajo contenido en cenizas, proteinas, grasas y ceras (25).

En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios para evaluar diferentes enzimas
fibroliticas como aditivos para mejorar el valor nutritivo de forrajes, pero la mayoria de
ellos han utilizado forrajes de elevada calidad y apenas existen estudios con forrajes de
baja calidad. Por otra parte, los resultados han sido muy variables, ya que la efectividad de
las enzimas se ve afectada por numerosos factores, siendo el tipo de forraje y el método de
aplicacion de las enzimas dos de los mas importantes (26).

El tratamiento de forrajes con enzimas fibroliticas exdgenas o su inclusiébn como
suplemento de la racién se ha convertido en una estrategia para el mejoramiento de los
alimentos para el ganado, siendo estas enzimas extraidas a nivel de laboratorio
principalmente obtenidas de extractos de fermentacion de hongos aerdbicos, como el caso
de los generos Pleurotus y Trametes, los cuales tienen la habilidad de degradar fibra al

producir diferentes compuestos enzimaticos lignocelul6ticos (27).

2.2.3.1. Hidrolisis enzimética.

Las enzimas fibroliticas que han sido aisladas de cultivos de hongos y bacterias y han
mostrado efectos positivos al adicionarse durante el proceso de ensilaje de algunos
forrajes, puesto que, estas enzimas aplicadas a los forrajes antes de una incubacién in vitro
mejoraron la digestion de la materia seca y la fibra detergente neutra, sugiriendo que la
adicion directa de éstas al alimento puede mejorar la utilizacion del mismo, ademas, una

mezcla de enzimas puede ser mas efectiva que una enzima trabajando por si sola (28).

Las moléculas de lignocelulosa son altamente resistentes a la hidrdlisis enzimatica, debido
a que la celulosa, hemicelulosa y lignina, principales componentes de la fibra vegetal, estan
unidos entre si por enlaces covalentes, puentes intermoleculares y fuerzas de Van der
Waals, lo que confiere resistencia e insolubilidad a la celulosa cristalina, disminuyendo la
adsorcion de las celulasas en el sustrato, mientras que para que sea eficaz la hidrdlisis
enzimatica, se requiere realizar un pretratamiento que desintegre la matriz lignocelul6sica,

reduzca la cristalinidad de la celulosa y aumente la proporcion de celulosa amorfa (29).
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En fisicoquimica, las fuerzas de Van der Waals o interacciones de Van der Waals, son las
fuerzas atractivas o repulsivas entre moléculas (o entre partes de una misma molécula)
distintas a aquellas debidas a un enlace intramolecular (enlace idnico, metalico y covalente
de tipo reticular) o a la interaccion electrostatica de iones con otros o con moléculas

neutras (30). Este término incluye:

e Fuerza entre dos dipolos permanentes si las interacciones son entre moléculas que estan
polarizadas de manera permanente (por ejemplo, las moléculas de agua que atraen otras

moléculas de agua u otras moléculas polares), se conocen como fuerzas de Keesom.

e Fuerza entre un dipolo permanente y un dipolo inducido cuando un dipolo inducido
(esto es, un dipolo que se induce en un atomo o una molécula que de otra manera seria
no polar) interactia con una molécula que tiene un momento dipolar permanente, esta
interaccion se conoce como fuerza de Debye, como por ejemplo de esta interaccion

serian las fuerzas entre las moléculas de agua y las de tetracloruro de carbono.

e Fuerza entre dos dipolos inducidos instantdneamente. Si las interacciones son entre dos
dipolos que estan inducidos en los &tomos o moléculas, se conocen como fuerzas de

London (por ejemplo, el tetracloruro de carbono).

Otro fin es el de eliminar o remover lignina con el objetivo de tener mayor acceso a las
moléculas a hidrolizar y aumentar asi el rendimiento de azlcares fermentables, ya que
actualmente el pretratamiento y la hidrdlisis de celulosa se realizan con catalizadores
quimicos y bioldgicos, ya que para aumentar la susceptibilidad de la celulosa a la
hidrolisis, los catalizadores quimicos (acidos, bases u oxidativos) se combinan con
métodos térmicos en condiciones fuertes de reaccion por lo que se consume gran cantidad
de energia y frecuentemente se forman compuestos toxicos que pueden inhibir la
fermentacion subsecuente, por lo que son poco viables econdmicamente y de alto impacto
ambiental (29).
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2.2.4. Enzimas ligninoliticas.

Las enzimas ligninoliticas, al ser extracelulares, no hidroliticas y con una especificidad de
sustrato baja, son capaces de degradar la lignina y otros compuestos recalcitrantes con
estructuras similares a la de este biopolimero, puesto que, al ser la lignina la segunda
fuente méas abundante de carbono en el planeta se encuentra depositada, junto con la
celulosa y la hemicelulosa, en las paredes celulares de las plantas vasculares como un
polimero heterogéneo, amorfo y altamente ramificado, con enlaces covalentes aril-éter,

aril-aril y carbono-carbono y cuyo peso molecular esté entre 600 y 1 000 kDa (31).

La lignocelulosa es uno de los recursos bioenergéticos renovables méas abundantes en la
naturaleza, el cual se compone de celulosa, hemicelulosa y lignina, sin embargo, su
utilizacién como fuente de energia se ve limitada en el presente porque la lignina es dificil
de degradar y transformar a glucosa, teniendo en cuenta que el porcentaje en peso de los
residuos agroindustriales puede estar entre un 35% a 40%, el cual es una cantidad

considerable de residuos durante el procesamiento (32).

Las enzimas ligninoliticas han sido encontradas en plantas y animales; sin embargo, las
principales fuentes productoras son los microorganismos, los mismos que han sido
empleados en la produccion de enzimas debido a la relativa facilidad para controlar su
micro y macro ambiente y la posibilidad de una manipulacion genética si fuera necesario,
ademas, debido a la naturaleza aromatica y a la estructura tridimensional compleja de la
lignina, esta no puede ser oxidada por oxidoreductasas de bajo potencial redox, entonces,
existen algunos microorganismos que, con el fin de destruir a este biopolimero, secretan
enzimas especializadas, quienes adicionalmente, han creado mecanismos que facilitan la
accion enzimatica mediante la presencia de residuos cataliticos en la superficie de las

enzimas y el uso de mediadores redox (31).

2.2.4.1. Hongos degradadores de fibra.

Dentro de las alternativas para el aprovechamiento de alimentos fibrosos, esta su uso como
sustrato en el cultivo de los hongos basidiomicetos, el mismo que ofrece ventajas,

especificamente las especies del género Pleurotus, el cual destaca la posibilidad de
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cultivarlo en zonas tropicales y de utilizar una amplia gama de sustratos, pero debido a esta
diversidad de sustratos, la seleccion de cepas que se adapten a dichos sustratos proporciona
informacidn acerca de la adaptabilidad sapréfita de los hongos a ellos, donde la capacidad
de invadir diferentes sustratos se debe en gran medida a la produccion de enzimas

peroxidasas (33).

La produccién de hongos comestibles moviliza cientos de millones de dolares y miles de
puestos de trabajo en toda América, por lo cual, existe mucho por investigar y trabajar en
este campo, ya que su variedad de climas permite la aclimatacion de las multiples especies
de setas comestibles conocidas, puesto que, los principales factores que contribuyen a la
pérdida de calidad después de la recoleccion de los hongos comestibles son la
decoloracion, el desarrollo del carpoforos, la pérdida de peso y los cambios de textura y
sabor, estos pardmetros establecen los requerimientos de manejo poscosecha y las técnicas

necesarias para su conservacion, la cual puede ser mantenida pero no mejorada (34).

La biodegradacion de la fibra por parte de hongos basidiomicetos se considera un proceso
no especifico, oxidativo, el cual se lleva a cabo principalmente por la accion de tres tipos
diferentes de enzimas: manganeso peroxidasas (MnPs), lignino peroxidasas (LiPs), y

lacasa, conjunto de enzimas con alto poder degradativo (33).

Pleurotus ostreatus es un hongo de la pudricién blanca capaz de degradar muchos
compuestos xenobidticos y recalcitrantes debido a su capacidad para producir un sistema
de enzima no especifica capaz de catalizar la oxidacién de muchos tipos de compuestos
organicos que incluyen colorantes textiles. Investigaciones han determinado el perfil de
expresion de cinco genes de lacasa extraida de P. ostreatus desarrollado en medios con un
pH diferente en fermentacion sumergida, lo que permite indicar que el pH inicial del medio
de crecimiento es un factor importante para la regulacion de la expresion de genes de
lacasa que tienen un efecto sobre la actividad y sobre la cantidad de lacasa isoenzimas
producidas por P. ostreatus, expresion que estd condicionada a diversos factores de

transcripcion dependientes de fuente de carbono, fuente de nitrogeno y pH (35).

Una cuarta parte de todos los residuos de cereales desechados cada afio se podria utilizar
para producir hongos comestibles frescos, suficiente para el suministro diario de 250 g

hasta mas de cuatro millones de personas, por lo que hay un aumento muy significativo de
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setas y trufas de produccion en todo el mundo que, de acuerdo con analisis realizados, la
produccion mundial de alimentos rica en proteinas y nutrientes se han elevado
exponencialmente desde 1961, en este punto, Pleurotus ostreatus, también conocido como
el hongo ostra, es una de las setas mas ampliamente cultivadas, ya sea en climas calidos o

calientes, sin embargo, las técnicas de cultivo de hongos son en su mayoria empiricos (36).

2.2.5. Maiz.

El maiz es la planta méas domesticada y evolucionada del reino vegetal, debido a que ha
sido y continla siendo parte basica y fundamental de la alimentacion de grandes sectores
de la poblacion, sobre todo de la mayoria de paises latinoamericanos, no obstante, su
origen y evolucién sigue siendo un misterio ya que ha llegado a tiempos actuales altamente

evolucionado sin conocerse formas intermedias (37).

El maiz es una fuente importante de carbohidratos, el cual representa el 80% del peso
integro del grano, estos polisacéridos son de tipo estructural y de reserva, siendo los
primeros los que forman parte de las paredes del grano y la tuza, estos son la pectina,

hemiceulosa, celulosa y lignina (38).

Cada afio se genera una gran cantidad de residuos, provenientes de las cosechas de
productos utilizados en la alimentacion humana, como el arroz, maiz, trigo, café, frijol de
soya, azUcar y algoddn, que se estiman en 3736.05 millones de toneladas métricas (TM);
de las cuales 698.10 millones de TM, corresponden a residuos de la cosecha de arroz y
1729.92 millones de TM, a los residuos de la cosecha del maiz, residuos que representan
una materia prima apta para el cultivo de hongos para la alimentacion o para el
aprovechamiento de sus subproductos como son las enzimas empleadas en la degradacion

de los sustratos (39).

La industria de alimentos para humanos y animales genera una gran cantidad de
subproductos agroindustriales cuyo contenido de nutrientes los convierte en una opcion
para elaborar alimentos para especies pecuarias. Entre los subproductos agroindustriales

estan los residuos y pajas de algodon, cacahuate, arroz, cafia de azdcar, citricos, yuca, maiz
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y sorgo, sin embargo, los residuos lignoceluloliticos, producidos en grandes volumenes,

presentan un bajo contenido de proteina y uno alto de fibra (40).

Tabla 1. Composicién quimica en base seca de algunos residuos agroindustriales.

Residuo Proteina Celulosa Hemicelulosa Lignina
Paja de arroz 4.5 36.5 17.4 5.6
Rastrojo de maiz 6.4 31.8 21.7 7.9
Tuza de maiz 2.1 40.7 40.7 6.3
Rastrojo de sorgo 7.8 214 24.9 55
Rastrojo de soya 9.2 35.5 18.4 17.9
Bagazo de cafia 1.7 46.0 24.0 20.0

Fuente: (40).
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

La investigacion se realiz6 en toda su fase de campo en el Campus Experimental “La
Maria”, de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), la cual esta ubicada en el
canton Mocache, a la altura del Km 7 de la via Quevedo — EI Empalme, pr ovincia de Los
Rios, entre las coordenadas geograficas 01° 6° 20’ de latitud Sur y de 79° 29’ 23” de
longitud Oeste, a una altura de 75 msnm. Los andlisis bromatoldgicos se realizaron en el
laboratorio de Rumiologia, Metabolismo y Nutricion animal ubicado en el mismo campus.
En tabla 1 podemos observar las condiciones agroecolégicas de la zona de estudio.

Tabla 2. Condiciones agroecoldgicas de la zona de estudio.

Paradmetros Promedios
Temperatura promedio °C 21.90
Humedad relativa % 82.00
Heliofania Horas luz/afio 1041.1
Precipitacion mm/afio 3229.3
Zona ecoldgica Bosque Himedo Tropical (bh-T)
Topografia Ligeramente ondulada

Fuente: (41).

3.2. Tipo de investigacion.

El presente ensayo se desenvuelve bajo la linea de investigacion de la UTEQ, Desarrollo
de tecnologia para la transformacion de la materia prima agroindustrial. La investigacion
se estructura de una investigacién de campo que consiste en la propagacion del hongo
fibrolitico a nivel in vitro y posteriormente en fundas de polietileno sobre sustratos
compuesto de tuza de maiz, el mismo que en fase de laboratorio se procedio a extraer las

enzimas contenidas en el sustrato que fueron producidos por el hongo para su degradacion.
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3.2.1. Investigacion de campo.

La investigacion de campo inici6 con una fase previa en laboratorio donde se aislo y
propagod en cajas Petri cepas del hongo Pleurotus ostreatus, mientras se acondiciond el
sustrato tuza de maiz lavado, cortado y deshidratado en un secador con flujo de aire a
60°C, para posteriormente ser almacenado en un lugar fresco y ventilado para ser
inoculado una vez que se obtenga la semilla del hongo, la cual consiste en semilla de trigo

previamente colonizada por las esporas del hongo (1).

El sustrato tuza de maiz fue esterilizado por un periodo de 1 hora en autoclave y se llen6 en
fundas plasticas de 17.78 x 25.40 cm (7 x 10 Pulgadas), llenandose con el sustrato
respectivo adicionado el inoculo en una relacion del 10%. Se colocaron estas fundas en
camara oscura para su fermentacion controlando la aireacion y humidificacion de la
camara para mantener las condiciones necesarias para una correcta fermentacion (humedad
relativa de 80% y entre 16 y 20°C) permaneciendo en la camara hasta el desarrollo
completo del micelio, una vez colonizadas se trasladaron a una camara de luz tenue para

promover el aparecimiento de los cuerpos fructiferos (1).

3.2.2. Investigacion de laboratorio.

La fase de laboratorio consistié en la extraccion y evaluacion de la actividad enzimatica de
los compuestos enzimaticos presentes en el sustrato colonizado por el hongo, para lo cual
se tom6 muestras de sustrato digerido y se homogenizaron licuando el sustrato con la
solucion tampdn vy filtrando el extracto en gasa estéril. La solucion tampén se elaboro a
partir de acetato de sodio al 0.1 M, el cual se regulo de acuerdo a los factores de estudio
(pH 4.0, 4.8, 6.0 y 7.0) los cuales se regularon mediante el empleo de &acido sulfurico e
hidroxido de sodio. La solucién tampon y el extracto se agitaron en un matraz por 30
minutos, posteriormente este compuesto se precipitdé en una centrifuga a 6000 rpm para
separar el sobrenadante o extracto enzimatico. Estos extractos enzimaticos se sometieron a

bafio maria a diferentes temperaturas (40°, 50° y 60° C) ().
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La evaluacion de la actividad celulitica se empleard como sustrato una solucion de
previamente elaborada de la mezcla de una solucion de carboxi-metil-celulosa al 2% en
solucion tampodn de acetato de sodio 0,01 M (pH 5,8). En un tubo de ensayo se agregara
0,5 mL de extracto enzimatico, 0,5 mL de la solucion sustrato y se tomara alicuotas de 1
mL y se envasaran en tubos eppendorf para su posterior medicion de la absorbancia a 470
nm empleando un espectrofotometro (1).

3.3. Meétodos de investigacion.

Se emplearon los métodos de observacion, el registro y tabulacion de los datos obtenidos
mediante el método analitico y el método deductivo que permita realizar las conclusiones

pertinentes basadas en la informacion recopilada durante el desarrollo del ensayo.

3.1.1. Método analitico.

El método de analisis se establecio en la identificacion del problema de la investigacion
directamente en la zona de influencia, mediante la relacién entre el pH de la solucion
buffer extractora y la temperatura de extraccion con la actividad enzimatica de los
extractos obtenidos, datos que mediante la observacién directa de los acontecimientos
relacionados al tema de la investigacion y posterior andlisis estadistico, determinando asi si

existen algun efecto relacionado con los factores descritos.

3.1.2. Método deductivo.

Este método permitié estructurar las conclusiones de la investigacion partiendo de los
acontecimientos observados durante la fase experimental, para asi obtener una explicacion
sobre el fendmeno evaluado, comparando estas experiencias con la informacion, leyes y
principios de validez universal expuestos sobre procesos de extraccion enzimatico y la

evaluacion de su actividad.

26



3.1.3. Método inductivo.

Se empled este método mediante el razonamiento légico para asimilar la informacion
generada, a partir de eventos similares observados en otros ensayos para llegar a formular

enunciados propios acerca del tema investigativo.

3.4. Fuentes de informacion.

3.4.1. Fuentes primarias.

Las fuentes de informacion primaria corresponden al conjunto de datos que se tomaron
directamente de los procesos investigativos, su ordenamiento y posterior analisis para

establecer conclusiones preliminares.

3.4.2. Fuentes secundarias.

Las fuentes secundarias son los antecedentes informativos obtenidos de trabajos de
investigacion, revistas cientificas, tesis, libros, y toda fuente que permita resaltar la

importancia cientifica de la investigacion.

3.5. Disefio de la investigacion.

Para la presente investigacion se establecio un disefio experimental completamente al azar,
donde los tratamientos corresponden a la evaluacion de combinaciones de niveles de pH y
temperatura (°C) en la respuesta de las caracteristicas fisicoquimicas de los extractos
enzimaticos obtenidos. El esquema de los tratamientos evaluados se muestra en la

siguiente tabla (Tabla 3).

El modelo matematico al que corresponde el presente disefio experimental se muestra a

continuacion.
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Donde:

Yijk = U+t + €

Yijx Variable de respuesta

u Media general

t; Efecto del i-ésimo Tratamiento

€ijx ~ Error experimental

Tabla 3. Tratamientos evaluados en la investigacion.

(Ecuacion 1)

Tratamiento Descripcion Repeticiones  U.E.
Tl Solucién buffer (pH 4.0) x 40°C de incubacion 3 3
T2 Solucidn buffer (pH 4.0) x 50°C de incubacion 3 3
T3 Solucion buffer (pH 4.0) x 60°C de incubacion 3 3
T4 Solucion buffer (pH 4.8) x 40°C de incubacion 3 3
T5 Solucién buffer (pH 4.8) x 50°C de incubacion 3 3
T6 Solucién buffer (pH 4.8) x 60°C de incubacion 3 3
T7 Solucién buffer (pH 6.0) x 40°C de incubacion 3 3
T8 Solucion buffer (pH 6.0) x 50°C de incubacion 3 3
T9 Solucion buffer (pH 6.0) x 60°C de incubacion 3 3
T10 Solucién buffer (pH 7.0) x 40°C de incubacion 3 3
T11 Solucién buffer (pH 7.0) x 50°C de incubacion 3 3
T12 Solucion buffer (pH 7.0) x 60°C de incubacion 3 3
Total unidades experimentales 36

Elaboracién: Autor.
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3.6. Instrumentos de investigacion.

Durante el desarrollo de la investigacion, se evaluaron las siguientes variables:

3.6.1. Variables.

3.6.1.1. pH de los extractos obtenidos.

Se obtuvo el pH de los extractos enzimaticos mediante el empleo de un pH metro, esta

variable se evalud de acuerdo a los tratamientos establecidos.

3.6.1.2. Temperatura de los extractos obtenidos.

Se evaluo la temperatura de los extractos enzimaticos obtenidos mediante el empleo de un

termometro digital, esta variable se evalud de acuerdo a los tratamientos establecidos.

3.6.1.3. Determinacion de la actividad celulasa.

Se realiz6 la medicion de la absorbancia de los compuestos enzimaticos a 470 nm
permitiendo la obtencion de una medida de absorbancia, la misma que tiene relacion

directa sobre la concentracion y actividad enzimatica.

3.7. Tratamiento de los datos.

Para el andlisis de los datos se empled un analisis de varianza (ADEVA) para el
tratamiento de los datos, mientras que para la comparacion entre medias de los
tratamientos se utilizara el test de rangos multiples de Tukey, a una probabilidad del 5%
(p<0.05). Los analisis estadisticos de los datos se realizaran mediante el empleo del
programa estadistico libre Infostat version 2016 (42). El esquema del analisis de varianza

se presenta a continuacion (Tabla 4).
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Tabla 4. ADEVA.

Fuente de variacion

Grados de libertad

Tratamiento
Error
Total

t-1 11
t(r-1) 24
(t*n)-1 35

Elaboracién: Autor.

3.8. Recursos humanos y materiales.

La presente investigacion empleo el talento humano del Ing. Jorge Quintana Zamora en

calidad de docente tutor del proyecto de investigacion, ademas del recurso humano de

Jacobo Daniel Chavez Véliz como autor material e intelectual de la presente investigacion.

Materiales:

Sustrato (tuza de maiz) y semilla para germinar el hongo (semillas de trigo)

Material de estudio (cepa del hongo Pleurotus ostreatus)

Matraz

Vaso de precipitacion
Agitador magnético
Papel filtro
Licuadora industrial
Potenciometro
Recipientes de vidrio
Micro Pipeta

Cajas Petri

Tubo Vacutainer 10ml
Tubo de ensayo

Puntas de 1 microlitro
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Equipos:

Bafio maria

pH metro

Autoclave

Cémara de flujo
Centrifuga

Balanza gramera-analitica

Espectrofotometro

Reactivos

Solucién tampén
Soluciones

Acido sulfarico
Hidroxido de sodio
Perdxido de hidrégeno

Celulosa
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados y discusion.

Los extractos enziméticos obtenidos por fermentacion sélida de sustratos de tuza de maiz
fueron sometidos a diferentes temperaturas y soluciones buffer de extraccién con el fin de
determinar el método que permita obtener la mayor cantidad de enzima posible. Se evaluo
el pH de los extractos obtenidos, la temperatura y la actividad enzimatica mediante

evaluacion indirecta de la absorbancia a través de espectrofotometria.

4.1.1. Evaluacion del pH de los extractos enzimaticos.

Se muestran los resultados de los tratamientos evaluados sobre el pH de los extractos
enzimaticos obtenidos (Figura 1), estos valores permiten determinar que existieron
diferencias significativas (p<.0001) entre los tratamientos, los valores de pH obtenidos por
los T9 y T10 fueron estadisticamente superiores, obteniendo los mayores valores de pH,
estos tratamientos concuerdan con los méximos valores de pH de la solucion buffer lo que
comprueba su influencia sobre el resultado. El coeficiente de variacion obtenido fue de
5.07.

El pH de extraccion influye sobre las caracteristicas fisico quimicas de los extractos
enzimaticos finales, se logra alcanzar el pH idéneo de reaccidén conforme se aumenta el pH
de la solucion buffer de extraccion. Montiel et al., 2005 (45), demostrd en su investigacion
que conforme aumenta el pH de extraccién la actividad enzimética se ve incrementada al
Ilegar a una media de temperatura de 40° C, para este caso se evaluaron los buffer pH de
6.5, 8.5 y 10.0 respectivamente, ademas se observé que conforme aumenta el pH fuera del
rango evaluado en la presente investigacion disminuye considerablemente las

caracteristicas de los extractos enzimaticos.

Véasquez et al., 2008 (42), en su investigacion evaluaron dos condiciones de pH (2,0 y 3,0)
durante 60 minutos a 85°C, obteniendo que la pectina obtenida a pH 3,0 posee
caracteristicas mucho mas competitivas dentro de su tipo, asi como mayor aceptacion en la

evaluacion sensorial.
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Fredes, Loyola y Mufioz, 2009 (43) en su investigacion evalud el efecto de dos niveles de
madurez de la uva (16.6 y 22°) °Brix, tres niveles de pH (2, 2.5 y 3) y dos tiempos de
coccion a 90°C (45 y 60 min) sobre la extraccion de pectinas y su grado de metoxilacion,
demostrando que a mayor ph se obtiene una mayor calidad de enzimas y que su interaccion

con otros factores de extraccion no es significativa.

Se presenta la figura 1, donde se aprecia el efecto de los tratamientos sobre el pH de los
extractos enzimaticos obtenidos por fermentacion solida del hongo Pleurotus ostreatus en
tuza de maiz. Los promedios con letras iguales no difieren estadisticamente segiin Tukey
(p>0.05).

abcd  apcde

cdef of def bcdef bcdef | | | | | |
T7 T8

Ti10 T11 T12
mpH 4.41 4.17 4.32 4.37 4.42 4.48 5.06 4.95 5.35 529 511 5.12
Tratamientos

pH
- N w ESN ol

o

Figura 1. pH de los extractos enziméaticos obtenidos sometidos a diferentes pH de solucion
extractora y temperatura de incubacion.
Elaboracion: Autor.

4.1.2. Temperatura de los extractos enzimaticos.

Se muestran los resultados de los tratamientos sobre la temperatura de los extractos
enzimaticos (Figura 2), en el cual se muestra que existieron diferencias estadisticas
significativas (p<.0001), donde los tratamientos T2, T4 y T6 obtuvieron las mayores
temperaturas, valores que responden al efecto de bajos niveles de pH y bajas temperatura

de extraccion. El coeficiente de variacion fue de 1.12.
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Henao, Franco y Marin, 2006 (44), en su investigacion evaluaron 6 metodologias para la
extraccion y conservacion de extractos acuosos de hongos filamentosos con actividad
enzimatica amilolitica amiloglucosidasa, obteniendo que el rango optimo de actividad del
extracto enzimatico estd en valores de pH que van desde 3.0 hasta 5.0 y 60°C de

temperatura.

Gasull y Becerra, 2006 (46), en su investigacion estudiaron las caracteristicas de la
polifenoloxidasa extraida de peras y manzanas, donde el pH y temperatura optimas fueron
6.5-25° Cy 7.0 — 30° C para pera y manzana respectivamente, datos que concuerdan con
los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Castro, Baquero y Narvéez, 2006 (47), en su investigacion extrajeron las enzimas catalasa
(CAT), peroxidasa (POD) y polifenoloxidasa (PFO) de la corteza de frutos de pitajaya
amarilla (Acanthocereus pitajaya) donde para CAT se hall6 que su actividad fue méxima a
pH entre 6.8 y 7.5 y temperatura entre 30° a 50° C; para POD se encontré un pH de
méaxima actividad entre 5.0 a 5.5, temperatura de maxima actividad entre 20 a 25 °C,
mientras que para PFO las actividades maximas se obtuvieron a pH 7.0 y a temperaturas
entre 30° a 40° C.

Tena y Jorrin, 2010 (48), en su investigacion establece que la velocidad de una reaccion
enziméatica varia al aumentar la temperatura, no obstante, refleja que existe una
temperatura Optima para alcanzar una mayor actividad enzimatica dentro del rango entre

los 40° y 50° C, valores similares a los obtenidos en la presente investigacion.

Se presenta la figura 2, donde se aprecia el efecto de los tratamientos sobre la temperatura
de los extractos enzimaticos obtenidos por fermentacion solida del hongo Pleurotus
ostreatus en tuza de maiz. Los promedios con letras iguales no difieren estadisticamente
segun Tukey (p>0.05). Se puede observar que las temperaturas de los extractos se
mantienen mas estables al ser obtenidos de los extractos sometidos a bajas temperaturas de
incubacion, razon por la cual los mejores resultados se obtienen a bajos niveles de

temperatura de incubacion y pH.
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Figura 2. Temperatura de los extractos enzimaticos obtenidos sometidos a diferentes pH
de solucion extractora y temperatura de incubacion.

Elaboracién: Autor.

4.1.3. Evaluacion de la actividad enzimatica.

Al analizar los parametros combinados de extraccion como el pH y temperatura sobre la
absorbancia registrada a una longitud de onda 470 nm, los cuales demostraron
significancia estadistica (p<.0001), ademas se puede observar (Figura 3), que el
tratamiento T9 y T10 alcanzaron los mayores valores de absorbancia. Estos valores de
absorbancia tienen una relacion directa con la concentracion enzimatica y la actividad
enzimatica especifica celulolitica, lo cual permite determinar que a mayor absorbancia
mayor es la concentracion y la actividad enzimatica. El coeficiente de variacion obtenido
fue de 5.73.

Los datos obtenidos en el presente ensayo demuestran que modificaciones en las
condiciones de extraccion (pH del buffer de extraccion y temperatura) afectan
significativamente la actividad catalitica de los compuestos enzimaticos obtenidos. Bravo
et al.,, 2011 (49), en su investigacion demuestra que modificaciones en el pH,

concentracion, composicion del buffer de extraccion y su precipitacion proteica, afectaron
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significativamente la actividad catalitica de la polifenoloxidasa (PPO) extraida de la

uchuva.

Montiel et al., 2005 (45), en sus investigaciones concluyen que una adecuada combinacion
de los pardmetros: pH, temperatura y tiempo, bajo una adecuada concentracion de sales de
buffer, permiten acortamiento del tiempo requerido para la extraccién de la enzimas como
la lactasa extraida de cepas de Kluyveromyces marxianus ATCC 8554 permeabilizadas con
tolueno, reflejandose un tiempo Optimo de extraccién para una maxima actividad
enzimatica, este razonamiento concuerda con los resultados obtenidos en la presente
investigacion demostrando que las propiedades de la solucion buffer permiten obtener una

mayor calidad de los extractos enzimaticos.

Tena y Jorrin, 2010 (50), en su investigacion demuestra que la relacion entre el pH y la
actividad enzimética depende del comportamiento &cido-base del enzima y del propio
sustrato, puesto que tanto sustrato y enzima (centro activo) pueden contener grupos
funcionales acidos y basicos, siendo su grado de disociacion dependiente del pH, lo que
determinard, entre otros aspectos, la conformacién de la proteina, la capacidad de unién del
sustrato al centro activo del enzima (Km) y la capacidad de transformacion del sustrato
(Kear).

Rodriguez, Narvaez y Restrepo, 2006 (51), establecen en su investigacion que en la
determinacion de la actividad enzimatica especifica poligalacturonasa extraida de la
corteza de pitahaya amarilla los factores de extraccion que mejor respondieron fueron el

buffer fosfato de sodio 20mM pH 7.0 a una temperatura de 40°C.

Grevechova y Priet0,2006 (52), obtuvieron en su investigacion una mayor actividad
enzimatica de enzimas pectoliticas de las cepas de Aspergillus niger y Aspergillus foetidus

al emplear una solucién buffer pH 4.5 y 30°C de temperatura de extraccion.

Se presenta la figura 3, donde se aprecia el efecto de los tratamientos sobre la absorbancia
de los extractos enzimaticos registrada por espectrofotometria a una longitud de onda de
470 nm, extractos obtenidos por fermentacion solida del hongo Pleurotus ostreatus en tuza
de maiz. Los promedios con letras iguales no difieren estadisticamente segin Tukey
(p>0.05).
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Elaboracién: Autor.
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CAPITULOV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones.

Finalizada la investigacion se llega a las siguientes conclusiones:

e El pH de la solucion buffer de extraccion afecto significativamente el pH de los
extractos enzimaticos obtenidos a partir del hongo Pleurotus ostreatus, determinandose

que el pH idéneo para la extraccion enzimatica se encontro entre 6.0 y 7.0.

e La temperatura de extraccion influyo significativamente en la temperatura de los
extractos enzimaticos obtenidos a partir del hongo Pleurotus ostreatus, temperaturas
bajas de incubacion como los 40°C evaluados en la presente investigacion permiten

alcanzar las mejores temperaturas de los extractos.

e El pardmetro de las condiciones de extraccion enzimatica como el pH de la solucion
buffer extractora y la temperatura de extraccion alteran la actividad enzimatica obtenida,
demostrandose que el pH mas alto 7.0 y la temperatura méas baja 40°C permiten obtener

una mayor actividad enzimatica.
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5.2. Recomendaciones.

Se recomienda evaluar otros periodos de incubacion con el fin de determinar su influencia

como otro factor limitante en la produccion enzimética.

Se recomienda determinar la actividad enzimatica de estos extractos en otros compuestos
fibrosos con el fin de determinar su alcance y futuro empleabilidad en la industria o
alimentacion.

Se recomienda evaluar el uso del sustrato colonizado con el hongo en alimentacion animal.

Se recomienda identificar las enzimas que se encuentra dentro del extracto enzimatico.

41



CAPITULO V
BIBLIOGRAFIA



5.1.

10.

11.

Referencias bibliogréaficas.

Vaca M, lzurieta B, Espin N. Obtencion de extractos enzimaticos con actividad
celulolitica y ligninolitica a partir del hongo pleurotus ostreatus 404 y 2171 en rastrojo
de maiz. Revista ENP. 2014 Enero; 33(2).

Garcia A, Torres R. Produccion de enzimas lignoliticas por Basidiomycetes mediante
la técnica de fermentacion en sustrato solido. Revista Colombiana De Biotecnologia.
2003 Julio; 5(1): p. 56-64.

Vinueza JC. Imobilizagdo Multipontual das Peroxidases da Casca da Soja e Chuchu em
Suportes Alternativos de P6 de Sabugo de Milho e Celulose Bacteriana. 1st ed.
Araraquara: Universidade Estadual Paulista; 2012.

Collao C, Curotto E, Zuiliga M. Tratamiento enzimatico en la extraccion de aceite y
obtencion de antioxidantes a partir de semilla de onagra, Oenothera biennis, por
prensado en frio. Grasas y Aceites. 2007 Enero-Marzo; 58(1): p. 10-14.

Guerrero C. Inhibicion de la actividad enzimatica de la polifenol oxidasa extraida del
banano (Cavendish valery) mediante sistemas bifasicos acuosos con isoespintanol y
acido ascorbico. Primera ed. Medellin: Universidad Nacional de Colombia; 2009.

Vazques I. Produccion de enzimas fibroliticas por A. niger GS1 mediante fermentacion
en estado sélido de rastrojo de maiz y su evaluacion en la digetibilidad in vitro de un
subproducto agroindustrial. 1st ed. qUERETARO: Universidad Auténoma de
Querétaro; 2010.

Palma F, Landi HG. Enzimas fibroliticas: Una alternativa para incrementar la
utilizacion de pared celular por rumiantes. Revista FAVE. 2012 Julio; 11(1): p. 71-82.

ICMA. Catalizadores. [Online].; 2010 [cited 2016 Febrero 11. Awvailable from:
http://www.unizar.es/icma/divulgacion/pdf/catalizadores_web.pdf.

Escuela de Ingenierias Industriales. Celulosa. [Online].; 2010 [cited 2016 Febrero 25.
Available from: http://www.eis.uva.es/~macromol/curso08-09/pls/celulosa.htm.

Villamil J. Manual de mantenimiento para equipos de laboratorio Washintong, D. C.:
Organizacion Panamericana de la Salud; 2005.

Vasquez E. Hidrolisis de los polisacaridos. [Online].; 2003 [cited 2016 Febrero 11.
Available from:
http://laguna.fmedic.unam.mx/~evazquez/0403/hidrolisis%20polisacaridos.html.

43


http://www.unizar.es/icma/divulgacion/pdf/catalizadores_web.pdf
http://www.eis.uva.es/~macromol/curso08-09/pls/celulosa.htm
http://laguna.fmedic.unam.mx/~evazquez/0403/hidrolisis%20polisacaridos.html

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Gonzales M. Lignina — La quimica de la madera. [Online].; 2011 [cited 2016 Febrero
24. Available from: http://quimica.laguia2000.com/elementos-quimicos/lignina-la-
quimica-de-la-madera.

Real Academia Espafiola. Diccionario de la lengua espafiola. [Online].; 2016 [cited
2016 Febrero 11. Available from: http://dle.rae.es/?id=XyAjW?9o.

Robledo A, Noé C, Montéafiez JC. Uso del olote de maiz como sustrato microbiano para
la obtencion de xilanasas. Acta Quimica Mexicana. 2012 Enero-Junio; 4(7): p. 1-6.

Gallardo I, Rodriguez L, Boffill Y, Aleman L, Perez M. Produccion de bioetanol
empleando las enzimas generadas del sorgo malteado. Afinidad. 2011 Abril; 68(552):
p. 144-149.

Molina C, Espin N. Obtencidn de extractos enzimaticos con actividad lignolitica y
celulolitica a partir del crecimiento del hongo Lentinus edodes en aserrin tropical.
Revista EPN. 2014 Enero; 33(2).

Martinez M. Lipasas contenidas en semillas de Ricinus communis utilizadas como
biocatalizador en la transestirificacion de triacilglicéridos. Primera ed. Veracruz:
Universidad Veracruzana; 2013.

TPLaboratories. Enzimas. [Online].; 2016 [cited 2016 Febrero 24. Available from:
https://www.tplaboratorioquimico.com/quimica-general/quimica-de-los-seres-
vivos/que-son-las-enzimas.html.

Gonzales J, Rodriguez J, del Monte A. Las Lipasas: enzimas con potencial para el
desarrollo de biocatalizadores inmovilizados por adsorcion interfacial. Rev. Colomb.
Biotecnol. 2010 Julio; 12(1): p. 124-140.

Fersht A. Estructura y mecanismo de las enzimas. En Espafiol ed. Cuchillo C, editor.
Barcelona: Reverte S.A.; 1980.

Aragque M, Martinez M, Gonzales S, Buntix D, Meneses M, Lorea C. Degradacion de
las enzimas fibroliticas de Trametes sp. EUM1, Pleurotus ostreatus IE8 y de
Fibrozyme®. Arch. zootec. 2010 Marzo; 59(225): p. 145-148.

Gil A, Sanchez de Medina F. Tratado de Nutricion. Segunda ed. Madrid: Editorial
Medica Panamericana; 2010.

44


http://quimica.laguia2000.com/elementos-quimicos/lignina-la-quimica-de-la-madera
http://quimica.laguia2000.com/elementos-quimicos/lignina-la-quimica-de-la-madera
http://dle.rae.es/?id=XyAjW9o
https://www.tplaboratorioquimico.com/quimica-general/quimica-de-los-seres-vivos/que-son-las-enzimas.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/quimica-general/quimica-de-los-seres-vivos/que-son-las-enzimas.html

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Montoya S. Actividad enzimatica, degradacion de residuos sélidos, orgénicos y
generacion de biomasa util del macromiceto Grifolia frondosa. Primera ed. Manizales:
Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales; 2008.

Loera O. Las xilanasas microbianas y sus aplicaciones. BioTecnologia. 2002; 7(2): p.
25-37.

Paredes D, Alvarez M, Silva M. Obtencién de Enzimas Celulasas por Fermentacion
Sélida de Hongos para ser Utilizadas en el Proceso de Obtencion de Bioalcohol de
Residuos del cultivo de banano. Revista Tecnoldgica ESPOL. 2010 Diciembre; 23(1):
p. 81 - 88.

Diaz A, Ranilla MJ, Saro C, Giraldo L, Carro MD. Utilizacion de enzimas fibroliticas
para mejorar la digestion de forrajes tropicales. i. influencia del método de aplicacion
en la produccion de gas in vitro y la composicion quimica. AIDA. 2013; 15(1): p. 270-
272.

Marquez A, Mendoza G, Gonzales S, Buntinx S, Loera O. Actividad fibrolitica de
enzimas producidas por Trametes sp. EUM1, Pleurotus ostreatus IE8 y Aspergillus
niger AD96 en fermentacion sélida. Interciencia Caracas. 2007 Noviembre; 32(11): p.
780-786.

Yescas R, Barcena R, Mendoza G, Gonzéles S, Cobos M, Ortega M. Digestibilidad in
situ de dietas con rastrojo de maiz o paja de avena con enzimas fibroliticas.
Agrociencia. 2004 Enero-Febrero; 38(1): p. 23-31.

Sanchez J, Martinez JL, Segura E, Contreras JC, Medina MA, Noé C, et al.
Inmovilizacion de enzimas lignoceluloliticas en nanoparticulas magnéticas. Quim.
Nova. 2014 Febrero; 37(3): p. 504-512.

IUPAC. Compendium of Chemical Terminology. Version en linea (Inglés) ed.
Londres: Van der Waals forces; 1994.

Cabezas K. Obtencion de un extraxto enzimatico con actividad lacésica por
fermentacion liquida del hongo Pleurotus ostreatus en un medio con bagazo de maiz a
escala laboratorio para decoloracion de colorantes textiles Quito: Escuela Politecnica
Nacional; 2014.

Manjarres K, Castro A, Rodriguez E. Produccion de lacasa utilizando Pleurotus
ostreatus sobre cascaras de platano y bagazo de cafia. Revista Lasallista de
Investigacion. 2011 Enero-Junio; 7(2): p. 9-15.

45



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Motato K, Mejia A, Leon A. Evaluacion de los residuos agroindustriales de platano
(Musa paradisiaca) y aserrin de abarco (Cariniana piriformes) como sustrato para el
cultivo de hongo Pleurotus djamor. Vitae, Revista de la Facultad de Quimica
Farmacéutica. 2006 Marzo; 13(1): p. 24-29.

Campo Y, Gelvez V. Efecto de la termosonicacion sobre las propiedades
fisicoquimicas del hongo comestible (Pleurotus ostreatus) fresco empacado al vacio.
Bistua Revista de la Facultad de Ciencias Basicas. 2011; 9(2): p. 55-63.

Diaz R, Sanchez C, Dias G. Laccase gene expression of Pleurotus ostreatus grown at
different pH of the liquid culture medium. In Singh M, editor. Proceedings of 8th
International Conference on Mushroom Biology and Mushroom Products (ICMBMP8);
2014; New Delhi. p. 238-242.

Pineda J, Soto C, Beltran L. Ecuacién estequiométrica para describir el crecimiento de
Pleurotus ostreatus cepa ceba-gliie-po-010606. Biotecnologia Aplicada. 2014 Enero-
Marzo; 31(1): p. 48-52.

Agama E, Astrid M, Farhat |, Paredes O, Ortiz J, Bello LA. Efecto de la
nixtamalizacion sobre las caracteristicas moleculares del almidon de variedades
pigmentadas de maiz. Interciencia. 2004 Noviembre; 29(11): p. 643-649.

Castafieda A. Propiedades nutricionales y antioxidantes del maiz azul (Zea mays L.).
Temas selectos de Ingenieria de Alimentos. 2011; 5(2): p. 75-83.

Vega A, Franco H. Productividad y calidad de los cuerpos fructiferos de los hongos
comestibles Pleurotus pulmonarius RN2 y P. djamor RN81 y RN82 cultivados sobre
sustratos lignoceluldsicos. Informacion recnologica. 2013; 24(1): p. 69-78.

Pefia M. Composicion quimica y degradabilidad in situ de residuos agricolas de maiz
inoculados con dos cepas del género Pleurotus. Finca La Maria. Primera ed. Quevedo:
Universidad Tecnica Estatal de Quevedo; 2013.

INAMHI. Anuario Meteorologico. 522012th ed. Quito: Instituto Nacional de
Meteorologia e Hidrologia; 2015.

Véasquez R, Ruesga L, D addosio R, P4ez G, Marin M. Extraccion de pectina a partir
de la céscara de platano (Musa AAB, subgrupo platano) clon Hartén. Rev. Fac. Agron.
(LUZ). 2008; 25(2): p. 318-333.

Fredes C, Loyola N, Mufioz JC. Extraccion de pectinas de Vitis labrusca cv., Concord
para producir jalea. Idesia. 2009 Septiembre-Diciembre; 27(3): p. 9-14.

46



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Henao I, Franco M, Marin G. Evaluacion de metodos de conservacion para
Asperguillus niger con actividad enzimatica amilolitica. Universitas Scientiarum. 2006
Julio-Diciembre; 11(2): p. 51-60.

Montiel X, Carruyo I, Marcano L, Mavarez M. Optimizacion del proceso de extraccion
de la lactasa de Kluyveromyces marxianus ATTC 8554, para su aplicabilidad en la
industria lactea. Revista Cientifica, FCV-LUZ. 2005; 15(5): p. 476-482.

Gasull E, Becerra D. Caracterizacion de Polifenoloxidasa Extraida de Pera (cv.
Packam’s Triumph) y Manzana (cv. Red Delicious). Informacion Tecnoldgica. 2006;
17(6): p. 69-74.

Castro JA, Baquero L, Narvaez C. Catalasa, peroxidasa y polifenoloxidasa de pitahaya
amarilla (Acanthocereus pitajaya). Rev.Colomb.Quim. 2006 Junio; 35(1): p. 91-101.

Tena M, Jorrin J. Extraccion y ensayo de la actividad invertasa de levadura de
panaderia. Bioquimica y Biologia Molecular. 2010; 32(1): p. 1-14.

Bravo K, Mufioz K, Calderon J, Osorio E. Desarrollo de un método para la extraccion
de polifenoloxidasa de uchuva (Physalis peruviana L.) y aislamiento por sistemas
bifasicos acuosos. Revista de la Facultad de Quimica Farmacéutica VITAE. 2011;
18(2): p. 124-132.

Tena M, Jorrin J. Extraccion y ensayo de la actividad invertasa de levadura de
panaderia. Bioquimica y Biologia Molecular. 2010; 32(1): p. 1-14.

Rodriquez J, Narvdez C, Restrepo L. Estudio de la actividad enzimatica de
poligalacturonasa en la corteza de pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya). Facultad
de Ciencias Quimicas. 2007 Enero; 10(2): p. 10.

Grebechova R, Prie