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PREFACIO

O volume Il da edicdo “Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios,
Avancos e Possibilidades” disponibiliza ao leitor um contetido essencialmente focado
no estudo de plantas e interfaces para dar resposta a desafios cientificos e societais
especificos. O desenvolvimento de conhecimento cientifico e de tecnologia para
a producao sustentavel de plantas, bem como o seu processamento e valorizagdo é
fundamental para a transicao para uma bioeconomia e para a resposta a objetivos de
desenvolvimento sustentavel, estabelecidos pela Assembleia Geral das Nagdes Unidas.
O livro esta organizado em 12 capitulos que focam essencialmente a investigacdo
molecular de plantas, estudos de fisiologia, fitopatologia, cultivo e processamento, e
novas aplicacdes de plantas e das suas moléculas (produtos fitoquimicos).

Manuel Simdes
https://orcid.org/0000-0002-3355-4398
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RESUMEN: El disefio Box-Behnken es una
herramienta efectiva en la optimizacion de una
solavariable derespuesta, sinembargo cuando
se tienen dos o mas variables de respuesta
es necesario recurrir a la optimizacion multi-
respuesta usando la funcion de deseabilidad
con la finalidad de encontrar los parametros
Optimos para satisfacer simultaneamente
cada respuesta en el disefio. En este trabajo
la produccion de celulasas: exoglucanasas
(FPasa), endoglucanasas (CMCasa) vy
B-glucosidasas (BGL) en Aspergillus niger ITV
02 utilizando como residuo lignoceluldsico
el bagazo de cana de azucar deslignificado
(BCd) fue optimizado usando un disefio Box-
Behnken, donde las variables independientes
fueron concentracién de BCd, concentracion
de Tween 80 y pH. La optimizacion multi-
respuestas fue aplicado para maximizar
las tres respuestas (FPasa, CMCasa vy
BGL) simultaneamente y encontrar un
valor optimo entre la optimizacion simple
y la multi-respuestas aplicando el criterio
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de deseabilidad. Los parametros 6ptimos fueron 20.69 g/L de BCd, 0.24 % v/v de
Tween 80 y 5.67 de pH, obteniendo una actividad FPasa 0.42 U/mL, CMCasa 0.35 U/
mL y BGL 10.23 U/mL. La actividad FPasa, CMCasa y BGL después de la optimizacion
incrementaron 47.62 %, 9.32 % y 47.4 %, respectivamente con respecto a la actividad
antes de optimizar. La optimizacién multi-respuesta usando la funcion de deseabilidad
permitid obtener un extracto enzimatico rico en actividad exoglucanasa, endoglucanasa
y B-glucosidasa usando BCd y A. niger ITV 02, el cual logro hidrolizar celulosa de bagazo
de cafa de azucar pretratado eficientemente, logrando obtener 48 g/L de glucosa, y
un rendimiento de etanol de 0.46 g/g, una productividad de 1.6 g/Lh y una eficiencia
de 90.77 %, valores muy prometedores para la produccion de bioetanol de segunda
generacion (2G).

PALABRAS CLAVE: Celulasas. Optimizacion. Bioetanol. Box-Behnken.

BOX-BEHNKEN DESIGN AND THE DESIRABILITY FUNCTION APPLICATION IN
CELLULASE PRODUCTION BY ASPERGILLUS NIGER ITVO2 USING A DELIGNIFIED
SUGARCANE BAGASSE

ABSTRACT: The Box-Behnken design is an effective tool in the optimization of a
single response variable, however when there are two or more response variables it
is necessary to resort to multi-response optimization using the desirability function in
order to find the optimal parameters to simultaneously satisfy each response in the
design. In this work, cellulases production: exoglucanases (FPase), endoglucanases
(CMCase) and B-glucosidases (BGL) by Aspergillus niger ITV 02 using delignified
sugarcane bagasse (BCd) as lignocellulosic residue was optimized using a Box-
Behnken design. The independent variables were BCd concentration, Tween 80
concentration and pH. Multi-response optimization was applied to maximize the
three responses (FPase, CMCase and BGL) simultaneously and find an optimal value
between simple and multi-response optimization by applying the desirability criterion.
The optimal parameters obtained were BCd: 20.69 g/L, Tween 80: 0.24% (v/v) and
pH:5.67, obtaining an FPase activity of 0.42 U/mL, CMCase 0.35 U/mL and BGL 10.23
U/mL, respectively. FPase, CMCase, and BGL activity after optimization increased
47.62%, 9.32%, and 47.4%, respectively, relative to the activity before optimization.
The multi-response optimization using the desirability function allowed us to obtain
an enzymatic extract rich in exoglucanase, endoglucanase and B-glucosidase activity
using BCd and A. niger ITV 02, which managed to hydrolyze cellulose from pretreated
sugarcane bagasse efficiently, achieving 48 g/L of glucose, and an ethanol yield of 0.46
g/g, a productivity of 1.6 g/Lh and an efficiency of 90.77%, very promising values for
second generation (2G) bioethanol production.

KEYWORDS: Optimizacion. Celulasas. Bioetanol. Box-Benhken.
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1 INTRODUCCION

La creciente preocupacion por la seguridad de los suministros de petroleo y el
impacto negativo de los combustibles fosiles en el medio ambiente, en particular las
emisiones de gases de efecto invernadero, ha impulsado a la sociedad para encontrar
alternativas de energia para remplazar los combustibles fosiles. El bioetanol de segunda
generacion (2G) obtenido a partir de biomasa lignoceluldsica es una de las alternativas
mas atractivas para desarrollarse como combustible. Entre las diferentes estrategias para
la conversion de residuos lignoceluldsicos a azucares fermentables, la etapa de hidrolisis
enzimatica de la celulosa y hemicelulosa tiene un gran potencial para mejorar la viabilidad
economica del proceso de producciéon de bioetanol.

Uno de los principales retos claves en la produccion de bioetanol 2G es la
conversion de la celulosa principal componente presente en los lignoceluldsicos a
azucares fermentables, el costo de las enzimas celulasas para la hidrolisis de la celulosa
se considera que es aproximadamente el 40% del costo total de la producciéon de
bioetanol 2G y la eficiencia de la hidrdlisis (Deshavath et al., 2018; Ferreira et al, 2010). La
conversion enzimatica de celulosa en azucares reductores es un proceso que requiere
la accion de tres tipos de enzimas que actuan de forma sinérgica. Endoglucanasas
(E.C. 3.214), atacan aleatoriamente las cadenas de celulosa exponiendo extremos
reductores y no reductores de la celulosa. Las celobiohidrolasas (E.C. 3.21.91) actuan
en los extremos reductores y no reductores, liberando unidades de celobiosa, las cuales
por accion de las enzimas celobiasa/ B-glucosidasa (E.C.3.21.21) son convertidos a
glucosa (Lynd et al., 2002).

A gran escala la aplicacion de celulasas en procesos de hidrolisis de
residuos lignoceluldsicos demanda microorganismos que favorezcan la actividad y
productividad, asi como celulasas mas resistentes a inhibicién por producto (Jiang et
al,, 2011). Las enzimas para la hidrolisis de los polisacaridos presentes en los residuos
lignoceluldsicos se han producido principalmente por hongos que pertenecen al género
Trichoderma. Hongos como T. reesei and T. viride producen una gran cantidad de
enzimas endoglucanasas y celobiohidolasas, sin embargo, producen poca cantidad de
B-glucosidasa, lo cual lleva a una acumulacion de celobiosa y por lo tanto a una hidrolisis
incompleta cuando los extractos enzimaticos de celulasas producidos por estos hongos
son empleados en el proceso de hidrélisis (Jiang et al., 2011, Gottschalk et al., 2010,
Adsul et al., 2007). Otro importante hongo productor de celulasas es Aspergillus, el
cual produce la enzima B-glucosidasa y es usado frecuentemente para suplementar

cocteles enzimaticos comerciales (Chauve et al,, 2010; Lynd et al., 2002). Ademas, A.
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niger es muy apreciado en la industria por su capacidad de fermentacion, elevados
niveles de proteinas secretadas, y la variedad de enzimas producidas para diversas
aplicaciones, incluyendo una combinacién de enzimas para hidrolizar los polisacaridos
presentes en la pared celular de las plantas (Bhat et al., 2000). Muchas preparaciones
comerciales de celulasas son producidas por T. reesei: Celluclast 1.5 L (Novozymes
A/S), la cual es suplementada con actividad B-glucosidasa de otras fuentes (A. niger),
Novozym 188 (Novozymes A/S), para mejorar la hidrolisis de celulosa (Sorensen et
al.,2011). La producciéon de estas enzimas esta regulada, e inducida en presencia de
polimeros (Amore et al., 2013). Cada polisacarido representa una sefal especifica en
el hongo y como consecuencia induce una respuesta especifica, cuando el hongo esta
en contacto con sustratos poliméricos y complejos secreta enzimas hidroliticas para
degradar estos sustratos y usarlos para su crecimiento y mantenimiento (Debeire et al.,
2014). Mrudula y Murugammal (2011), reportaron que la produccién de celulasas por A.
niger en fermentacion sumergida usando 30 g/L de residuos de coco como sustrato,
suplementando el medio con nutrientes y sales, alcanza una actividad endoglucanasa
(CMCasa) de 0.8 U/mL y exoglucanasa (FPasa) de 0.51 U/mL, a una temperatura éptima
de 30°C y pH 6 a las 96 horas de la fermentacion sumergida.

El presente trabajo tiene como objetivo optimizar bajo un criterio de
multicomponentes la produccion de celulasas por A. niger ITV02, cepa autoctona aislada
de residuos lignoceluldsicos, la cual no ha sido modificada genéticamente, y expresa
actividad celulasa al utilizar una fuente de carbono compleja (bagazo de cana de azlcar
deslignificado). Los parametros de optimizacion a considerar fueron: la adicion de fuentes
de nitrégeno (urea, sulfato de amonio y extracto de levadura), las condiciones de pH,
la concentracion de sustrato y Tween 80. El objetivo de esta optimizacion es lograr un
extracto enzimatico rico en glucosa que pueda ser usado como sustrato en la produccion
de bioetanol 2G.

2 METODOLOGIA

21 CONSERVACION Y PRODUCCION DE ENZIMAS CELULASAS POR A. niger ITV-22

A. niger ITVO2 fue almacenado a 4°C en un medio que contenia 10 g/L extracto
de levadura, 20 g/L peptona de caseina, 20 g/L glucosa y 25 g/L agar. Un pre-inoculo
(6x10° esporas / mL) fue adicionado a un medio de cultivo que contenia bagazo de caia
de azucar deslignificado (BCd), 0.3 g/L KH,PO,, 0.3 g/L CaCl,, 0.3 g/L MgSO,. 7H,0O 1
g/L peptona, 0.9 g/L urea, 1.5 g/L extracto de levadura, 2.4 g/L Sulfato de amonio, 5 mg/L
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FeSO,.7H,0, 1.6 mg/L MnSO,H,0, 1.4 mg/L ZnSO, 7H,0 y 2 mg/L CoCl,, 0.24 % v/v
Tween 80, el medio de cultivo fue ajustado a pH 5.67 y esterilizado por 20 minutos a 121
°C. Las fermentaciones fueron llevadas a cabo a 31°C, 100 rpm por 168 h. Las muestras
de las fermentaciones fueron centrifugadas por 20 minutos a 4500 xg, el sobrenadante

fue coleccionado y cuantificado la actividad celulasas.

2.2 CARACTERIZACION DE LOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS POR LA
METODOLOGIA NREL

El bagazo de cana fue pretratado por una hidrolisis alcalina con H,O, (6% v/v)
en una relacion liquido: solido de 12:1 w/v, pH 11.5 con 10 M NaOH, por 37 h (Infanzén
et al., 2023) obteniendo bagazo de cafia deslignificado (BSd). La composicion del
residuo lignoceluldsico, celulosa, hemicelulosa y lignina fueron determinadas usando la

metodologia del National Renewable Energy Laboratory (NREL) (Sluiter et al., 2008).

2.3 ELECTROFORESIS DE LAS ENZIMAS CELULASAS

Para determinar la presencia de enzimas celulasas se realizo la electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), tal como lo describe
Laemmli (1970). El gel de separacién se realizd al 10% y al 12%, los pesos moleculares
que se pueden separar en geles de poliacrilamida a diferentes concentraciones. El gel

concentrador se preparo al 4%.

2.4 OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE CELULASAS

Mediante un disefio Box-Behnken se optimizo la produccion de celulasas con
tres variables y tres niveles, medio (0), alto (+1) y bajo (-1); bagazo de cafa deslignificado
(10, 20 y 30 g/L), tween 80 (01, 0.35y 0.6) y pH (4, 5y 6) el cual fue disefado con 12
combinaciones diferentes y tres puntos centrales, para tres respuestas actividad FPase,
BGL y CMCase. Los experimentos fueron realizados en triplicados. Posteriormente
mediante la funcion de deseabilidad se optimizd simultdneamente la actividad FPase,
CMCase y BGL, con la finalidad de encontrar el conjunto de condiciones que son dptimas

para todas las respuestas.
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25 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA B- GLUCOSIDASA,
ENDOGLUCANASA Y EXOGLUCANASA

La actividad B-glucosidasa es medida usando como sustrato p-Nitrofenil- B-
glucopirandsido (B-pNPG) (10 mM pNPG) en amortiguador de acetato de sodio 0.05 M
pH 5), a 50°C, durante 30 minutos. La reaccion consiste en poner el sustrato B-pNPG en
amortiguador de acetato de sodio (pH 5) con la enzima, incubar a la temperatura de 50°C
por 30 minutos. Después del periodo de incubacion, la reaccion es detenida al agregar
0.2Mde Na,CO, en unarelacion 1:2 Mezcla de la reaccion y Na,CO,. La cantidad de para-
nitrofenol (pNP) producido es medido a 400 nm (Singhania et al., 2011). De acuerdo con la
union internacional de bioquimica, una unidad de enzima (U) es definida como la cantidad
de enzima que se requiere para producir un umol de pNP por minuto bajo las condiciones
evaluadas en el ensayo. Las unidades de actividad B-glucosidasa son calculadas con la

ecuacion (1):

Abs final — c\ [df\ (1) /1000 pg\ [/ 1 pmol
U _ Y2
/m1) ( m ) ( v ) (t) ( 1mg J\139.1 g (Eq-)
Doénde:
m = pendiente de la curva estandar abs = absorbancia
¢ = intercepto df = factor de dilucion
V = volumen de la muestra en (mL) t = tiempo de reaccion (minutos)

La actividad endoglucanasa fue cuantificada por el método descrito por
Mandels et al. (1969). La mezcla de reaccion consiste en 0.5 mL de 1% CMC en un
amortiguador de acetato de sodio (pH 5) y 0.5 mL del extracto enzimatico, que se incuba
a una temperatura de 50°C por 30 minutos. Por el método de Miller et al. (1959) se
cuantificaron los azucares reductores usando acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) midiendo
absorbancia a 540 nm. Una unidad de actividad endoglucanasa se define como la
cantidad de enzima capaz de liberar 1 ymol de glucosa por minuto a pH (5.5 para A.
niger ITV02) y temperatura (50°C) establecidas en el ensayo. Las unidades de actividad

endoglucanasa fueron calculados con la ecuacion (2):

U _ (Abs final —c\ (df (1) (1000 pg (Eq.2)
= (L) (7)) ()
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Doénde:

m = pendiente de la curva estandar abs = absorbancia
¢ = intercepto df = factor de dilucion
V = volumen de la muestra (mL) t = tiempo de reaccion (minutos)

Actividad en papel filtro (FPasa) fue cuantificado de acuerdo a Ghose (Ghose,
T.K. 1987). Los azlcares reductores fueron cuantificados por el método DNS (Miller, G.L.
1959). Una unidad de FPasa fue definido como la cantidad de enzima requerida para
liberar 1 umol glucosa por min bajo las condiciones evaluadas (Prajapati et al., 2020). Las

unidades de papel filtro fueron calculados con la ecuacion (3):

U __ (Abs final—c) (ﬂ) (l) (1000 ug) ( 1 umol )
/m1 = ( m v/)\t/\ 1mg /\180.16ug (Eq.3)
Donde:
m = pendiente de la curva estandar; abs = absorbancia; ¢ = intercepto

df = factor de dilucion; V = volumen (mL); t = tiempo de reaccion (minutos)

2.6 FERMENTACION DEL HIDROLIZADO ENZIMATICO EN LA PRODUCCION DE
BIOETANOL 2G

La levadura S. cerevisiae ITV 01 fue usada para la fermentacion del hidrolizado
enzimatico. La levadura fue activada en un medio de cultivo que contenia 30 g/L glucosa,
1g/L de extracto de levadura, 2 g/L (NH,),SO,, 5 g/L of KH,PO, y 0.4 g/L MgSO,7H,0.
Un tamano de inoculo de 3 x 10¢ celulas/mL fue inoculado con un medio que contenia
50% de medio sintético y 50% de medio hidrolizado enzimatico, incubado por 12 h, 30°C
a 250 rpm, como una etapa de adaptacion, posteriormente, este fue vertido como inoculo
con un tamano de inoculo de 6x10° celulas/mL de S. cerevisiae ITV 01 en un medio de
cultivo que contenia el 100% de hidrolizado enzimatico a una concentracion de glucosa
de 48 g/L para la etapa de produccion de etanol. Todas las fermentaciones se llevaron
a cabo por duplicado a 30°C y 150 rpm, durante 24 horas. Los parametros obtenidos

fueron: productividad (Qp), rendimiento de etanol (,_,) y la eficiencia (% €) calculados a

Yp/s'
partir de las siguientes ecuaciones:

(Qp)= [P]max/tferm (Eq.4)
(Yp/s) =[P-P.J/[S,-S] (Eq.5)
(0/0 €)= Yp/s obt/ Yp/s teor (Eq6)
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Donde;

[P]

= la concentracion maxima de etanol obtenida (g/L)

max

tferm

Pf = Concentracion final de etanol (g/L)

P, = Concentracion inicial de etanol (g/L)
Sf = Concentracion final de sustrato (g/L)
S, = Concentracion inicial de sustrato (g/L)

Y, ot = RENdimiento optenido en el proceso (g/g)
Y

p/s teor

3 RESULTADOS Y DISCUSION

31 CARACTERIZACION DEL BAGAZO DE CANA

= El tiempo donde se obtuvo la maxima concentracion de etanol (h)

= Rendimiento tedrico de la produccién etanol = 0.51 (g/g)

El bagazo de cana deslignificado fue usado como fuente de carbono en la

produccion de celulasas por A. niger ITV 02 y caracterizado por NREL, cuya composicion

fue celulosa, hemicelulosa y lignina (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién de los residuos lignocelulésicos.

Residuos lignoceluldsicos Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Bagazo de cafa crudo 33.4 24.2 279
Bagazo de cafa con tratamiento alcalino 54.0 279 18.2

Como podemos observar después del pretratamiento alcalino la cantidad de

lignina disminuye, lo cual es un factor importante para facilitar la accion de las enzimas

a la matriz celulosa-hemicelulosa-lignina. Por otro lado, la concentracion de celulosa y

hemicelulosa aumenta, lo que conlleva a una mejor composicion de la matriz rica en estos

componentes, los cuales son la clave para la induccion de las celulasas.

3.2 IDENTIFICACION POR SDS-PAGE DE CELULASAS EN LOS EXTRACTOS
OBTENIDOS POR A. niger ITV 02 EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

En la Figura 1 se muestra el zimograma de los extractos crudos obtenidos de la

fermentacion sumergida de A. niger ITV 02 usando distintas fuentes de carbono: bagazo

de sorgo dulce deslignificado (BSDd), celulosa de bagazo de sorgo dulce (CBSD) y

carboximetilcelulosa (CMC).
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Figura 1. Gel SDS-PAGE (10%) y zimograma con CMC (0.2 % p/v) expresadas por A. niger ITV 02 durante la
fermentacion sumergida usando BSDd, CBSD y CMC.
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Se pueden observar que en los tres sustratos se expresan proteinas con actividad
celulasa, sin embargo, las bandas observadas en cada caso son distintas. En el caso del
BSDd se observa dos bandas de 50 kDa y 40 kDa mas pronunciadas, en comparacién con
la CBSD y CMC, estas dos bandas muestran un perfil similar. Sin embargo, el sustrato que
mostré una mayor actividad endoglucanasa fue el BSDd, seguido de CBSD y CMC. El peso
molecular de las enzimas celulasas varia dependiendo del microorganismo productor. Tao
et al. (2010) reportaron una endoglucanasa con peso molecular de 31 kDa producida por
A. glaucus XC9, usando como fuente de carbono bagazo de cafna, 30°C, 180 rpm. Por
otro lado, Naika et al. (2007) aisloé una endoglucanasa de peso molecular de 45 kDa de
A. aculeatus. Con respecto a las otras bandas observadas en el gel de peso molecular
de 55-85, se pueden tratar de enzimas B-glucosidasa y algunas endoglucanasas, que

mostraron actividad en el zimograma de CMC con pesos moleculares mayores a 50 kDa.

3.3 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE CELULASAS EN A. niger ITV 02

La composicidon del medio de cultivo es uno de los parametros mas importantes
que tiene efecto en el crecimiento y produccién de enzimas en microorganismos; el
efecto combinado de la composicidon y concentracion de sustrato, la fuente de nitrégeno,
concentracion de Tween 80 y el pH sobre la produccion de celulasas por Aspergillus niger

ITV 02 ha sido estudiado. En la Figura 2 se muestra la superficie de respuesta obtenida
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para la actividad FPasa, CMCasa y BGL, en funcion de la concentracion de sustrato (10 a
30 g/L), Tween 80 (01 a 0.6 %p/v) y pH (4 a 6). Podemos observar que concentraciones
intermedias (20 g/L) de BCD y bajas concentraciones de Tween 80 (0.1 % v/v) favorecen
la actividad FPasa. Mientras que la actividad BGL y CMCasa incrementa al aumentar la
concentracion de BCd (30 g/L) y del tween 80 (0.6% p/v).

Figura 2. Efecto de la concentracion de bagazo de caria, tween 80 y pH sobre la produccion de endoglucanasa (a),
B-Glucosidasa (b) y FPasa (c).

a) b)

Tween 80 (%P/V)*SB (g/L) pH*SB (g/L)

[ Tuween 80 %P/VSB

pH*Tween 80 (%P/V,

Tween 80 (%P/V
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Estos resultados muestran que al incrementar la concentracion de sustrato y la
adicion de tween 80 favorece la actividad celulasas. Li et al., (2019) evaluaron el efecto
de la concentracién de sustrato (Kraft hardwood pulp) en la produccién de celulasas por
T. reesei rut C-30 reportando que 40 g/L favorecio la actividad celulasas, sin embargo
al incrementar la concentracion de kraft hardwood pulp la actividad celulasa disminuyo
debido a la limitacion de la transferencia de masa a una mayor carga de sustrato.

Con la finalidad de favorecer la actividad celulasas sin que ninguna de estas se
vea afectada se uso la herramienta estadistica de la funcion de deseabilidad (d= 0.91)
para optimizar la actividad FPasa, CMCasa y BGL (Figura 3 y Tabla 2). se muestran las
condiciones optimas de concentracion de bagazo de cafa deslignificado, tween 80 y el
pH para la produccion de celulasas.

Figura 3. Condiciones optimas de concentracion de bagazo de cafa deslignificado, Tween 80 y el pH sobre la
produccion de celulasas, usando la funciéon de deseabilidad.
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Sustrato

La optimizacion mediante la funcién de deseabilidad permitié incrementar la

actividad FPasa y BGL dos veces mas con respecto al medio sin optimizar (Tabla 2).

Tabla 2. Optimizacién de produccién de celulasas usando un disefio Box-Behnken y la funcion de deseabilidad por

A. niger ITV 02.
Condiciones optimas Actividad (U/mL)
Actividad SB (g/L) T‘:f,:i'/‘f;o pH | FPase | CMCase | BGL
No optimizada 10 0 53 0.2 0.33 4.85
FPase 18.31 on 6.0 0.41 0.302 8.55
CMCase 29.99 0.58 4.0 018 0.42 10.3
BGL 2778 0.58 5.2 0.35 0.354 11.81
Con Desirabilidad 20.69 0.24 57 0.42 0.354 10.23
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En la Tabla 3 se puede observar como la fuente de carbono, el microorganismos
y condiciones de fermentacion influyen en la actividad celulasas. Infanzon et al. (2020)
reportaron una actividad BGL (0.41 U/mL) menor a la reportada en este trabajo, usando
una concentracion de 10 g/L de BSDd, cuando optimizaron las fuentes de nitrégeno (urea,
sulfato de amonio y el extracto de levadura). Estos autores observaron que al incrementar
la concentracion del extracto de levadura, la actividad disminuyo, sin embargo favorecio
el crecimiento de A. niger ITV 02. Por otro lado Vazquez-Montoya et al. (2020) usando
Penicillium funiculosum usando como sustrato celulosa comercial (10 g/L) reportaron una
actividad BGL de 0.401 U/mL, la concentracion y la fuente de carbono tienen un efecto

significativo en la expresion y produccion de enzimas celulasas.

Tabla 3. Efecto de las condiciones de fermentacion sumergida en la produccion de enzimas celulasas.

Condiciones de Fermentacion Actividad Enzimatica Referencia
(U/mL)
Microorganismo | Sustrato Tween
Tiempo SB
(h) (/L) 80 pH | FPase | BGL | CMCase
(%p/v)
. Este
A. niger ITV 02 BCSd 120 20.7 0.24 57 | 0417 | 10.23 0.354 .
trabajo
. Sirohi et al.
T. reesei QM9414 | Pea hulls 91 - - 50 | 0372 NR NR
(2019)
Infanzon-
A nigerITVO2 | BSDd 50 10.0 - 55| NR | NR | 0072 Rogt”gluez
(2020)
P. funiculosum Vazquez-
Avicel 168 10.0 - 4.0 | 0.206 | 0401 0.606 Montoya et
al. (2020),
) De castro
T harzianum BC 96 75 0092 | 0701 | 0551 etal,
(10C-4038) cellulignin (2010)

3.4 PRODUCCION DE BIOETANOL 2G A PARTIR DE UN HIDROLIZADO ENZIMATICO
DE A. niger ITV 02

El extracto enzimatico obtenido fue usado para hidrolizar el bagazo de cana de
azucar previamente tratado con acido sulfurico y peréxido de hidrogeno. La concentracion
inicial de glucosa en el hidrolizado enzimatico fue de 48 g/L, el cual fue fermentado por
S. cerevisiae ITVO1, alcanzando una concentracion de 22 g/L de etanol a las 14 h, un
) de 0.46 g/g, una productividad de 1.6 g/Lh y una eficiencia de 90.77%.

Los parametros obtenidos demuestran que la produccion de bioetanol 2G usando un

rendimiento (Yp/s

hidrolizo enzimatico de bagazo de cana a partir de A. niger ITV 02 es un proceso viable.
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4 CONCLUSIONES

A niger ITV 02 es un hongo potencial para la produccion de enzimas celulasas,
principalmente BGL. El extracto enzimatico tiene la capacidad de hidrolizar los residuos
lignoceluldsicos, para su aplicacion en la produccion de bioetanol 2G. Con la funcion de
deseabilidad se optimizo la concentracion de bagazo de cafa, Tween 80 y pH con la
finalidad de favorecer la actividad exoglucanasa, endoglucanasa y b-glucosidasa que

actuan sinérgicamente en la hidrolisis enzimatica de los residuos lignoceluldsicos.
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