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Abstract

In the world, agricultural waste are part of an abundant and renewable alternative with
high biotechnological potential, due they are mostly composed of cellulose, hemicellulose
and lignin. The objective of this research was to evaluate the potential degradation of
agricultural waste by fungi belonging to the genera Penicillium and Aspergillus isolated
and selected from agricultural soil samples. For this, the percentage of degradation, the
enzymatic activity of xylanase and endoglucanase were determined; and the release of
reducing sugars by saccharification of agricultural waste (cassava, tomato, asparagus)
using crude enzyme extracts. It was found that both fungi have the capacity to degrade
agricultural waste evaluated based on the amount of reducing sugars released using birch
wood xylan and CMC (commercial substrates) as substrate, both determined as 100%
release. Aspergillus sp. VS1 showed higher biodegradation capacity of the three residues
evaluated, with respect to xylan and carboxymethylcellulose. This same pattern was
manifested in terms of enzymatic activity. Regarding the saccharification of agricultural
waste, the tomato presented the maximum release of reducing sugars with the enzymatic
extract of Penicillium sp. PVS2 (T120H-P) incubated at 96 h. In this sense, the organic
waste derived from agricultural activities have a high potential for reuse for the
production of various enzymes of great use for the production of biofuels, in the face of
this new scenario of global warming and climate change.

Keywords: agricultural waste; biodegradation, Aspergillus sp.; Penicillium sp.; xylanase;
endoglucanase.

Resumen

En el mundo, los residuos organicos agricolas forman parte de una abundante y renovable
fuente de carbohidratos y estan compuestos en su mayor parte por celulosa hemicelulosa,
polisacaridos que son degradados por microorganismos. El objetivo de esta investigacion
consistio en evaluar la capacidad degradativa de residuos organicos agricolas, mediante
hongos pertenecientes a los géneros Penicillium y Aspergillus aislados y seleccionados a
partir de muestras de suelo agricola. Para ello, se determind la capacidad de degradacion,
la actividad enzimatica de la xilanasa y endoglucanasa; y la liberacion de azlcares
reductores mediante la sacarificacion de los residuos organicos agricolas (yuca, tomate y
esparrago) usando extractos enzimaticos crudos. Se encontrd que ambos hongos tienen
capacidad para degradar los residuos agricolas evaluados con base a la cantidad de
azucares reductores liberados utilizando como sustrato xilano de madera de abedul y
CMC (sustratos comerciales), ambos determinados como 100% de liberacion. Aspergillus
sp. VS1 mostré mayor capacidad de biodegradacion de los tres residuos evaluados, con
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respecto al xilano y la carboximetilcelulosa. Este mismo patron se manifesto en la
actividad enzimética. En cuanto a la sacarificacion de residuos agricolas, el tomate
presentd la maxima liberacion de azlcares reductores con el extracto enzimatico de
Penicillium sp. PVS2 (T120H-P) incubado a las 96 h. En este sentido, los residuos
organicos derivados de las actividades agricolas tienen un alto potencial de reutilizacion
para la produccion de diversas enzimas de gran utilidad para la produccion de
biocombustibles, ante este nuevo escenario de calentamiento global y cambio climatico.

Palabras claves: residuos agricolas, biodegradacion, Aspergillus sp., Penicillium sp.,
xilanasa, endoglucanasa.

1. Introduccion

Los residuos vegetales son la fuente renovable mas grande que existe en el mundo. Del
46% de residuos organicos que se generan anualmente (Porras y Gonzélez, 2016) cerca
del 85% son provenientes del sector agricola, forestal y de las actividades agroindustriales
(Cruz etal., 2009). Los principales microorganismos capaces de metabolizarla e
hidrolizarla son las bacterias aerobias, anaerobias, mesoéfilas o termofilas y los hongos,
debido a su capacidad de sintesis de enzimas lignoceluloliticas tales como las celulasas y

xilanasas (Baray et al., 2019).

Las propiedades quimicas de los residuos agricolas y su composicion de celulosa,
hemicelulosa y lignina permiten que tengan un enorme valor biotecnolégico (Andlar
et al., 2018) para la produccion de energia, enzimas y biocombustibles (Terrone et al.,
2018). La hidrolisis de la celulosa se realiza mediante el proceso enzimético de celulasas
en el que participan cuatro tipos de enzimas: la endo 3-glucanasa, la exo R-glucanasa, la
celobiohidrolasay la 3-glucosidasa (Gutierrez et al., 2015). Mientras que, la hidrolisis del
xilano se realiza mediante las enzimas: R 1,4 endoxilanasa y R-xilosidasa (Chakdar et al.,

2016).

Actualmente, existe gran interés por el aprovechamiento de los residuos organicos
derivados de las actividades agricolas, forestales y agroindustriales para ser

transformados mediante hidrolisis enziméatica o quimica en azucares fermentables o
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metabolitos de interés comercial para la produccion de biocombustible de segunda
generacion (Terrone et al., 2018), el cual se produce a partir de biomasa lignocelulésica
a diferencia del combustible de primera y tercera generacion, que se producen a partir de
biomasa comestible (maiz y cafia de azlcar) y de microalgas, respectivamente (Gonzalez
etal., 2017). En este sentido, se han venido impulsado diversos estudios para la
produccion enzimatica de celulasas y xilanasas extracelulares con diferentes
microorganismos lignoceluloliticos. Los hongos filamentosos mas estudiados son los

géneros Trichoderma, Aspergillus y Penicillium (Andlar et al., 2018; Cruz et al., 2019).

El desarrollo de energias limpias y sistemas de produccién de energia que contaminen
minimamente el ambiente son imprescindibles para enfrentar los desafios del cambio
climético y de este modo mitigar sus efectos devastadores (Ibarra, 2018). La produccién
de biocombustibles, en especial las que se producen a partir de residuos agricolas
constituyen la proxima generacion de energia renovable, puesto que se genera 85% menos
de gases de efecto invernadero, en contraste con la extraccion convencional del petréleo
(Lamichhane et al., 2021). Sin embargo, por ahora existen algunas limitaciones en cuanto

a la produccion de enzimas y azucares fermentables en cantidad (Noel et al., 2014).

El objetivo de esta investigacion consistio en evaluar la capacidad degradativa de residuos
agricolas provenientes de tomate, esparrago y yuca, mediante el uso de hongos
pertenecientes a los géneros Penicillium y Aspergillus aislados de muestras de suelo

agricola, como base para la produccion de bioetanol de segunda generacion.

2. Materiales y métodos
2.1 Recoleccidén y pretratamiento de los residuos agricolas
Se recolectaron residuos agricolas de esparrago, tomate y yuca del distrito de Casma

(Ancash) en bolsas estériles de polietileno. Ademas, se usaron dos sustratos comerciales
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como controles positivos: carboximetilcelulosa (CMC - CDH) y xilano de madera de
abedul (Biosynt Carbosynth).

Los residuos, fueron molidos y tamizados para obtener particulas de aproximadamente 1
a 2 mm. Se pesaron muestras de 50 g y se procedio con la eliminacion de la lignina,
sumergiendo las muestras en una solucion de 0,1 M de NaOH por 15 min. Luego, se
adicion6 0,816 g de sulfato de calcio (CaSQOs4) y puesto en reposo por 3 h (Tejeda et al.,
2011). Finalmente, se separ0 el material particulado de la solucién por decantacion.

2.2 Aislamiento y seleccion de microorganismos

Los hongos xilanoliticos y celuloliticos fueron aislados de muestras de suelo agricola
extraidos del distrito de Casma (Ancash). Se recolect6 1 g de sustrato de cada muestra 'y
se procedio a realizar diluciones seriadas hasta 10~ (Madigan et al., 2000). Cada dilucion
fue sembrada por triplicado en el medio selectivo de agar Sabouraud suplementado con
cloranfenicol, a mas repeticiones el promedio de los resultados es mas confiable, pH 5,6,
usando 10 pL de la dilucion aplicando la técnica de diseminacion en placa mediante el
uso de la espéatula de Drigalsky (Cruz et al., 2009). Se incubd por 3 a5 diasa 30 °C + 2
(Monserrate et al., 2014), después del tiempo de incubacién se seleccionaron los hongos
pertenecientes a los géneros Penicillium y Aspergillus a nivel de morfoespecie, segun las
caracteristicas culturales de las colonias. Se resembraron en tubos con medio inclinado
de agar Sabouraud y se conservaron a 4 °C hasta su uso en los siguientes experimentos.
2.3 Preparacion del inoculo y del medio de cultivo

Para la obtencion del indculo, se cultivaron esporas de cada hongo seleccionado en
matraces de 50 mL de caldo de papa y dextrosa (PDB), pH 5,6 por 5 dias e incubados a
30 °C = 2. Posteriormente, se realizo el recuento de las esporas en una camara Neubauer
y se procedio a realizar diluciones sucesivas hasta obtener una concentracion final de 10°

esporas por mililitro (Izarra et al., 2010).
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Los cultivos se realizaron en frascos de Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 40 mL del
medio de cultivo, pH 5,6, y estos fueron inoculados con 2 mL del inéculo con las esporas,
para posteriormente ser incubados a 30 °C en agitacion constante a 175 rpm, en una
incubadora en agitacion. La composicion del medio de cultivo por litro fue: KH2PO4, 2
g; (NH4)2SOq, 1,4 g; urea, 0,3 g; CaCl2.2H-0, 0,3 g; MgS0.4.7H20, 0,3 g; peptona, 1 g;
Tween 80, 2 mL; FeSO4.7H20, 5 mg; MnS0O4.2H20, 1,6 mg; ZnSO4.7H20, 1,4 mg;
CoCl2.6H20, 2 mg; conteniendo 10 g de residuo agricola pretratado o 10 g del sustrato
comercial.

2.4 Determinacion de la capacidad degradativa de los residuos agricolas

Se filtr6 el medio de cultivo suplementado con el residuo agricola pretratado de yuca
(11,8% de lignina, 38,8% de celulosa, 7,2% de hemicelulosa), tomate (13,3% de lignina,
36.4% de celulosa, 9,58% de hemicelulosa), esparrago (12,8% de lignina, 7,5% de
celulosa, 18,4% de hemicelulosa), xilano y CMC, inoculado con las esporas mediante el
uso del papel filtro Whatman N° 1, para retirar el material grueso del cultivo. Luego, se
esterilizé por filtracion usando papel filtro Millipore con poros de 2 um para la obtencién
de los extractos crudos. Posteriormente, se midio la cantidad de azUcares reductores
mediante el método colorimétrico DNS (Acido 3,5 dinitrosalicilico) en microplacas de
96 pozos (King et al., 2009) con algunas modificaciones. Se mezclé 120 L del reactivo
de DNS con 60 pL del extracto en microplacas de poliestireno transparente, se cerraron
herméticamente y se incubaron por 9 min a 91 °C. Luego de la incubacién, la microplaca
fue colocada al interior de una fuente de agua fria y se recolect6 36 pL de la mezcla para
agregarla en cada pocillo de la microplaca que contenia 160 pL de agua destilada. Las
absorbancias fueron medidas en el lector de Elisa a 540 nm para cuantificar los azucares
reductores presentes en cada muestra. Los célculos se realizaron usando como 100% la

cantidad de azUcares reductores liberados en xilano y CMC.
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2.5 Determinacion de la actividad enzimatica

Para determinar la actividad enzimatica, se realizo la hidrdlisis del CMC y xilano de
madera de abedul para determinar la actividad endoglucanasa y Xilanasa,
respectivamente. Para ello, se uso el extracto enzimatico estéril y los componentes fueron
los siguientes: buffer fosfato 50 mm a pH 6,0 como blanco de muestra para ambos hongos
seleccionados, CMC 1% (p/v) y xilano de madera de abedul 1% (p/v) a pH 5,6. La
hidrolisis de cada muestra se cuantifico con el lector de Elisa a 540 nm. La incubacion
fue en bafio Maria por 2 h a 30 °C + 2. La cuantificacion se realiz6 mediante la
metodologia de DNS anteriormente descrita, la actividad se obtuvo mediante las formulas
de actividad enzimatica determinada por Ghose (1987) y expresados como U/L.

2.6 Sacarificacion de los extractos enzimaticos con mayor actividad enzimatica

De la etapa anterior (item 2.5), se seleccionaron los extractos con mayor actividad
enzimatica por cada hongo evaluado. Los cuales fueron concentrados mediante una
precipitacion fraccionada con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 80% de saturacién. Se
dejo en incubacién por 24 h a 0 °C. El precipitado se resuspendid con el volumen minimo
de tampdn Tris-Acetato 20 mM, pH 6,0. Luego, se centrifug6 a 13 000 rpm durante 15
min, obteniéndose un sobrenadante denominado como extracto clarificado (Curotto et al.,
2007).

Posteriormente, para la sacarificacion de los residuos agricolas se prepararon frascos
conteniendo 1,4 g de cada sustrato y se afiadié 35 mL de las enzimas concentradas (120
U/L) diluidas en buffer fosfato 50 mM, pH 6,0. Las muestras fueron incubadas 30 °C + 2
con agitacion de 175 rpm. La determinacion de azlcares reductores se realizo mediante
el método de DNS (King et al., 2009) empleando la formula de la curva estandar de
glucosa. Para la conversion de unidades de azUcares reductores por peso de residuo

(mg/g) se empled la siguiente formula (Ecuacion 1):

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

(AR (M8/,1 )<E(mL)«0.001)
S(g)

Azucares reductores liberados (?) = ( ) (Ecuacion 1)

Donde: AR: Azucares reductores; E: extracto enzimético y S: sustrato.

2.7 Anélisis estadistico

Los andlisis se realizaron mediante el programa estadistico SPSS version 20.1. Se aplicd
ANOVA de dos factores para determinar diferencias significativas entre las actividades
enzimaticas de cada cepa de hongo y prueba Duncan en cuanto a la liberacion de azlcares
(Garcia et al., 2001). Los analisis se realizaron con un nivel de significancia de 0,01.

3. Resultados y discusion

3.1 Aislamiento de hongos

Se aislaron 7 cepas fungicas bajo condiciones especificas de temperatura (30 °C) y pH
5,6, de estas se seleccionaron dos cepas llamadas AVS1y PVS2, pertenecientes al género
Aspergillus y Penicillium, respectivamente. Ademas, ambas cepas fueron seleccionadas
en funcién a su mayor predominancia en el medio de cultivo selectivo, puesto que ello
implica también mayor presencia de esos hongos en el suelo agricola extraido.

3.2 Degradacion de residuos agricolas

En la figura 1 se muestra el analisis comparativo del porcentaje de degradacion de los
residuos agricolas de esparrago, tomate y yuca, usando como microorganismos

degradadores cepas de Aspergillus sp. AVS1y Penicillium sp. PVS2.

Ambos microorganismos presentaron la capacidad de degradar los residuos agricolas,
uséndolos como fuente de carbono, siendo los azlcares reductores cuantificados
evidencia de la degradacion. Se observaron los siguientes resultados: Aspergillus sp.
AVS1 con respecto al xilano (100%): tomate a 216 h de cultivo (48%) fue mayor que el
esparrago a 144 h de cultivo (41%) y el esparrago a 72 h (37%) (Figura 1A). Con respecto

al CMC (100%) los mejores resultados de degradacion fueron en residuos de tomate a
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216 h de cultivo (53%), seguido del esparrago a 144 h (50%) y el esparrago a 216 h (42%)
(Figura 1B). Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las medias de
degradacion de los tres residuos, con respecto al xilano y CMC, mediante anélisis Duncan

(0. = 0,01).

Para el Penicillium sp. PVS2 (Figuras 1C y 1D), los mejores resultados de degradacion
de los residuos agricolas con respecto al xilano (100%) fueron el de esparrago a 72, 216
y a 144 h de cultivo, con 40%, 39% y 29%, respectivamente. Con respecto al CMC
(100%), se observo la siguiente secuencia de mayor degradacion: esparrago a 72 h de
cultivo (51%) seguido del tomate a 144 h de cultivo (40%) y el tomate a 72 h de cultivo
(36%). No se evidencié diferencia significativa en el porcentaje de degradacion del

residuo de yuca y tomate a las 144 h con respecto al xilano y CMC.

Se registraron mayor degradacion de ambos hongos en residuos de esparrago y tomate,
con respecto al xilano y CMC. Este resultado fue similar a lo reportado por Choudhary et
al. (2016), quienes confirmaron que los aislamientos de Aspergillus flavus , A. terreus y
Penicillium janthinellum tienen potencial de degradacién de residuos provenientes del
cultivo de arroz y trigo. Ademas, encontraron que los consorcios de hongos
lignoceluloliticos que comprenden a Aspergillus y Penicillium, muestran una interaccién
compatible que puede resultar eficiente para la degradacion de los residuos agricolas.
Aspergillus sp. AVS1 fue el microorganismo con ligera mayor degradacion de los tres

residuos evaluados.

En contraste, diversos autores han reportado que Penicillium es uno de los géneros,
ademas de Aspergillus y Trichoderma, con mayor diversidad de especies productoras de
enzimas extracelulares implicadas en la degradacion del xilano (Vaishnav et al., 2018),

teniendo un papel dominante en la degradacion de residuos de café (Corréa et al., 2020;
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Pefia et al., 2017), residuos de cafia de azUcar (Terrone et al., 2018), arroz (Castillo et al.,

2019) y de residuos de Radix isatidis (Zhang et al., 2019).

Asimismo. Bardales etal. (2011) reportaron una concentracion maxima de azucares
reductores totales de 7 g/L utilizando como sustrato residuos de esparrago “Asparagus
officinalis” con Candida utilis, determinando que la produccion de bioetanol esta

relacionada directamente con la concentracion de azucares reductores.
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Figura 1. Degradacion de residuos agricolas del esparrago, tomate y yuca. A, Aspergillus
sp. AVS1 con respecto al xilano; B, Aspergillus sp. AVS1 con respecto al CMC; C,
Penicillium sp. PVS2 con respecto al xilano; D, Penicillium sp. PVS2 con respecto al

CMC.

La mayor liberacion de azlcares a las 72 h de cultivo y la disminucion de este a las 216

h en ambos microrganismos registrados en este estudio puede deberse a que la produccion
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enzimatica de los hongos esta estrechamente relacionada con la liberacion y obtencién de
suficiente cantidad de azlcares reductores, puesto que es su fuente de energia; y
disminuyen a medida que los azlcares son metabolizados. Para Cruz et al. (2019), la
actividad enzimatica esta directamente relacionada a la cantidad de moléculas que son
transformadas, siendo esta accion regulada por la aparicion del producto final de la
reaccion en el medio, inhibiendo la actividad enzimatica del microorganismo. La alta
degradacion del xilano y CMC se debe principalmente por ser ambos compuestos

organicos con alto grado de polimerizacién (Mccleary y Mcgeough, 2015).

3.3 Actividad enzimética

La actividad xilanasa y endoglucanasa de Aspergillus sp. AVS1 presentd un incremento
y disminucion significativa a partir de las 24 hasta las 120 h de cultivo en los tres sustratos
evaluados (Figura 2). La mayor actividad enzimatica xilanasa de este hongo (Figura 2A)
se obtuvo con el sustrato de tomate (1456,16 U/L), seguido del espéarrago (1268,10 U/L)
y yuca (970,50 U/L). Asimismo, se evidenci6 que la actividad xilanasa de Aspergillus sp.
AVS1 en cultivo de tomate y esparrago; y del tomate y yuca a las 72 h no tuvieron
diferencias significativas. No se evidencié disminucion significativa (a = 0,01) en la
actividad xilanasa en los tres sustratos a las 96 y 120 h de andlisis.

La mayor actividad endoglucanasa de Aspergillus sp. AVS1 (Figura 2B) se obtuvo con el
sustrato de esparrago (1508,68 U/L), seguido del tomate (1305,35 U/L) y yuca (1110,35
U/L). La actividad endoglucanasa en el sustrato de yuca no presentdé una diferencia
significativa con respecto al sustrato de esparrago y tomate a las 96 h; del mismo modo,
se evidencio en la actividad enzimatica en sustrato de yuca y tomate a las 48 y 72 h, asi
como en el tomate y esparrago a las 48 h. No se evidencio disminucion significativa (o =

0,01) en la actividad endoglucanasa en el sustrato de esparrago a las 96 y 120 h de analisis.
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En cuanto a la actividad xilanasa y endoglucanasa de Penicillium sp. PVS2, se evidencid
una diferencia significativa en todos los residuos agricolas utilizados como sustrato. En
la Figura 2 se observa un incremento significativo de la actividad xilanasa y
endoglucanasa a las 120 h de cultivo en los tres residuos agricolas evaluados y se
evidencia la siguiente secuencia: tomate con 1540,38 U/L > esparrago con 1228,83 U/L
> yuca con 990,12 U/L para la actividad xilanasa (Figura 2C) y esparrago con 1468,68

U/L > tomate con 1202,85 U/L > yuca con 902,011 para la actividad endoglucanasa

(Figura 2D).
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Figura 2. Actividad enzimatica celulolitica y xilanolitica de Aspergillus sp. AVS1 y
Penicillium sp. PVS2 en residuos agricolas de yuca, tomate y esparrago. A, actividad

xilanasa de Aspergillus sp. AVS1; B, actividad endoglucanasa del Aspergillus sp. AVS1;
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C, actividad xilanasa del Penicillium sp. PVS2; D, actividad endoglucanasa del
Penicillium sp. PVS2.

La actividad enzimatica xilanasa y endoglucanasa del Aspergillus sp. AVS1 fue mayor al
Penicillium sp. PVS2, lo cual se confirma con lo registrado por Cruz et al. (2009), quienes
aislaron morfotipos de Aspergillus sp. y Penicillium sp. a partir de compost de residuos
agricolas, siendo el primer morfotipo el hongo con mayor actividad en xilano y celulosa,
con valores de 55,46 nkat/s de endoxilanasa y 53,96 nkat/s de endoglucanasa. La
actividad enzimatica xilanolitica y celulolitica depende de diversos factores: la especie
evaluada, temperatura, pH, composicién del medio de fermentacion: fuente de carbono,
fuentes de nitrégeno organico e inorganico y relacion C/N (Andlar et al., 2018; Solis
et al., 2020).

Tai et al. (2019) trabajaron con la misma cantidad de inéculo que en esta investigacion
(1x108 esporas/mL) y lograron optimizar las condiciones para la produccion de celulasas
y Xxilanasas extracelulares en A. niger DWAS8 aplicando 75% (p/p) de contenido de
humedad y 2,5 g de sustrato obteniendo como resultado la produccion de 2,38 U/g; 5,23
U/g de endoglucanasas y xilanasas, respectivamente. En esta investigacion, la actividad
xilanasa de Aspergillus sp. AVS1 fue menor en comparacion a lo registrado usando como
fuente de carbono mazorcas de maiz (9364,1 U/L), aserrin (4124 U/L) (Ire et al., 2021) y
bagazo de salvado de trigo (7000.0 U/L).

Por su parte Costa etal., (2010) obtuvieron 267,25 U/gSs de actividad xilanasa en
residuos agroindustriales al cuarto dia de fermentacion. Blandino et al. (2006) con A.
awamori sobre orujo de uva blanca reportaron una produccién maxima de 14,79 U/gSs
al primer dia de fermentacion. Mientras que Liu et al. (2021) registraron con A. sulfureus

una alta actividad frente al xilano extraido de rastrojo de maiz, mazorca de maiz y harina
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de colza, con concentraciones de 1592,26 ug/mL, 1149,92 ug/mL y 621,86 pg/mL,
respectivamente.

El tomate y el esparrago usados como sustratos inductores obtuvieron mejores resultados
de produccién enzimatica en ambos hongos evaluados y requirieron de un corto tiempo
de incubacion para la produccion enzimética (24 h y 72 h). Algunos autores han evaluado
la produccién de exoinulinasa en residuos de Asparagus officinalis con Kluyveromyces
marxianus, observando un rendimiento enzimético de 8420 U/L (Singh y Gill, 2006) y
una produccion enzimética de p-glucosidasa de 4882 U/L con A. niger (Simasetal.,
2018). Por otro lado, se ha evaluado la produccion de etanol y amilasas utilizando tallo,
hojas y céscaras de yuca (Heredia y Snchez, 2020; Pooja et al., 2018). De acuerdo a lo
reportado por Diaz (2019), A. niger LBM 134 alcanz6 niveles de endoxilanasas méaximos
de 1600 U/L en sustrato de bagazo de yuca ;y 1800 U/L en harina de céscara de yuca con
Saccharomyces cerevisiae (Vilhalva et al., 2013), siendo ambos resultados superiores a
lo registrado en esta investigacion con Aspergillus sp. AVS1

Respecto a Penicillium, la enzima de endoglucanasa tuvo la mayor actividad enzimatica
con 1468.69 U/L. Este resultado es inferior a los resultados de Aguilar (2017) quien
reportd una actividad xilanolitica de 6711 U/L usando de sustrato bagazo de cafia al dia
10 de fermentacion y 5010 U/L en pulpa de café al 6 dia. Por su parte, Pefia et al. (2017)
reportaron que la actividad de endoglucanasa alcanzé su punto maximo a las 192 h y la
actividad xilanasa a las 168 h con actividades de 0,924 U/g y 1,183 U/g, respectivamente.
Por otro lado, en otros estudios se reportaron una produccion maxima de xilanasas de
14,765 U/g en sustrato de pulpa cruda de café y P. citrinum (Murthy y Naidu, 2012) y
méaxima actividad celulolitica de 0.1 nKats al dia 8 de fermentacion (Mikan y Castellanos,

2004).
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Cruz et al. (2019) estudiaron la produccién de enzimas celuloliticas a partir de hongos
filamentosos utilizando CMC como Unica fuente de carbono, siendo la produccién
enzimatica de 356 U/L a las 48 h de incubacion. A diferencia de este estudio, se debe
considerar que usaron el sustrato comercial CMC como fuente de carbono y no residuos
agricolas pretratados, lo cual permite que la actividad enzimética sea mas eficiente, siendo
la principal desventaja su elevado costo limitando su uso a mayor escala. Comparando
con los resultados del presente estudio, las cepas de Aspergillus y Penicillium registraron
actividad enzimatica de endoglucanasa de 1508,69 U/L en sustrato de esparrago a las 24
h y tomate con 1468,69 U/L a las 120 h, respectivamente; siendo los residuos agricolas
mas eficientes como fuentes de carbono para la produccién enzimatica que el CMC.

3.4 Sacarificacion de residuos agricolas usando extractos enzimaticos

Para la sacarificacion se selecciond el extracto enzimatico Aspergillus sp. AVS1 usando
esparrago a las 24 h de fermentacion denominado como E24H-Ay el cultivo Penicillium
sp. PVS2 usando tomate a las 120 h denominado como T120H-P. En la sacarificacién de
ambos extractos enzimaticos, la produccion enzimatica usando xilano como sustrato fue
muy diferente cuando se usé CMC, siendo ambos sustratos comerciales. En la Figura 3A
se puede observar una tendencia al aumento en la liberacion de azUcares en los cinco
sustratos conforme pasan los dias de fermentacion, teniendo a los 4 dias los siguientes
valores: xilano (142,91 mg/qg), tomate (96,16 mg/qg), esparrago (66,15 mg/g), CMC (61,32
mg/qg), yuca (39,77 mg/g).

En la sacarificacion con el extracto T120H-P, se encontrd la siguiente secuencia de
liberacion de azlcares reductores (Figura 5): xilano (146,90 mg/g), tomate (128,74 mg/qg),
esparrago (69,70 mg/g), CMC (30,95 mg/g) y yuca (28,14 mg/g). De ambos extractos
evaluados, la sacarificacion del extracto T120H-P en tomate presentd mayor liberacién

de azlcares en comparacion al esparrago y yuca. La liberacion de azlcares del extracto
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enzimatico del Penicillium sp. PVS2 result6 similar a la sacarificacion usando xilanasa a
partir de Thermomyces lanuginosus VAPS-24 en paja de arroz pretratada (126,89 mg/g),
reportado por Kumar et al. (2017). Igualmente coincide con la evaluacion reportada por
Xu et al., (2017) quienes mediante la sacarificacion de paja de trigo y arroz con extracto
de enzimas celuloliticas obtuvieron una produccion de azlcares de 130,24 mg/g y 125,36
mg/g, respectivamente, a las 48 h de hidrolisis; y rendimientos de alrededor de 128-
180 mg/g en la sacarificacion de mazorca de maiz, cascara de arroz y cascara de mani

(Ferraz et al., 2017).
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Figura 3. Sacarificacion usando el extracto enzimatico en sustratos de yuca, tomate,

esparrago, xilanoy CMC. A, E24H-A; B, T120H-P.

Asimismo, resulto relativamente superior a lo reportado por Trivedi et al. (2015) quienes
tras la sacarificacion de biomasa de algas marinas usando celulasa producida por el hongo
marino Cladosporium sphaerospermum, obtuvieron un rendimiento maximo de azucar
de 112 + 10 mg/g de peso en seco en condiciones de 60% de humedad, cultivado a 25 °C
y pH 4,0 durante 4 dias. Los factores que pueden influir en la sacarificacion son las
distintas metodologias aplicadas para la obtencién de enzimas, en el estudio
anteriormente mencionado emplean la fermentacion en estado solido (SSF) y contaron

con distintos parametros para la optimizacion de sus cultivos, asi como diferentes
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dosificaciones enzimaticas, mientras que en el presente estudio se utilizé fermentacion
liquida sumergida.

4. Conclusiones

El Aspergillus y Penicillium son géneros fangicos capaces de degradar residuos agricolas
de esparrago, tomate y yuca: donde el Aspergillus sp. AVS1 liberé aproximadamente el
53% de azUcares reductores en tomate a 216 h de cultivo y Penicillium sp. PVS2 libero
hasta el 51% de azUcares reductores en esparrago a 72 h, ambos con respecto al CMC
(100%). En relacién con la actividad enzimatica, se produjo una disminucion significativa
de la actividad endoglucanasa en todos los residuos agricolas a las 120 h de cultivo para
Aspergillus sp. AVS1 y un incremento a las 120 h para el Penicillium sp., PVS2 se

evidenci6 el mismo comportamiento en la actividad xilanasa.

Finalmente, los resultados de sacarificacion (degradacion) usando extractos enzimaticos
sin microorganismos mostraron que las enzimas de ambos hongos tienen la capacidad de
degradar residuos agricolas pretratados: donde el tomate present6 la méxima liberacion
de azUcares reductores con el extracto enzimatico de Penicillium sp. PVS2 incubado a 96
h (T120H-P). Los residuos organicos derivados de las actividades agricolas poseen un
alto potencial de reaprovechamiento para la produccion enzimas xilanoliticas y
celuloliticas; y de biocombustibles, como el bioetanol de segunda generacion.
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UNIVERSIDAD
COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN i
INVESTIGACION CON ANIMALES Y C I E N T I F I CA
BIODIVERSIDAD

Constancia N° 053-CIEI-AB-CIENTiFICA-2020

El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacién con Animales y
Biodiversidad de la Universidad Cientifica del Sur (CIEI-AB-CIENTIFICA) da constancia
que el proyecto de investigacion, cuyos datos se registran a continuacion, ha sido

aprobado.

Caodigo de registro: 437-2019-PRE11

Titulo: Degradacion de residuos organicos agricolas
mediante hongos xilanoliticos y celuloliticos de
interés para la produccion de energia limpia

Investigador(a): Jasmin Yairsa Vargas Solis

La aprobacion del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluacion cumple con los lineamientos de Universidad en materia de investigacion y
ética, los cuales se sustentan en la normativa internacional vigente.

En tal sentido, esta aprobacién careceréa de valor si es que el proyecto de investigacion
arriba indicado es modificado de cualquier forma. Toda enmienda, afiadido, eliminacion
o eventualidad (eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobacion debe ser
reportado al CIEI-AB-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacién de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
24 de noviembre del 2021), periodo en el que puede desarrollarse el proyecto.
Cualquier tramite para su renovacion debera ser enviado antes del término de la
vigencia de este documento, debiendo suspenderse todo desarrollo hasta que la
renovacion sea aprobada.

Villa El Salvador, 25 de mayo de 2020

Institucional
de Etica en
Investigacion

~—X \%Q//\(’ -
Méd. Vet. Gianmarco Paolo Rojas Mor
Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacion
con Animales y Biodiversidad

eh\o"&?\ﬂ

Asesoria al postulante
» Campus Villa 2 - Panamericana Surkm 19

+ Calle Cantuarias 398, Miraflores

T //(51) 610 6738

nformes@cientificaedupe
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UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

RESOLUCION DIRECTORAL ACADEMICA DE CARRERA N°114-2020-DACIA-DAFCA-U.CIENTIFICA.

FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES
CARRERA DE INGENIERIA AMBIENTAL

Lima 30 de junio de 2020

VISTO:

El informe de revision independiente académica y la aprobaciéon de un Comité de Etica del
proyecto de tesis titulado: Degradacion de residuos organicos agricolas mediante hongos
xilanoliticos y celuloliticos de interés para la produccion de energia limpia, presentado por:

¢ Jasmin Yairsa Vargas Solis

CONSIDERANDO:

Que, de acuerdo al Reglamento General de la Universidad Cientifica del Sur y los reglamentos
de pregrado para obtener el titulo profesional de Ingeniera Ambiental en la Facultad de
Ciencias Ambientales, se debe desarrollar un trabajo de investigacion.

Que, de acuerdo a la normativa vigente de la Universidad Cientifica del Sur, en uso de las
atribuciones conferidas al Director Académico de Carrera.

SE RESUELVE:

Aprobar e inscribir el proyecto de tesis titulado: Degradacion de residuos organicos agricolas
mediante hongos xilanoliticos y celuloliticos de interés para la produccion de energia limpia
con N° de registro: 437-2019-PRE11, y establecer el inicio del periodo de ejecucion del
mencionado proyecto.

Nombrar al docente/colaborador Marcos Alejandro Sulca Lopez como asesor para el desarrollo
de la tesis en cuestion.

Registrese, comuniquese fvese.

Document fim-éio digitqlmente

Directof Académico
Carrera de Ingenieria Ambiental
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Instrumentos usados en la investigacion

1. Recoleccion y pretratamiento de los residuos
- 1 paquete de bolsa de polietileno
- Bolsas ziploc
- Hidrdxido de sodio
- Sulfato de calcio
- Centrifugadora
- Tamizador de 2mm

2. Aislamiento y seleccion de microorganismos
- Placas Petri
- Agar Sabouraud
- Tubos de ensayo
- Pipetay propipeta
- Beaker 1000 ml, 250 ml, 100 ml
- Termoagitador magnético
- Autoclave
- Microscopio
- Bafio Maria

3. Preparacion del indculo y del medio de cultivo
- Matraces Erlenmeyer
- Caldo patata dextrosa
- Cémara de Neubauer
- KH2PO4, 2g
- (NH4)2S04, 1,49
- Urea, 0,3¢g
- CaCl2.2H20,0,3 g
- MgS04.7H20, 0,3 g
- peptona, 1g
- Tween 80, 2 mL
- FeSO4.7H20, 5 mg
- MnS04.2H20, 1,6 mg
- ZnS04.7H20, 1,4 mg
- CoClI2.6H20, 2 mg

4. Determinacion de la capacidad degradativa de los residuos agricolas
- Papel filtro Whatman N° 1
- Filtro milliporo 2 um
- glucosa anhidra (Estandar de carbohidratos
- Xilosa anhidra (Estandar de carbohidratos)
- Reactivo DNS
- Lector Elisa
- Microplaca de 96 pozos
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5. Determinacion de la actividad enzimatica
- Lector Elisa
- Microplaca de 96 pozos

6. Sacarificacion de los extractos enzimaticos con mayor actividad enzimatica
- Tubos de micro-centrifugacion
- Microcentrifugadora
- Filtros para centrifuga amilcon ultra 15
- Bafio maria con agitacion
- Xilano de madera de abedul
- carboximetilcelulosa (CMC)
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RESOLUCION DIRECTORAL ACADEMICA DE CARRERA N° 021 -2022-DACIA-DAFCA-U. CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES
CARRERA DE INGENIERIA AMBIENTAL

Lima 08 de febrero del 2022

VISTO:

La Resolucion Directoral Académica de Carrera N°114-2020-CIEI-AB-CIENTIFICA de aprobacion
del proyecto de tesis titulado: Degradacion de residuos organicos agricolas mediante hongos
xilanoliticos y celuloliticos de interés para la produccion de energia limpia, con N° de registro:
437-2019-PRE11, presentado por:

e Jasmin Yairsa Vargas Solis
asesorado por:

e Marcos Alejandro Sulca Lopez

CONSIDERANDO:

Que, de acuerdo al Reglamento General de la Universidad Cientifica del Sur y los reglamentos
de pregrado para obtener el titulo profesional de Ingeniera Ambiental en la Facultad de
Ciencias Ambientales, se debe desarrollar un trabajo de investigacion.

Que, de acuerdo a la normativa vigente de la Universidad Cientifica del Sur, en uso de las
atribuciones conferidas al Director Académico de Carrera.

SE RESUELVE:
Nombrar al docente/colaborador Oscar Reategui Arévalo como Co-asesor para el desarrollo de
la tesis en cuestion.

Registrese, comuniquese y archivese,

o

/

Dr. Gonzalo Francisco'Flores Roca
Director Académico
Carrera de Ingenieria Ambiental

T//(5MBI06E738
informes@cientificaedupe
cientificaedupe



