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SUMMARY

Background. Sugarcane (Saccharum officinarum L.) is one of the main crops in Mexico; during the harvest 2021-
2022, 54.6 million tons of raw milled sugarcane were industrialized, ranking sixth in production worldwide. However,
during processing, several products and co-products are generated, including sugarcane bagasse, that is used to produce
electricity by combustion, converting nearly 25% of its weight into greenhouse gases and generating environmental
problems. For this reason, it is necessary to design processes aligned with the axes of sustainable development
(environmental, social and economic) to promote valorization and diversification. Objective. To determine the effect
of two pretreatments on the enzymatic saccharification of sugarcane bagasse for its subsequent conversion to
bioethanol. Methodology. The production of enzymatic extracts by solid state fermentation (SSF) was carried out
using sugarcane bagasse as support-substrate and autochthonous fungal strains as inoculum. For the enzymatic
saccharification the sugarcane bagasse was pretreated with hydrogen peroxide and microwaves, for the hydrogen
peroxide pretreatment the variables time (1, 3 and 6 h), ratio mL of peroxide per gram of bagasse (16. 6:1, 33.3:1 and
100:1), temperature (26, 50 and 70°C) and peroxide concentration (1, 3 and 5%); and for microwave pretreatment the
variables microwave power (p30, p50 and p80) and time (5 and 10 min) were evaluated. For the enzymatic
saccharification, enzymatic extracts produced by SSF and bagasse pretreated with hydrogen peroxide were used.
Finally, fermentable sugars obtained from the enzymatic saccharification of sugarcane bagasse were used as a unique
carbon source in alcoholic fermentation system. Results. The SSF results showed the presence of cellulase (2 U/g) and
xylanase (61 U/g) activity. On the other hand, the results of pretreatment of sugarcane bagasse with hydrogen peroxide
indicated that the best conditions were 100 mL of 3% hydrogen peroxide per gram of sugarcane bagasse at 50°C, while
the best conditions of microwave pretreatment were 50p for 5 minutes. The enzymatic saccharification of sugarcane
bagasse showed a maximum yield of reducing sugars when the sugarcane bagasse was pretreated with hydrogen
peroxide, obtaining 0.41 g/g. Finally, the maximum ethanol concentration (4.32 g/L) was obtained after 48 hours of
fermentation with commercial Saccharomyces cerevisae. Implications. The sugar agroindustry in Mexico is limited
to the production of sucrose and ethanol, being necessary a sustainable productive diversification. Conclusions. The
isolation of autochthonous fungal strains allowed the production of cellulases and xylanases by solid fermentation with
adequate specificity to hydrolyze/saccharify pretreated sugarcane bagasse and its subsequent conversion to ethanol.
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RESUMEN
Antecedentes. La cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.) es uno de los principales cultivos en México, tan solo,
durante la zafra 2021-2022, se industrializaron 54.6 millones de toneladas de cafia bruta molida, posicionandose como
el sexto lugar en produccion a nivel mundial. Sin embargo, durante el procesamiento se generan diversos productos y
coproductos de los cuales se destaca el bagazo de cafia, que en su mayoria se destina a la produccion de energia eléctrica
mediante combustion, convirtiendo cerca del 25 % de su peso en gases de efecto invernadero generando problemas
ambientales. Por esta razon, es necesario disefiar procesos alineados a los ejes del desarrollo sustentable (ambiental,
social y econémico) para impulsar la valorizacién y diversificacion. Objetivo. Determinar el efecto de dos
pretratamientos sobre la sacarificacion enzimatica de bagazo de cafia de azlcar para su posterior conversion a
bioetanol. Metodologia. Se realiz6 la produccion de extractos enzimaticos por fermentacion en estado sélido (FES)
utilizando bagazo de cafia como soporte-sustrato y cepas flngicas autéctonas como inéculo. Para la sacarificacion
enzimatica el bagazo de cafia fue pretratado con perdxido de hidrégeno y microondas, para el pretratamiento con
perdxido de hidrégeno se evaluaron las variables tiempo (1, 3 y 6 h), relacion mL de peroxido por gramo de bagazo
(16.6:1, 33.3:1y 100:1), temperatura (26, 50 y 70°C) y concentracion del peréxido (1, 3 y 5%); y para el pretratamiento
con microondas se evaluaron las variables potencia de las microondas (p30, p50 y p80) y tiempo (5y 10 min). Para la
etapa de sacarificacion enzimatica fueron utilizados extractos enzimaticos producidos por FES y bagazo pretratado
con perdxido de hidroégeno. Por ultimo, los azlcares fermentables obtenidos de la sacarificacién enzimatica de bagazo
de cafia fueron empleados como Unica fuente de carbono en un sistema de fermentacion alcohdlica. Resultados. Los
resultados de la FES mostraron la presencia de actividad celulasa (2 U/g) y xilanasa (61 U/g). Por otro lado, los
resultados del pretratamiento de bagazo de cafia con perdxido de hidrégeno indicaron que las mejores condiciones
fueron 100 mL de perdxido de hidrogeno al 3% por cada gramo de bagazo de cafia a 50°C, mientras que, las mejores
condiciones del pretratamiento con microondas fueron 50p por 5 minutos. La sacarificacion enzimética de bagazo de
cafia presento un rendimiento de azUcares reductores maximo cuando el bagazo de cafia fue pretratado con peréxido
de hidrégeno obteniendo 0.41 g/g. Por Gltimo, la concentracién maxima de etanol (4.32 g/L) fue obtenida tras 48 horas
de fermentacion con Saccharomyces cerevisae comercial. Implicaciones. La agroindustria azucarera en México se
limita a la produccion de sacarosa y etanol siendo necesaria una diversificacion productiva sustentable. Conclusiones.
El aislamiento de cepas flngicas autéctonas permitio la produccidn de celulasas y xilanasas por fermentacién en medio
solido con especificidad adecuada para hidrolizar/ sacarificar bagazo de cafia de azlcar pretratado y su posterior
conversion a etanol.
Palabras clave: Agroindustria de la cafia de azlcar; valorizacién de biomasa; fermentacion en medio sélido; hidrélisis
enzimaética; bioprocesos.
INTRODUCCION invernadero (Kumar et al., 2021). Sin embargo, es un
coproducto al cual se le puede dar valor agregado a

El cultivo de cafia de azucar (Saccharum officinarum
L.) es uno de los cultivos mas importantes en México,
en lo que respecta a su produccion, durante la zafra
2021-2022 fueron industrializadas 54.6 millones de
toneladas de cafia bruta, lo que representa el sexto
lugar en produccién de cafia de azucar a nivel mundial
(CONADESUCA, 2023), demostrando la importancia
econdmica para el pais. Sin embargo, durante la
industrializacién se generan coproductos como la
vinaza, cachaza, melaza, residuos de cosecha o el
bagazo, que no son valorizados adecuadamente o se
hace un uso inadecuado de los mismos, generando
problemas al medio ambiente. Aunado a esto, en
Meéxico, la industrializacion de la cafia de azlcar se
centra en la produccion de sacarosa (azlcar refinada),
dando menor importancia a productos y coproductos,
los cuales pueden ser valorizados y con esto detonar la
diversificacion de esta agroindustria (Aguilar-Rivera
et al., 2017).

En México, el bagazo de cafia es uno de los principales
coproductos generados en la agroindustria azucarera y
es utilizado principalmente para producir electricidad
y vapor de alta presion a través de la combustion, lo
qgue resulta en la emisién de gases de efecto

gran escala e impulsar la diversificacion productiva y
con ello disminuir los problemas del medio ambiente.
Es una materia prima barata que, debido a que esta
compuesta por celulosa (32-35 %), hemicelulosa (20-
32 %), lignina (17-32 %) y cenizas (1-9 %) puede ser
utilizada para diversos objetivos como son la
produccion de electricidad, enzimas, azlcares Yy
biocombustibles como el bioetanol (Wu et al., 2020).
El bioetanol es el biocombustible con una demanda
alta y en crecimiento, debido a esto la produccion
también a aumentado afio con afio, en 2018, la
produccion mundial ascendié a los 110 mil millones
de litros, sin embargo, es necesario el desarrollo de
procesos  viables tanto  tecnologica  como
econdmicamente, en los que se aproveche de forma
sostenible el carbono contenido en la biomasa (Dincer,
2018), y en este sentido el bagazo de cafia es una buena
opcion. Sin embargo, para la produccion de bioetanol
son necesarias tres etapas: 1) Pretratamiento, 2)
hidrélisis de la biomasa y 3) fermentacion (Su et al.,
2020).

El objetivo de los pretratamientos es el
reblandecimiento de la estructura recalcitrante de la
biomasa, para que, en el caso particular de la hidrélisis
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enzimatica, estén disponibles los sustratos (celulosa y
hemicelulosa), se disminuya el contenido de lignina y
aumente la eficiencia en la etapa de hidrolisis (Sheng
et al., 2021). Este proceso puede ser logrado a través
de diferentes métodos, como la decristalizacion, la
solubilizacion de la hemicelulosa, o la modificacion de
la estructura de la lignina (Bychkov et al., 2019). Por
esta razon, se han investigado diferentes tecnologias
de pretratamiento con el fin de mejorar la eficiencia de
la conversién de la biomasa lignoceluldsica. En ellos
se incluyen técnicas mecanicas, bioldgicas, alcalinas,
con &cidos diluidos, pretratamiento por explosion con
fibras de amonio, tratamientos hidrotérmicos
(vaporizacién, agua caliente), entre otras (Sankaran et
al., 2020). Sin embargo, el pretratamiento de la
biomasa  lignocelulésica  utilizando  enfoques
tradicionales requiere altas temperaturas y un alto
consumo energético, lo que ha generado un interés
cada vez mayor en el desarrollo de tecnologias mas
eficientes en términos energéticos, tales como el
pretratamiento con microondas (Haldar y Purkait,
2021) y el pretratamiento con perdxido de hidrégeno
alcalino (Niju et al., 2020), y que a su vez, reduzcan la
produccion de inhibidores enzimaticos, por ejemplo el
furfural (Niju y Swathika, 2019).

Por Gltimo, la hidrolisis enzimética, también conocida
como sacarificacion enzimatica, es un proceso clave
gue tiene como objetivo liberar monosacaridos, o
azucares fermentables, a partir de la celulosa y la
hemicelulosa (Kucharska et al., 2020). Estos
monosacaridos son la principal fuente de carbono para
la produccién de etanol (Lukajtis et al., 2018), por lo
gue esta etapa resulta fundamental en la obtencién de
biocombustibles a partir de residuos agricolas como el
bagazo de cafia. Sin embargo, el uso de enzimas
encarece los procesos de sacarificacién, ya que por lo
general para realizar estos estudios se utilizan enzimas
comerciales de alto costo. Sin embargo, una
alternativa son microorganismos presentes en la
biomasa lignocelulésica, que generalmente tienen la
capacidad de producir enzimas hidroliticas (Vazquez-
Montoya et al., 2020) que pueden ser explotados en
sistemas de FES utilizando residuos o sustratos baratos
que pueden ser aprovechados y valorizados (Moran-
Aguilar et al., 2021). Es por esto, que el objetivo del
presente trabajo fue producir enzimas hidroliticas
utilizando bagazo de cafia como soporte/sustrato por
FES utilizando una cepa fungica de Trichoderma sp.
para la sacarificacion de bagazo de cafia y su posterior
conversion a etanol.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico
Para la produccion de enzimas hidroliticas por FES se

aislaron cepas flngicas a partir de bagazo (Ingenio
azucarero local) y hoja de cafia de azucar (Colegio de
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Postgraduados, Campus Cordoba). La estrategia de
aislamiento consistio en colocar muestras en una
camara himeda a 30°C por 7 dias, una vez que era
visible el crecimiento de cepas flngicas fueron
transferidas a cajas petri que contenia agar
cloranfenicol, rosa de bengala y dicloran (DIFCO®),
las cepas seleccionadas fueron transferidas por la
técnica de punta de hifa en cajas Petri con el mismo
medio y fueron mantenidas a 30°C durante 5 dias
(Afolabi et al., 2020; Martinez-Salgado et al., 2021).
Por dltimo, una vez aisladas las cepas fueron
transferidas a cajas petri que contenian agar papa
dextrosa (APD) (Lacerda et al., 2018). Las cepas
fueron caracterizadas de acuerdo con  sus
caracteristicas macroscopicas-microscépicas (Savin-
Molina et al., 2021) y fueron conservadas por
liofilizacion en leche descremada al 10%. Por otro
lado, la levadura utilizada en la fermentacion
alcohdlica fue la cepa comercial de Saccharomyces
cerevisiae.

Determinacion cualitativa de cepas fangicas para
producir enzimas hidroliticas

Para evaluar cualitativamente el potencial para la
produccion de celulasas, fueron inoculados discos
miceliales (5 mm) en cajas petri que contenian (% p/v)
agar 1.5, Carboximetil celulosa (CMC) 0.2 , NaNOs
0.2, K;HPO,4 0.1, MgS040.05, KCI 0.05, y peptona
0.2 (Arana-Cuenca et al., 2019; Kasana et al, 2008) y
mantenidas a 30 °C durante tres dias, para finalmente
revelar el halo de actividad con solucién rojo Congo al
1 % realizando lavados con NaCl (1 M) (Herrera,
2003; Soria-Norofia y Lépez-Almeida, 2020). Para la
deteccion de actividad xilanasa se siguié el mismo
procedimiento descrito para la actividad celulasa,
Unicamente en el medio de cultivo fue sustituida la
CMC por xilano de abedul (XA) (Arana-Cuenca et al.,
2019; Kasana et al, 2008). Adicionalmente, con el
objetivo de conocer que cepa pudiera tener mejor
capacidad para producir enzimas hidroliticas por FES,
se determing el indice de potencia (IP), de acuerdo con
la siguiente ecuacion (Soria-Norofia y Lopez-Almeida,
2020):

Ip = Diametro del Halo de Hidrélisis

Diametro de la Colonia

Fermentacion en estado sélido

Para la produccion de xilanasas y celulasas por FES el
bagazo de cafia de azucar que se utiliz6 como soporte-
sustrato fue lavado con agua fria y secado a 50°C por
24 h en un horno, seguido de un tamizado con un tamiz
de malla 16 (1.1 mm) recuperando la fraccidn retenida
en el tamiz. El bagazo tamizado fue impregnado con
20 mL de H2SO4al 1 % (v/v) por cada gramo de bagazo
y mantenido por 30 min, el bagazo fue neutralizado
con NaOH al 1 M y secado en horno a 50°C hasta
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alcanzar un porcentaje de humedad constante (inferior
al 10 % en promedio) (Figueroa-Torres et al., 2020).

La FES se llevd a cabo con 2.5 g de bagazo de cafa
pretratado ajustado a 70 % de humedad y una
concentracion de inoculo de 2x107 esporas/g de
soporte, utilizando como sistema recipientes de cristal
de 100 mL de capacidad con geometria uniforme. El
porcentaje de humedad fue ajustado impregnando el
sustrato con el medio Pontecorvo que contenia (g/L):
1.8 (NH4)2SOs4, 0.5 urea, 0.5 KH,PO4, 0.2 KCI, 0.2
MgSQO4-7 H2O y 0.3 mL/L de elementos traza (mg/L):
100 Na;B407:10H,0, 50 MnCl; 4H,0, 50
NazMo04-2H;0, 250 CuSO4-5H,0, 85 FeCls, y 100
ZnSO4. La FES se realiz6 a 30 °C por 96 h en una
camara himeda (Arana-Cuenca et al., 2019).

Las enzimas fueron recuperadas de acuerdo con la
metodologia descrita por Arana-Cuenca et al.
(ibidem), por cada gramo de sustrato fermentado se
agregaron 20 mL de agua purificada, la mezcla fue
agitada durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla fue filtrada al vacié y
centrifugada a 10,000 rpm por 15 min a 4°C, el
sobrenadante considerado como extracto enzimatico
fue recuperado y mantenido en congelacion (-72°C),
hasta su uso para la determinacion de la actividad
enzimatica y/o sacarificacion enzimatica.

Actividad enzimatica

La actividad Celulasa fue determinada mezclando 0.1
mL de extracto enzimatico con 0.9 mL de una solucion
al 0.25 % (p/v) de carboximetil celulosa sodica
(SIGMA®) en solucién amortiguadora citratos pH 5.5
0.1 M. La mezcla fue mantenida a 40°C por 15 min, la
reaccion fue detenida agregando 1 mL de solucién de
acido 3,5-Dinitrosalicilico (SIGMA®), la absorbancia
fue determinada a 575 nm de acuerdo con la
metodologia reportada por Miller (1959), utilizando
una curva patrén con glucosa (SIGMA®). La actividad
xilanasa fue determinada mezclando 0.1 mL de
extracto enzimatico con 0.9 mL de una solucién al 0.25
% (p/v) de Xilano de abedul (SIGMA®) en solucién
amortiguadora citratos pH 5.5 0.1 M. La mezcla fue
mantenida a 40°C por 15 min, la reaccion fue detenida
agregando 1 mL de solucion de acido 3,5-
Dinitrosalicilico (SIGMA®), la absorbancia fue
determinada a 575 nm de acuerdo con la metodologia
reportada por Miller (1959), utilizando una curva
patron con xilosa (SIGMA®). Una unidad celulasa y
xilanasa (U) fue definida como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 pmol de azlcares reductores
(glucosa y xilosa, respectivamente) por minuto. Las
actividades enziméticas fueron reportadas como
unidades por gramo de sustrato seco (U/gss)
(Figueroa-Torres et al., 2020; Kumar y Shukla, 2018).
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Pretratamiento con microondas y peroxido de
hidrogeno

Para evaluar el efecto del pretratamiento con
microondas sobre la sacarificacion enzimaética, el
bagazo de cafia fue lavado, secado y tamizado (tamafio
de particula < 0.5 mm, malla 30), posteriormente se
agregaron 20 mL de agua destilada por gramo de
bagazo de cafia. El tratamiento con microondas se
realizé con el bagazo hiumedo irradiando por 5y 10
min a tres potencias (p) 30, 50 y 80 en un microondas
comercial (General Electric®) (Kainthola et al., 2019;
Ma et al., 2009).

Para evaluar el efecto del pretratamiento con peréxido
de hidrégeno sobre la sacarificacion enzimatica, el
bagazo de cafia fue lavado, secado y tamizado (tamafio
de particula < 0.5 mm, malla 30). Las variables fueron
evaluadas en tres niveles: bajo, medio y alto. El
tratamiento se inicié con una relacién mL de perdxido
por gramo de bagazo de 33.3:1, temperatura de 26 °C,
y por 1, 3y 6 h. Una vez establecido el tiempo de
pretratamiento méas adecuado fue evaluado el efecto de
la relacion mL de per6xido por gramo de bagazo
(16.6:1, 33.3:1 y 100:1) a 26 °C y concentracion del
peréxido de hidrdgeno 3% (v/v). Posteriormente se
realiz6 el tratamiento a tres temperaturas 26, 50 y 70°C
a las condiciones de tiempo y relacion de
peréxido:bagazo fijadas anteriormente y una
concentracion del peréxido de hidrogeno 3% (v/v). Por
altimo, se evaluaron tres concentraciones de peroxido
de hidrogeno 1, 3 y 5% a las condiciones determinadas
anteriormente.

Después de los pretratamientos se realizd una
extraccion agregando 20 mL de agua destilada por
cada gramo de bagazo, la mezcla fue agitada por 5 min
y centrifugada a 10 000 rpm a 4°C, a la fraccién soluble
se le determind azucares totales por el método fenol/
sulfirico (Basar et al., 2021; Meléndez-Hernandez et
al., 2021).

Sacarificacion enzimdtica de bagazo de cafia
pretratado

La sacarificacién enzimética fue realizada agregando
50 mg de bagazo pretratado a 10 mL de solucién
amortiguadora de citratos 0.1 M pH 5.5 agregando la
cantidad de extracto enzimatico equivalente a 36 U por
gramo de bagazo, la mezcla de reaccion fue mantenida
a 150 rpm y 40 °C por 48 h. Transcurrido el tiempo,
fueron cuantificados los azucares reductores por el
método DNS (Miller, 1959), utilizando una curva
estandar de glucosa. Todos los experimentos
incluyeron sistemas control, en los cuales el extracto
enzimatico fue sustituido por agua estéril.
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Fermentacidn alcohélica

La fermentacién alcohdlica se realiz6 utilizando un
medio de cultivo que contenia (g/L): 1 extracto de
levadura, 10 azucares fermentables obtenidos de la
sacarificacion enzimatica de bagazo, 2 NHsSOa, 2
MgSO4 7H,0, ajustando la levadura comercial a una
concentracion de 1 x 108 células por mililitro de medio
de cultivo. La fermentacion fue realizada a 150 rpm y
30°C por 48 h. El caldo fermentado obtenido fue
centrifugado a 10,000 rpm a 4°C por 15 min, el
sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de
0.45 um y resguardado para la cuantificacién de etanol
y azUcares reductores (Figueroa-Torres et al., 2020).

Cuantificacion de etanol y azlcares reductores
residuales

El etanol fue cuantificado por el método
espectrofotométrico de dicromato de potasio reportado
por lsarankura-Na-Ayudhya et al. (2007), usando
solucién 0.1 M de dicromato de potasio (HYCEL®) en
cido sulfarico 5 M. La reaccion fue llevada a cabo
mezclando 300 pL de las muestras a analizar, con 3
mL de solucién de dicromato, la mezcla fue
mantenidas a temperatura ambiente por 30 min y la
absorbancia fue medida a 600 nm. La concentracion de
etanol fue calculada usando una curva con etanol como
estandar. Asimismo, los azlcares reductores
residuales, presentes en las muestras de la
fermentacién, fueron cuantificados con el método de
azucares reductores DNS (Miller, 1959).

Disefio experimental y Analisis estadistico

Para los experimentos de pretratamiento vy
sacarificacion enzimatica, se emple6 un disefio
completamente al azar, con tres réplicas por cada
tratamiento. Los datos relativos al efecto del
pretratamiento con peréxido de hidrégeno que
cumplieron los supuestos de normalidad vy
homogeneidad de varianza fueron sometidos a un
analisis de la varianza (ANOVA) utilizando el
programa RStudio version 2022.12.0+353. Las medias
se compararon mediante la prueba de Tukey con una
significancia del 5%. Los resultados que cumplieron
con el supuesto de normalidad, pero no cumplieron el
supuesto de homogeneidad de varianza (microondas y
sacarificacion), se sometieron a la prueba de Brown-
Forsythe con test de comparaciones multiples de
Games-Howell utilizando el software RStudio.

Para verificar el supuesto de normalidad se empleé la
prueba de Shapiro-Wilk con un intervalo de confianza
de 95%. Para verificar el supuesto de homogeneidad
de varianza se emple6 la prueba de Bartlett con un
intervalo de confianza de 95%, ambas pruebas se
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realizaron utilizando el software Rstudio. El supuesto
de independencia se verificd aleatorizando la
aplicacion de los tratamientos a las unidades
experimentales, ya que estos tratamientos solo tienen
efecto sobre la unidad experimental en cuestién y no
intervienen de ninguna manera sobre los resultados de
las demas muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de cepas fungicas

De las muestras de bagazo y hoja de cafia de azUcar se
lograron aislar dos cepas flngicas, una de cada
muestra, ambas mostraron caracteristicas
macroscopicas  similares:  desarrollo  micelial
algodonoso de color amarillo, una coloracion del
medio de cultivo amarilla-café y la presencia de
conidios amarillos-verdes después de 5 dias, tal y
como se puede observar en la figura 1 a y b. Las
caracteristicas macroscopicas de los aislados fungicos
corresponden a las caracteristicas reportadas para
especies del género Trichoderma, por lo cual es
posible que pertenezcan a este género (Asis et al.,
2021; Zin y Badaluddin et al., 2020).

Asi mismo, las cepas flingicas fueron caracterizadas
microscopicamente, los resultados mostraron conidios
globosos nacidos en racimos, fialides en forma de
botella alargada, y conidiéforos ramificados para
ambas cepas, tal y como se puede observar en la figura
1 ¢y d. Los resultados son similares a los reportadas
por diversos autores para el género Trichoderma (Asis
et al.,, 2021; Barnett y Hunter, 1972; Naher et al.,
2021), particularmente para especies como T. Reesei,
T. Harzianumy T. Viride. Por lo que, las cepas aisladas
en el presente trabajo pueden pertenecer a este género,
asimismo, Mendoza-Infante et al. (2022) y Rukmana
et al. (2020) reportaron la presencia del género
Trichoderma en paja y bagazo de cafia de azUcar
reforzando el resultado obtenido.

La capacidad de produccién de enzimas hidroliticas se
determina por presencia de zonas claras alrededor de
las colonias despueés del revelado con rojo Congo, este
colorante interacciona con los polisacéaridos unidos por
enlaces f§ 1-3, (Matos et al., 2018), debido a esto en las
zonas donde los sustratos fueron hidrolizados por las
enzimas, el colorante no forma el complejo, generando
una zona transparente que es conocida como halo de
hidrolisis. La estrategia ha sido utilizada por diversos
autores para la seleccion de cepas productoras de
enzimas celulasas y Xilanasas para sistemas de FES
(Arana-Cuenca et al., 2019; Gordillo-Fuenzalida et al.,
2019; Ire et al., 2018), y fermentacion sumergida (Abd
Elrsoul y Bakhiet, 2018; Saroj et al., 2018; Vazquez-
Montoya et al., 2020).
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Figura 1. Caracterizacion de cepas fungicas aisladas de bagazo de cafia y hojas de cafia de az(car: a) macroscoépica,
b) microscopica; caracteristicas de cepa aislada de hoja de cafia de azlcar: ¢) macroscépica, d) microscopica.

Figura 2. Halos de hidrélisis producto de la actividad hidrolitica. Cepa aislada de bagazo de cafia: a) actividad
celulasa, b) actividad xilanasa; cepa aislada de hoja de cafia: ) actividad celulasa, d) actividad xilanasa.
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Por otro lado, con el objetivo de seleccionar la cepa
que pudiera presentar un mayor potencial para la
produccion de celulasas y xilanasas por FES, fue
determinado el indice de potencia de las cepas. Los
resultados de la tabla 1 son indicativo de que la cepa
aislada de hojas de cafia produce una mayor cantidad
de xilanasas y celulasas por FES ya que el IP
demuestra la relacién entre su produccion y el
crecimiento micelar, demostrando una expresion de
actividad de hidrolitica extracelular, (a mayor IP
mayor actividad hidrolitica). Ademas, autores como
Florencio et al. (2012) demostraron que cepas con un
IP mayor, obtenido en pruebas en caja Petri, también
presentaron una mayor actividad enzimatica en
sistemas de FES, por lo tanto, la cepa aislada de bagazo
de cafia fue utilizada en la FES para la produccion de
enzimas hidroliticas.

Produccion de xilanasas y celulasas por
fermentacion en estado solido

Los resultados de la produccion de celulasa y xilanasas
por FES utilizando la cepa Trichoderma sp. aislada de
hoja de cafia de azlcar, mostraron que ambas
actividades maximas fueron obtenidas después de 48 h
de fermentacién, obteniéndose 2.07 U/gss para la
actividad celulasa y 61.62 U/gss para la actividad
xilanasa, tal y como se puede observar en la figura 3.

Los resultados muestran que las actividades
enziméticas aumentan hasta llegar al maximo después
de 48 h de FES y se mantienen constantes hasta las 72
h para posteriormente disminuir. EIl tiempo de méaxima
actividad enzimatica reportado en el presente trabajo
es inferior al reportado para la produccion xilanasas y
celulasas (72 h) por A. niger en FES utilizando bagazo
de cafia como soporte, sin embargo, los titulos de
actividad celulasa obtenidos fueron inferiores 14.9 U/g
para la actividad celulasa, mientras que los obtenidos
para la actividad xilanasa (26.1 U/g) fueron superiores
(Rodriguez-Zufiiga et al., 2014). Asimismo, Moran-
Aguilar et al. (2021) reportaron que la maxima
actividad celulasa (1.12 U/gss) y xilanasa (1365 U/gss)
fue obtenida después de 120 h de fermentacion cuando
se utiliz6 bagazo de cafia de azlcar como sustrato y la
cepa A. niger, este tiempo es mayor al obtenido en el
presente trabajo para la mayor expresion de actividad
enzimatica. Asi mismo, la actividad celulasa (2.07

Tabla 1. indice de potencia para las cepas aisladas.
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U/gss) obtenida en el presente trabajo fue mayor a lo
reportado por el mismo autor. Por otro lado, en menor
tiempo se obtuvieron actividades enzimaticas mayores
a lo reportado por autores como Figueroa-Torres et al.
(2020) para la produccion de estas mismas enzimas en
donde obtuvieron 2 y 42 U/ gss para la actividad
celulasa y xilanasa respectivamente, con una cepa del
género Trichoderma, sin embargo, es importante
mencionar que el sustrato utilizado fue lirio acuatico y
un sistema de columna empacada con aireacion
constante. Por lo tanto, las actividades enzimaticas
obtenidas en el presente trabajo se pueden considerar
adecuadas para la hidrolisis enzimatica de bagazo de
cafa de azucar.

Pretratamiento con microondas y peroxido de
hidroégeno

Los resultados de los pretratamientos con peroxido de
hidrégeno que se muestran en la tabla 2 indican que las
variables mas importantes para el pretratamiento con
peréxido de hidrogeno son el tiempo de reaccion y la
concentracion de perdxido utilizada, ya que, en ambos
tratamientos se muestran diferencias significativas
entre los niveles de tratamiento. Por otro lado, la
relacion peroxido: bagazo y la temperatura no
mostraron  diferencias  significativas en la
concentracion de azlcares totales obtenidos. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo difieren de
lo reportado por Basar et al. (2021), quienes
obtuvieron una mayor solubilizacion de azUcares
empleando 13.33 mL/g (Peréxido de hidrégeno
alcalino/pasto varilla), en comparaciéon con el
pretratamiento con 14.28 mL/g, evidenciando un
efecto significativo de la relacion perdxido:bagazo
sobre la solubilizacion de azlcares. No obstante, es
relevante sefialar que la composicidn del pasto difiere
de la composicion del bagazo de cafia de azUcar (Basar
etal., 2021; Wu et al., 2020). Debido a que el objetivo
del pretratamiento con peréxido de hidrégeno fue
ablandar los componentes recalcitrantes del bagazo de
cafia de azUcar para facilitar la sacarificacion
enzimética, se decididé continuar la experimentacion
con el bagazo de cafia de az(car pretratado por 6 horas
con 100 mL de peréxido de hidrogeno al 3 % por cada
gramo de bagazo a 50 C, que libero 0.330 g azucares
totales por cada gramo de bagazo.

Origen de la Diametro colonia Diametro del halo IP+Error
Fuente de carbono AR .
cepa de hidrélisis (cm) Estandar
Carboximetil celulosa BC 3 0.95 +0.010
HC 2.31 0.99 + 0.025
Xilano de abedul BC 3.63 0.92 +0.024
HC 3.26 1.04 +0.011

BC: Bagazo de cafia, HC: Hojas de cafia, IP: Indice de potencia. Nota: datos promedio de 3 repeticiones.
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Figura 3. Perfil de actividad celulasa y xilanasa por Trichoderma sp. aislada de hoja de cafia de

fermentacién en estado sélido.

azlcar en

Tabla 2. Azucares totales (mg azucar/g bagazo) liberados en el pretratamiento de bagazo de cafia con peroxido

de hidrégeno en distintas condiciones.

. Nivel
Variable Control Bajo Medio Alto
Tiempo de reaccién 0.053+0.0014 0.115+0.006°¢ 0.151+0.003° 0.180+0.0172
Relacion peroxido: bagazo 0.048+0.003° 0.173+0.031° 0.184+0.029? 0.239+0.055?
Temperatura® 0.087+0.007° 0.288+0.015? 0.330+0.0412 0.410+0.153?
Concentracion de peréxido 0.046+0.005¢ 0.119+0.007°¢ 0.205+0.016° 0.261+0.0202

*Los valores representan la media+DE (Desviacidn estandar). Las medias con letras distintas por columna son estadisticamente

diferentes (Tukey, p < 0.05 y *Games Howell, < 0.05).

Asimismo, los resultados de los pretratamientos con
microondas no mostraron diferencias estadisticamente
significativas ni a las diferentes potencias, ni a los
diferentes tiempos de tratamiento, en cuanto al
contenido de azUcares totales, sin embargo, debido a
que el objetivo de los pretratamientos es ablandar las
estructuras recalcitrantes mediante la modificacién de
la lignina, hemicelulosa y celulosa, asi como
solubilizar otros compuestos organicos como
proteinas, carbohidratos y lipidos el pretratamiento con
microondas puede impactar en la reduccion del indice
de cristalinidad asi como el grado de polimerizacién de
la celulosa (Hoang et al., 2021), lo cual puede impactar
sobre la eficiencia de la sacarificacion enzimatica en
muestras de biomasa lignocelulésica, por lo que el
efecto real de estos pretratamientos se reflejara en el
ensayo de sacarificacién enzimética, esto para ambos
pretratamientos, en este caso se decidié sacarificar
enziméaticamente el bagazo pretratado a una potencia
de 50 por 5 minutos.

10

Sacarificacion enzimatica de bagazo de cafa
pretratado

Los resultados de la sacarificacion de bagazo de cafa
utilizando los extractos enziméticos producidos por
FES utilizando Trichoderma sp. aislada hoja de cafia
de azlcar mostr6 que el pretratamiento con peréxido
de hidrégeno fue el mejor pretratamiento para la
sacarificacion enzimatica en comparacion con el
pretratamiento con microondas (Figura 4). La
concentracion de azlcares fermentables obtenida del
pretratamiento con peroxido de hidrogeno fue de 2.07
g/L con un rendimiento de 0.41 g de azlcares
reductores por gramo de bagazo seco sacarificado. Por
otro, lado, la concentracién obtenida de azucares
reductores después del pretratamiento con microondas
fue de 0.385 g/L con un rendimiento de 0. 077 g de
azucares reductores por cada gramo de bagazo, esta
concentracion de azucares reductores fue menor a la
obtenida con el bagazo sin pretratar que fue de 0.540
g/L con un rendimiento de 0.081 g de azucares
reductores por cada gramo de bagazo. Dicho resultado
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pudo deberse a que el tratamiento con microondas
genero compuestos que pueden inhibir la actividad
enzimatica de las celulasas y xilanasas, tal es el caso
de los compuestos fendlicos derivados de la lignina
que han sido reportados como altamente inhibidores de
celulasas debido a que generan su precipitacion y la
aparicion de estos compuestos dependen del tipo de
pretratamiento y el material pretratado (Zhai et al.,
2022), motivo por el cual se puede inferir que el
pretratamiento con per6xido de hidrogeno no genera la
aparicion de estos compuestos en el bagazo de cafia y
tanto la celulosa como la hemicelulosa se encuentran
disponibles para las enzimas.

El resultado de la sacarificacion enzimética obtenido
en el presente trabajo fue mejor al obtenido por
Nogueira et al. (2021), quienes alcanzaron una
eficiencia de 0.061g de azlcares reductores por gramo
de bagazo de pifia pretratado con perdxido de
hidrégeno, sacarificado con celulasas comerciales (9
FPU/qg), esta diferencia puede deberse al uso exclusivo
de enzimas celulasas, en comparacion al presente
trabajo, en el que los extractos enziméticos contaban
con actividad xilanasa y celulasa, asimismo, debido a
que las enzimas fueron producidas utilizando bagazo
de cafia de azlcar como soporte/ sustrato existe la
posibilidad de que la especificad sea mayor que la de
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las enzimas comerciales. Por otro lado, Figueroa-
Torres et al. (2020) utilizando enzimas producidas a
partir de lirio acuatico como soporte/sustrato, reportan
valores superiores de azlicares reductores por gramo de
lirio acuatico sacarificado (0.46 y 0.51 g) a los
obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, es
importante mencionar que el pretratamiento utilizado
fue explosidn con vapor, el cual es diferente al aplicado
en la presente investigacion al igual que el material
sacarificado. Los azlcares fermentables obtenidos del
pretratamiento con perdxido de hidrogeno
sacarificados enzimaticamente fueron utilizados como
fuente de carbono para la produccién de etanol.

Fermentacion alcohélica

Los resultados de la fermentacidn alcohdlica con la
cepa de Saccharomyces cerevisiae comercial y como
Gnica  fuente de carbono los  azlcares
reductores/fermentables obtenidos de la sacarificacion
enzimatica mostré que la maxima produccion de etanol
se obtuvo después de 48 h, con un maximo de 4.32 g/L
con un rendimiento de 0.17 g de etanol por cada gramo
de bagazo de cafia de azlcar sacarificado y durante la
fermentacidn se consumid aproximadamente el 90%
de los azucares fermentables, dichos resultados se
pueden observar en la figura 5.

Tabla 3. Azucares totales liberados (mg/g) en el pretratamiento de bagazo de cafia con microondas en distintas
condiciones.

Tiempo Potencia

Control 30 50 80
5 min 25.33+0.604% 23.92+0.903? 27.39+1.4942 27.41+3.668?
10 min 20.69+0.562 26.04+0.5.752 21.72+5.703% 24.74+0.9742

*Los valores representan la mediatDE (Desviacion estandar). Las medias con letras distintas por columna son estadisticamente
diferentes (Games_Howell, p < 0.05).
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Figura 4. Sacarificacion enziméatica de bagazo de cafia de azUcar pretratado con peroxido de hidrégeno y
microondas. Las medias con letras distintas por columna son estadisticamente diferentes (Games Howell, p <0.05).
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Figura 5. Perfil de produccion de etanol utilizando azucares obtenidos de la sacarificacion enzimatica de bagazo de

cafia de azlcar y una levadura comercial.

Los rendimientos de etanol obtenidos en la presente
investigacion fueron inferiores a los reportados por
Prajapati et al. (2020) para la produccién de bioetanol
a partir de bagazo de cafia quienes obtuvieron 0.415
gramos de etanol por cada gramo de bagazo pretratado
y Jugwanth et al. (2020) quienes obtuvieron 0.49
gramos de etanol por cada gramo de azlcar
equivalente a glucosa obtenido de la sacarificacion de
bagazo, Araujo-Guilherme et al. (2019) obtuvieron
0.34 g etanol/g de glucosa y Huang et al. (2015) de
0.42 g etanol/g de celulosa de bagazo de cafia. Sin
embargo, es importante mencionar que en los trabajos
de referencia utilizaron cepas con capacidad para
fermentar hexosas y pentosas, y enzimas comerciales
de sistemas de sacarificacion y fermentacion
simultanea.

CONCLUSION

El aislamiento de cepas flingicas autéctonas permitio
la produccién de celulasas y xilanasas por
fermentacién en medio sélido con especificidad
adecuada para hidrolizar/ sacarificar bagazo de cafa de
azUcar pretratado y su posterior conversion a etanol. El
pretratamiento con perdoxido de hidrégeno alcalino
permitié la correcta sacarificacion del bagazo de cafia.
Sin embargo, las condiciones del pretratamiento con
microondas no condujeron a un aumento de la
sacarificacion enzimética respecto al bagazo sin
pretratar. El presente trabajo tiene como perspectiva
optimizar la fermentacion sélida para aumentar la
actividad enzimatica, asi como también, la
caracterizacion de las enzimas, parametros de los
pretratamientos y de la fermentacion alcohdlica.
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