MemoRriAs DEL Il CONGRESO BINACIONAL DE INVESTIGACION, CIENCIA ¥ TECNOLOGIA DE LAS UNIVERSIDADES

Hidrdlisis enzimatica de la cascarilla
de arroz utilizando Trichoderma reesei

Humberto Ayala A. y Hugo Romero B.

Introducciéon

Los microorganismos producen una amplia gama de enzimas Utiles a nivel industrial,
muchas de las cuales son segregadas al exterior celular. Estos microorganismos son capaces
de desarrollarse facil y rapidamente en su medio de cultivo cuya tecnologia se encuentra
hoy bien establecida. La optimizacion de la produccion de enzimas a partir de microorga-
nismos depende de una serie de factores interrelacionados,lo que significa que una enzima
solo puede sintetizarse durante parte del ciclo de crecimiento.Algunos hongos de importan-
cia industrial empleados para la obtenciéon de metabolitos son los correspondientes al gé-
nero Deuteromicetos (Deuteromicotina), entre los cuales estan Aspergillus niger, Penicillium
notatum-chrysogenum y Trichoderma viride. Otros estan cobrando importancia debido a su
utilizacién en la biotecnologia ambiental ya que son capaces de metabolizar una variedad
de compuestos quimicos organicos, muchos de los cuales son contaminantes. Debido a
estas caracteristicas, se pretende contemplar el estado del arte de la produccién industrial
de celulasas a partir de Trichoderma viride, con el fin de aprovechar su metabolismo para
degradar la celulosa presente en la céscara de arroz residual del proceso pilado de arroz.

La celulosa es un polisacarido cuya férmula quimica corresponde a: CH, O;, es el
principal componente de la membrana celular de las plantas. La celulosa esta constituida
por moléculas de D-glucosa unidas por enlaces (1-4) glucosidicos y es el polimero méas
abundante en la biosfera, generalmente resistente a la fermentacion, no significa que no se
pueda hidrolizar, pues existen microorganismos celuliticos que poseen enzimas como: las
celobiohidrolasas y las endoglucanasas que se encargan de su degradacion.

Las especies de Tiichoderma son hongos que aparecen en cualquier tipo de suelo,
produciendo colonias blancas,amarillas o mas tipicamente verdes cuando se cultivan. Las
especies verdes de Tiichoderma fueron inicialmente clasificadas como una especie tUnica, T
Viride hasta que fueron subdivididas por Rifai. Las especies de Tiichoderma se utilizan para
producir celulasas. Sin embargo,son particularmente efectivas como antagonistas del creci-
miento de otros hongos, muchos de ellos patégenos de plantas, con el resultado de que las
especies de Trichoderma son importantes agentes en biocontrol. El hongo Trichoderma ree-
sei es un microorganismo celulitico que contiene cuatro grandes celulasas (1.4-beta-D-glu-
cancelobiohidrolasas CBHI y CBH II,endo-1.4-beta-D-glucanasa EG [ y EGII). Desde el punto
de vista genético,se han estudiado genes que codifican para las celulasas (cbh1,cbh2, egll
y egl2), mediante sustitucion por el marcador genético Amds de Aspergillus nidulans.
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Estas investigaciones han sugerido que la CBHII y la EGII son las méas importantes
en la actividad enzimatica de la celulasa porque intervienen en la formacion eficiente del
inductor de estas en T Ressei y que la eliminacion de ambas cadenas celobiohidrolasas
(CBHII'y EGII) imposibilita a la enzima para desdoblar la celulosa cristalina.La mayor parte
de los procedimientos estudiados a escala preindustrial utilizan enzimas producidas por
Trichoderma reesei.Este microorganismo tiene la ventaja de excretar,en grandes cantidades,
la mezcla adecuada de enzimas, que permite la hidrélisis de celulosas amorfas y cristalinas.

Materiales y métodos
Obtencion de glucosa

La investigacion se la realiz6 en el laboratorio del Centro de Transferencia y Desa-
rrollo de Tecnologias de la Universidad Técnica de Machala. De acuerdo a la figura 1, se
prepar6 una mezcla de cascara de arroz molida y agua tecnificada, en concentraciones de
(15%,20% y 25%).

Figura 1
Preparacion de los medios de cultivos

Procedimiento experimental

Se aplico un experimento factorial 3x3,el cual implicé 2 factores: factor 1 concentra-
ci6n del sustrato (%) y factor 2 concentracion del indculo (g/1) y 3 niveles para cada factor
(factor 1 (15%,20% y 25%); factor 2 (0.2g/1,0.4g/1,y 0.6 g/1),lo que nos dio como resultado 9
tratamientos con tres repeticiones. Se prepararon medios de cultivo (cascara molida y agua
tecnificada) a concentraciones de 15%,20% y 25% en matraces Erlen Meyer de 500 ml,luego
se esterilizaron a 121° C por 15 min, se procedi6 a inocular con Trichoderma reesei,se incu-
baron por 6 dias a temperatura ambiente(28° C).Una vez hidrolizados se filtraron y se esteri-
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lizaron.Durante los seis dias de experimentacion se tom6 1 ml de muestra para centrifugarla
por 10 min a 3.600 rpm, posteriormente se tomo 0.3 ml del sobrenadante y se completaron a
1 ml con agua destilada en tubos de ensayo, para realizar la determinacion de glucosa con
acido 3.5-dinitrosalicilico DNS, la absorbancia se midi6 a 540 nm en un espectrofotémetro
UV visible HACH DR3900:

Figura 2
Medicién de glucosa por espectrofotometria UV visible

DR 3900 O

Resultados
Caracterizacion quimica del sustrato (cascarilla de arroz)

Los resultados obtenidos en la caracterizacién quimica de la cascarilla de arroz utili-
zada como sustrato para la obtencion de glucosa, presento la siguiente composicion:

Tabla 1
Caracteristicas quimicas de la cdscara de arroz
Compuesto quimico Cascara de arroz
Celulosa 39%
Hemicelulosa 20%
Lignina 21%
Cenizas 20%
pH 6.6-6.8

Cuando analizamos los valores de celulosa y hemicelulosa presentes en la cascara
de arroz,podemos darnos cuenta que un 59% del total del sustrato esta en capacidad de bio-
convertirse en glucosa, existen otros compuestos como la lignina y las cenizas con valores
que se encuentran alrededor de un 41% que no pueden ser hidrolizados.
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Los resultados del% de OD consumido por cada tratamiento durante la experimen-
tacion se pueden observar en la figura 3. Al cabo del tercer dia de hidrdlisis enzimatica,
los tratamientos B, F y H presentaron mayor velocidad en el consumo de OD, comparados
con los tratamientos A, E, I. De estos tres tltimos, el tratamiento A (0.2 g/1 Tiichoderma + 15%
cascarilla) tiene un menor porcentaje de consumo de OD,porque tiene la menor concentra-
cion de hongo y menor sustrato (cascarilla de arroz). El tratamiento E (0.4 g/l Trichoderma
+ 20% cascarilla), le sigue en el porcentaje de consumo de OD, mientras que el tratamiento
[ (0.6 g/l Trichoderma + 25% cascarilla) de estos 3 tratamientos, es el que mayor porcentaje
de consumo de OD present6.

Adicionalmente, durante el primer dia, el porcentaje de consumo de OD en el trata-
miento B (0.4 g/l + 15%),es mayor que en el tratamiento [ (0.6 g/l Tiichoderma + 25% cascari-
11a),el cudl a pesar de tener mayor concentracion de Tiichoderma,también tiene una mayor
porcentaje de sustrato, por lo que en el tratamiento B, el consumo de OD sucede a mayor
velocidad siendo 12.2 veces mas rapido (I 15.9% OD/B 1.3% OD).

Asimismo,si comparamos el tratamiento F con el [,durante el primer dia, el tratamien-
to F (0.6 g/l + 20% cascarilla), el porcentaje de consumo de OD sucede a mayor velocidad
que el tratamiento [, siendo al igual que en el caso anterior 12.2, veces mas rapido (I 15.9
5 OD/F 1.3% OD). Esto se podria explicar debido a que el tratamiento F tiene menor con-
centracion de cascarilla de arroz que el tratamiento [, a pesar de tener la misma cantidad
de hongo.

Figura 3
Resultados del porcentaje de oxigeno disuelto
consumido durante los 9 tratamientos
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Los resultados del porcentaje de glucosa para los 9 tratamientos durante 6 dias, se
muestran en la figura 4,obteniéndose el siguiente orden de rendimiento de glucosa en fun-
cion del tratamiento realizado:1>E>H>F>D>B>G>C>A.
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Figura 4
Resultados del porcentaje de glucosa obtenidos
para los 9 tratamientos durante seis dias
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Los comportamientos en el consumo de OD,se ve corroborado cuando se lo compa-
ra con los porcentajes de glucosa obtenidos durante los 3 primeros dias (figura 5b).Si com-
paramos el% de glucosa obtenido durante el tratamiento F este produjo mayor porcentaje
de glucosa que el tratamiento I, consumiendo mayor cantidad de OD durante ese mismo

tiempo de experimentacion (figura 5a).

Figura 5
Comparacion entre los porcentajes de glucosa obtenidos (a)
y los porcentajes de OD consumido (b), de los tratamientos F e |
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Los valores de pH durante los seis dias para los 9 tratamientos presentaron simi-
lar comportamiento:

Figura 6
Comportamiento del pH durante el tiempo de hidrolisis enzimética
de la cascarilla de arroz en los 9 tratamientos
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Conclusion

Al realizar una comparacion de los tratamientos F (20% Sy 0.6 g/11) e 1 (25% Sy 0.6
g/1 1), podemos concluir que la concentracion del hongo tiene un efecto significativo en la
produccion de glucosa, ya que a mayor concentracion de hongo y menor porcentaje de
sustrato, es mayor la produccion de glucosa al tercer dia. Es posible concluir que los resi-
duos agroindustriales evaluados en este trabajo son utilizados como sustrato por el hongo el
modifica el pH del medio de cultivo para su crecimiento. Los resultados alcanzados hacen
posible considerar que la optimizacién de este proceso podria mejorar los rendimientos,
con un aumento en los azlcares fermentables obtenidos.
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