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RESUMEN

La explotacién de palma de aceite en Colombia, quinto productor mundial, genera residuos lignocelul6sicos,
como los racimos vacios (“raquis” o “tusas”), que resultan después de retirar los frutos de la palma de aceite,
los cuales, teniendo en cuenta sus caracteristicas, pueden ser usados como sustrato para la produccién de
enzimas celulasas. En este trabajo se evalda la produccién de celulasas mediante el cultivo de Trichoderma
viride sobre los racimos vacios. Los residuos se someten a pretratamientos quimicos (HNO, 0,5% y
1%) y biolégicos (precultivo con Pleurotus ostreatus durante 10 y 20 dfas), con el fin de deslignificarlos y
favorecer la produccion de celulasas. La evaluacion de las actividades celulasa total (FPasa) y endoglucanasa
(CMCasa), se realiza a los ocho difas de cultivo en fermentacién en fase sélida utilizando los residuos
pretratados como sustrato, suplementando con dos fuentes de nitrégeno inorginicas (NH,H,PO, y
NaNO,). Las mayores actividades celuloliticas se encuentran en cultivos realizados con pretratamiento
biolégico (precultivo de Pleurotus ostreatus) y NaNO, como fuente de nitrégeno, con valores de 0,374
U/mL de FPasa y 0,776 U/mL de CMCasa; una unidad (U) de actividad es la cantidad en umoles de
azucares reductores (glucosa) producidos por minuto.
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ABSTRACT

The oil palm industry in Colombia, the fifth world manufacter, generates lignocelulosic waste like the
empty fruit bunch (EFB), which remains after removing the fruit of oil palm. Keeping in mind this
characteristic, it can be used as substrate for cellulases production. In this study we evaluate the productivity
of cellulases through native crop of Trichoderma viride T12 using EFB. The wastes are subject to chemical
(HNO, 0,5% y 1%) and biological treatments (previous cultivate with Pleurotus ostreatus during 10 and
20 days), to get its deslignification and improving the production of cellulases. The evaluation of the
activities of total cellulase (FPase) and endoglucanase (CMCase) was made after 8 days of cultivate by
fermentation in solid state, using pretreated wastes as substrate. It was supplemented with two inorganic
nitrogen sources (NH,H,PO, y NaNO,). The major celulolitic activities were found in wastes treated
with precultive of Pleurotus ostreatus and NaNO, as nitrogen source, with values of 0,374 U/mL of FPase
and 0,776 U/mL of CMCase. All activities were expressed in micromole of glucose units (U) of substrate
hydrolyzed in 1 min.
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INTRODUCCION

La celulosa y la hemicelulosa son los principales
componentes de las paredes celulares de las plantas
y los materiales biolégicos mas abundantes sobre la
tierra. Estos compuestos polisaciridos estin con-
formados por azucares; estos tltimos pueden ser
obtenidos mediante hidrdlisis enzimitica. Algunos
residuos urbanos, industriales, agroindustriales
y otros, contienen una cantidad significativa de
estos compuestos. Sin embargo, muchos de ellos
son desechados o incinerados, contribuyendo a las
emisiones de diéxido de carbono (1), y por lo tanto
al calentamiento global.

En este contexto, los materiales ricos en celulosa
son una alternativa ante la fuerte disminucién de
combustibles fésiles que se da hoy dia en el mundo
(2); por su composicién pueden ser tratados fisi-
coquimica o biolégicamente previos a la hidrélisis
enzimatica para la produccién de aztcares fermen-
tables, materia prima para biocombustibles. Los
residuos lignoceludsicos constituyen una fuente
de energia renovable y abundante, y no afectan la
disponibilidad de alimentos. Ademis, pueden uti-
lizarse en la produccién de alimentos para animales
y productos quimicos (3), (4).

La explotacién de la palma de aceite en Colombia
genera residuos ricos en celulosa, hemicelulosa y
lignina, luego del proceso de desfrutado y extrac-
ci6n del aceite. Teniendo en cuenta su estructura,
pueden usarse como sustratos para el cultivo de
hongos filamentosos capaces de producir enzimas
extracelulares con actividades celulasas, con im-
portantes aplicaciones industriales, especialmente
en la manufactura de textiles y papeles (5) y en la
industria de alimentos en el procesamiento de vinos
(6), produccién de purés de frutas, verduras y en
polvos instantdneos para jugos naturales (7) ademds
de su uso en la hidrélisis de biomasa lignocelulésica
para la produccién de etanol (8).

Algunos de los residuos sélidos generados en
la industria de la palma de aceite, son los llamados
“raquis” o “racimos vacios”. Por cada tonelada de
frutos procesados quedan de 0.2-0.25 toneladas de
“raquis” (9). Actualmente se buscan alternativas
para el aprovechamiento de estos residuos, ya que
son un problema industrial y ambiental; una es la
produccién de complejos enzimiticos extracelulares
mediante el cultivo de hongos filamentosos como el
Trichoderma viride, capaz de crecer en materiales celu-
16sicos. En base seca estos hongos estin compuestos
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por 69% de hemicelulosa, 22% de lignina, 2.7%
de pentosa y 6.6% de cenizas (10). Su composi-
cién quimica en base seca es aproximadamente
49.2-50.6% de C, 0,80% N, 0,22% P,O;, 2,90%
K,0, 0,25% MgO, 0,29% de CaO (9). La relacién
N/C es baja. En Colombia se generan cerca de un
mill6n de toneladas de estos residuos por ano (11).

Es asi como los residuos de palma pueden usarse
como sustrato para la produccién de complejos en-
zimadticos con actividad celulolitica mediante el cul-
tivo de Trichoderma viride. La actividad de los com-
plejos enzimiticos derivados de microorganismos
celuloliticos puede aprovecharse en el tratamiento
de residuos (12), (13). Especies del género Trichoder-
ma son reconocidas por su produccién enzimitica'y
han sido ampliamente estudiadas (14-21)

El propésito de este estudio fue encontrar al-
ternativas para el aprovechamiento de los racimos
vacios de palma, mediante su utilizacién como
sustrato para la produccién de enzimas celulasas por
Trichoderma viride T12, aislada en el laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad Jorge Tadeo Loza-
no. Se estudi6 la influencia de pretratamientos y el
suplemento con fuentes de nitrégeno inorganicas
en la produccién de los complejos enzimiticos.

MATERIALES Y METODOS

Inéculos

La cepa de Trichoderma viride T12 tue conservada
a4° C en agar papa dextrosa (PDA). Los in6culos se
realizaron en medio de cultivo Mandels (22) estéril
con la siguiente composicién: 1.4 g/L de (NH,),SO,,
2 g/L de KH,PO,, 0.4 g/L de CaCl,.2H,0, 0.3 g/L
de MgSO,.4H,0, 0.005 g/L de FeSO,.7H,0,
0.0016 g/L de MnSO,.4H,0, 0.0014 g/L de
ZnSO,.7H,0, 0.02 g/L de CoCl,.6H,0, 0.3 g/L
de urea y 0.25g/L de extracto de levadura. El medio
se suplementé con 5 g/L de glucosa y 5 g/L de resi-
duos molidos como fuentes de carbono. Se realizaron
cultivos de 25 mL en frascos de 100 mL, los cuales se
inocularon con un (1) mL de suspensién de esporas
(1.42x 10® esporas/mL). Posteriormente se incubaron a
28 °C en agitacién orbital a 150 rpm, durante 7 dfas.

Tratamientos de los residuos de palma

Los residuos de palma (racimos vacios) fueron
obtenidos de una planta extractora de aceite de pal-
ma en Cumaral, Meta; el material fue lavado, secado
y cortado manualmente hasta una longitud prome-
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dio de 4 cm. Con el fin de modificar la estructura
lignoceluldsica de los residuos, se plantearon varios
pretratamientos:

Tratamiento quimico: Se prepararon soluciones
acidas al 0.5% y 1% de HNO3. Se utilizaron 250
mL de solucién para cada 40 g de residuos, los cuales
se sumergieron en frascos de vidrio de 500 mL. Se
mantuvieron a 121° Cy 15 psi durante 20 minutos.
Posteriormente se aument6 el pH hasta un valor de
5 mediante la adicién de NaOH 1N. Finalmente,
los residuos tratados se lavaron varias veces con agua
potable y se secaron a 80° C durante 2 dfas.

Tratamiento bioldgico: El tratamiento biolégico
consisti6 en cultivar el hongo Pleurotus ostreatus P1
sobre los residuos con dos tiempos diferentes de
cultivo (10 y 20 dfas), en unidades de 40 g, humedad
de 65%, 28° Cy en oscuridad, logrando crecimiento
micelar sobre los residuos.

Después del tratamiento biolégico los residuos se
lavaron retirando los restos miceliares y se secaron
a 80° C durante 2 dfas.

Suplementacién con fuentes de nitrégeno:
Se realizaron soluciones de medio Mandels
(22) y se enriquecieron con fosfato de amonio
(NH4H2PO4) (5 gy 12 g/100 mL de medio) y
nitrato de sodio (NaNO4) (6.5 gy 16 g/100 mL de
medio), para adicionarlas a los residuos secos como
suplemento de nitrégeno, hasta valores de relacién
carbono nitrégeno (C/N) de 30y 20 g de carbono/g
de nitrégeno en el sustrato sélido.

Cultivo en fase sélida de Trichoderma viride T12:
Como unidades de fermentacién se usaron bolsas
esterilizables con tapén de algodén, cada una con
40 g de sustrato sélido (pretratado y/o suplementado
con nitrégeno) con una humedad de 65%. Estas
bolsas se esterilizaron, enfriaron e inocularon con
25 mL de inéculo liquido. Se homogenizé y se
incubé durante 8 dias a 30° C.

Procedimientos analiticos

Los extractos enzimiticos de cada cultivo se
obtuvieron con buffer de citratos 0,05 M, pH 4.8,
en una relacién 0,5 g de sustrato/mL de buffer. Se

agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 4000
rpm durante una hora. El sobrenadante fue utiliza-
do para medir las actividades enzimdticas.

Cuantificacién de proteina

Se analizé el contenido de proteina de los extractos
enzimiticos por cuantificacién de proteina soluble con
azul de coomassie, de acuerdo al método de Bradford
(23), usando albtimina bovina como referencia.

Cuantificacion de actividades enzimaticas

Los ensayos enzimaticos sobre papel filtroy CMC
se realizaron segtin la IUPAC (24). La actividad ce-
lulasa total (FPasa, actividad sobre papel filtro) fue
determinada por la medicién de azticares reductores
producidos de la accién enzimitica sobre papel de
filtro Whatman No.1; la actividad endoglucanasa
fue determinada por la medicién de azdcares re-
ductores liberados de una solucién de CMC al 2%.
Los ensayos fueron realizados con buffer de citrato
0.05 M a pH 4.8 ¢ incubados a 50° C por 30 min
para CMCy 60 min para papel de filtro. El contenido
de azticares reductores fue determinado usando el
método de dcido 5-dinitrosalicilico (25). Una unidad
de actividad FPasa y CMCasa (U) es definida como
la cantidad de azdcares reductores (AR) en wmoles
(equivalentes de glucosa) liberados por minuto.

Analisis estadistico

Los resultados fueron comparados por anilisis
de varianza (ANOVA) y evaluados por la prueba de
Duncan con un nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los pretratamientos

Los valores de actividades celulasas en funcién de
los pretratamientos realizados a los residuos, se pre-
sentan en la Tabla 1. Los valores representados son el
valor promedio mds o menos la desviacién estindar.
Una unidad (U) es la cantidad de aztcares reductores
en wmol producidos por minuto, U/mL, unidades
por mililitro (mL) de extracto enzimatico.

Tabla 1. Efecto los pretratamientos quimico y biolégico sobre las actividades enzimiticas.

Tratamientos FPasa (U/mL) CMCasa(U/mL) Proteina (ug/ml)
SIN PRETRATAMIENTO 0,044 +/- 0,008 0,086 +/- 0.022 94 +/- 11
TRAT ACIDO 0,5% 0,012 +/- 0,004 0,000 +/- 0.000 19 +/-9
TRAT ACIDO 1% 0,052 +/- 0,012 0,048 +/- 0,022 17 +/- 8
TRAT BIOLOGICO 10 dias 0,146 +/- 0,088 0,614 +/- 0.078 227 +/- 46
TRAT BIOLOGICO 20 dias 0,150 +/- 0,038 0,558 +/- 0.091 159 +/- 42




38

El uso de celulosa purificada como sustrato no
resulta econémico para produccién a gran escala
de celulasas. Por estd razén se quiso estudiar si
los residuos de palma inducen la produccién de
celulasas a bajo costo. Los tratamientos quimicos y
biolégicos disminuyen la cristalinidad de la celulosa
de los materiales lignoceluldsicos (26), favorecien-
do el crecimiento de los hongos productores de
celulasas.

Como se puede observar, el pretratamiento
influye de manera importante en las actividades
FPasa y CMCasa (p<0,05). Mediante la aplicacién
de pretratamientos biologicos se logré incrementar
la actividad FPasa en 3,41 veces la obtenida sobre
el residuo sin tratamiento. Se puede observar que
el mayor contenido de proteina en los extractos, se
encontro en cultivos realizados con pretratamiento
biol6gico, debido probablemente a la presencia de
proteina del hongo cultivado previamente (Pleu-
rotus ostreatus). La actividad CMCasa presenté un
comportamiento similar, obteniendo las mayores
actividades con el pretratamiento biolégico, incre-
mentando la actividad CMCasa en 6,5 veces. Las
minimas actividades se obtuvieron en cultivos con
pretratamiento quimico. La actividad CMCasa fue
mis alta, 3,7 veces mayor que la actividad sobre
papel filtro, debido a que los residuos de palma,
después de ser pretratados, podrian tener regiones
significativas de celulosa amorfa o fragmentada; la
actividad CMCasa representa la actividad de enzi-
ma endoglucanasa, la cual es activa sobre celulosa
amorfa (27).

Los pretratamientos quimicos no dieron resul-
tados favorables. El Trichoderma viride T12 utilizado
para este estudio no crecié de forma apropiada sobre
residuos de palma pretratados quimicamente, o po-
siblemente estuvo limitado en su crecimiento por la
presencia de restos derivados del proceso quimico.
Con este procedimiento se pretende reducir la es-
tructura cristalina de la celulosa, disolver los posibles
complejos lignina-celulosa dificilmente atacables y
aumentar la superficie de contacto de la fibra celu-
16sica (28). Sin embargo, se conoce que la hidrdlisis
4cida de materiales lignoceluldsicos genera sustancias
inhibidoras del crecimiento de microorganismos,
tales como dcido acético y furfurales entre otros (29).
Estos resultados fueron similares a los de un estudio
realizado utilizando papel filtro tratado quimicamen-
te para el cultivo de Trichoderma sp. (11).

Existen algunos reportes de pretratamien-
to quimico de residuos de palma previo a la
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produccién de enzimas por Chaetomium globosum; el
método utilizado por Umikalson y su grupo (30)
consistié en tratar los residuos con acido nitrico
HNO, a temperaturas de 30° C durante 4 horas
y luego esterilizarlos durante 5 minutos; debido a
los grandes voliimenes de residuos generados y su
manejo durante largos tiempos, en este estudio se
propuso que los residuos fueran sometidos a condi-
ciones de esterilizacién (121° C, 15 psi) con el dcido
durante 20 minutos, teniendo en cuenta que en las
plantas procesadoras de frutos de palma de aceite se
dispone de autoclaves en el proceso de produccién
del aceite. Es probable que el nivel de hidrélisis no
haya alcanzado el valor logrado por Umikalson vy,
por lo tanto, los resultados no sean comparables, o
que el proceso realizado pueda ocasionar absorcién
excesiva del dcido por el hinchamiento estructural
o la generacién de inhibidores, lo que afect6 el cre-
cimiento del Trichoderma viride. Sin embargo, no se
realizaron andlisis quimicos para sacar conclusiones
definitivas al respecto.

En otros trabajos, los tratamientos quimicos
seguidos de autoclavado ocasionan una disrupcién
fisica de la estructura externa de la celulosa, permi-
tiendo una gran accesibilidad fiingica para que las
moléculas sean fermentadas (31), (32).

También la pérdida de actividad puede deberse
a la absorcién de las enzimas por la celulosa y la
lignina (33-34), o ser consecuencia de la inhibicién
por presencia de azuicares luego de la hidrdlisis
dcida de la celulosa. Algunas investigaciones han
mostrado que la glucosa y la celobiosa inhiben la
actividad enzimitica, ya que son los productos de
la actividad celulasa (35).

Por otro lado, considerando que el trabajo se de-
sarroll6 con residuos de palma de 4 cm de tamaiio,
el acceso del microorganismo al sustrato se limita,
ya que si el tamano fuera menor existirfa una mayor
drea superficial y por lo tanto mayor actividad enzi-
mitica (36). Este aspecto se puede discutir, teniendo
en cuenta estudios previos realizados sobre racimos
vacios de palma, que obtuvieron altas actividades
(30) realizando pretratamientos quimicos y una
reduccién de tamafo hasta una longitud de 2 mm
y 10 mm; no obstante, esta reduccién de tamafo
a nivel industrial serfa costosa y de dificil manejo,
raz6n por la cual este trabajo se desarroll6 con ta-
maiios de particula superiores.

En resumen, las caracteristicas fisico-qui-
micas del sustrato, asi como su mayor o menor
complejidad, son la causa fundamental de que el
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pretratamiento afecte en mayor o menor medida el
comportamiento de las actividades enzimiticas del
complejo celulolitico de Trichoderma viride T12.
Estudios previos han demostrado mayores acti-
vidades de las enzimas celuloliticas producidas por
Trichoderma reesei Rut C-30, utilizando como sustrato
residuos pretratados con vapor y celulosa cristalina
(37). La composicién del complejo enzimitico de-
pende de la lignocelulosa utilizada como sustrato, el
microorganismo y las condiciones de cultivo (27).

Efecto de la fuente de nitrégeno

Los resultados de las actividades enzimiticas en
funcién de la fuente de nitrégeno para los cultivos
sin pretratamiento se presentan en la tabla 2. Los
valores representados son el valor promedio mais o
menos la desviacién estindar. Una unidad (U) es la

cantidad de azticares reductores en umol producidos
por minuto, U/mL, unidades por mililitro (mL) de
extracto enzimatico.

El hongo Trichoderma sp. tuvo crecimiento uti-
lizando los residuos con y sin fuente de nitrégeno
adicional. Sin embargo, se observé una diferencia
en las caracteristicas del crecimiento entre las dos
fuentes de nitrégeno; los cultivos suplementados
con fosfato de amonio no crecieron abundantemen-
te, como si lo hicieron los cultivos suplementados
con nitrato de sodio (NaNO,). Los resultados obte-
nidos con nitrato de sodio (NaNO,) confirman lo
encontrado por Gutiérrez y sus colaboradores (38),
quienes compararon la produccién de enzimas con
actividad celulolitica con fuentes de nitrégeno orga-
nicas e inorganicas, obteniendo mejores resultados
con fuentes inorgdnicas.

Tabla 2. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre las actividades enzimadticas.

Suplemento fuente de N FP (U/mL) CMCasa (U/mL) proteina pg/mL
sin suplemento 0,044 +/- 0,008 0,086 +/- 0,011 93 +/- 11
NaNO, C:N20 0,240 +/- 0,008 0,536 +/- 0,024 195 +/- 50
NaNO, C:N30 0,112 +/- 0,084 0,382 +/- 0,082 213 +/-79
NH,H,PO, C:N20 0,012 +/- 0,003 0,048 0+/- 0,041 92 +/-19
NH,H,PO, C:N30 0,0112 +/- 0,017 0,136 +/- 0,028 86 +/- 16

La actividad sobre papel filtro como sustrato se
increment6 5.5 veces, comparada con la actividad
obtenida con los residuos sin fuente de nitrégeno,
con un valor de 0.240 U/mL +-0.008. La actividad
CMCasa se increment6 6.2 veces, comparada con
la actividad obtenida con los residuos sin fuente de
nitrégeno, con un valor de 0.536 U/mL +- 0.024.

No se observa incremento en la actividad usando
como suplemento fosfato de amonio (NH,H,PO,);
las actividades encontradas para estos cultivos, en su
mayoria son menores a las alcanzadas en cultivos sin
fuente de nitrégeno. Es importante hacer notar que,
con suplemento de nitrato de sodio (NaNO,), las con-
centraciones de proteina en los extractos son mayores.
El empleo de nitrato es justificado, ya que la mayor

parte de hongos filamentosos utilizan nitratos via
reduccién aamonio y utilizan el amonio como fuente
de nitrégeno, siendo esta asimilacion secuencial, pues
la nitrato reductasa se inhibe por amonio (39).

Efecto de la interaccion de los tratamientos
y las fuentes de nitrégeno

Se muestran las actividades enzimaticas obte-
nidas de la interaccién de los pretratamientos y las
fuentes de nitrégeno trabajadas (Ver Figura 1). Se
puede observar que las actividades enzimaticas PFa-
sa' y CMCasa se incrementaron con la interaccién
de los pretratamientos y las fuentes de nitrégeno,
principalmente con el tratamiento biolégico y la
fuente nitrato de sodio (NaNO,) (p< 0.05).
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Figura 1. Interaccién entre los pretratamientos y las fuentes de nitrégeno. Una unidad (U) de actividad
FPasay de actividad CMCasa es la cantidad de umoles de aziicares reductores producidos por minuto. SEN
(Sin suplemento de fuente de nitrégeno).

Actividad celulasa total (PFasa)

Segtin el anilisis estadistico, existe homoge-
neidad entre los tratamientos biolégicos para esta
actividad; la actividad FPasa se incrementé 2,5
veces sobre los residuos tratados biolégicamente
cultivados sin fuente de nitrégeno, alcanzando un
valor miaximo de 0.374 U/mL +-0,046, obtenido
con tratamiento biolégico por 20 dias y NaNO,
como suplemento de nitrégeno en una relacién
C/N de 30.

Se han reportado valores de FPasa de 9.88 ITU/mL
y 8.38 IU/mL (IU: umoles de azticares por min) de
dos mutantes de 7. reesei QMY-1 y MCG 80, culti-
vados en fase sdlida sobre paja de trigo pretratada con
NaOH y explosién por vapor (40). Los bajos valores
de actividad FPasa revelan la capacidad limitada que
tiene el complejo enzimdtico en la actividad sinérgica
de las tres enzimas (exoglucanasa, endoglucanasa y
B-glucosidasa) (41); sin embargo, debe tenerse en
cuenta que el microorganismo utilizado era modi-
ficado genéticamente para producir celulasas y los
tratamientos fueron diferentes.

Segtn el anilisis estadistico, teniendo en cuenta
la homogeneidad de los datos (Prueba de Duncan)
del suplemento fosfato de amonio (NH,H,PO,),
no existe un efecto significativo sobre la actividad
FPasa en U/mL.

Segtin los datos obtenidos sobre cultivos su-
plementados con nitrato de sodio (NaNO,), en
éstos si se presenta un efecto significativo sobre el
incremento de la actividad FPasa en U/ml y son
diferentes significativamente con respecto a todos
los cultivos.

Los resultados obtenidos con los tratamientos
quimicos muestran la misma tendencia; sin embar-
go, son muy bajos en comparacién con los que se
consiguen con los tratamientos biolgicos, posible-
mente debido a las razones antes dichas.

Actividad endoglucanasa (CMCasa)

La actividad CMCasa de los cultivos con nitrato
de sodio (NaNO,) como suplemento y pretrata-
miento biolégico, increment6 en 1.15 veces respecto
a los residuos tratados biolégicamente, cultivados
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sin fuente de nitrégeno, con un valor de 0.776 U/mL
+-0.096 (0.030 umol AR/ug proteina). Segtn el
andlisis estadistico, el tratamiento bioldgico realiza-
do con P. ostreatus durante 10 dias, obtuvo resultados
significativamente diferentes a los de todos los
demis cultivos en esta actividad. Se han reportado
valores de actividad CMCasa de 0.048 pmoles/ug
de proteina a partir del cultivo de T reesei (mejorado
genéticamente) sobre avicel. Esta actividad fue usada
como pretratamiento para el cultivo de una bacteria
sobre este sustrato (19). Debe tenerse en cuenta
que el microorganismo utilizado en este trabajo es
de tipo silvestre y la actividad obtenida es 0,625,
la obtenida por T. reesei. Ademds es importante
anotar que la carboximetilcelulosa (CMC), que
se ha utilizado tradicionalmente como sustrato de
endoglucanasas, presenta inconvenientes, ya que se
trata de una mezcla heterogénea de polimeros de
distinta longitud, con varias poblaciones de enlaces
glucosidicos en cuanto a su grado de accesibilidad
a las enzimas (42).

CONCLUSIONES

Fue posible cultivar el hongo Trichoderma viride
T12 (aislado en el laboratorio de Biotecnologia de
la Universidad Jorge Tadeo Lozano), sobre residuos
de palma de aceite, detectindose actividades endo-
glucanasa total (CMCasa) y celulasa total (FPasa) en
el complejo enzimitico. La actividades enzimiticas
de las endoglucanasas y exoglucanasas producidas
por el hongo aislado son bajas, comparadas con
las obtenidas en otros estudios, en los cuales se
han trabajado cultivos mixtos e inductores de
actividad. Los resultados revelan que la actividad
enzimitica depende de las condiciones del mate-
rial lignocelulésico en cuanto a su composicion y
acceso enzimitico, que simultineamente dependen
del pretratamiento realizado a los sustratos. Los
mayores valores de actividades enzimaiticas se ob-
tuvieron con los cultivos tratados biolégicamente
con Pleurotus ostreatus y suplementados con nitrato
de sodio (NaNO,), con un valor de 0,374 U/mL de
FPasa y 0,776 U/mL de CMCasa.

Los tratamientos quimicos no tuvieron un efecto
positivo sobre la produccién enzimatica. Requieren
un proceso mejor controlado, ya que las condicio-
nes afectan significativamente el material, y por lo
tanto la produccién enzimitica. Se debe estudiar
la presencia de compuestos quimicos inhibidores
luego de procesos de hidrdlisis quimica, con el fin

de controlar sus efectos sobre la produccién de las
enzimas.

La suplementacién con fosfato de amonio no
favoreci6 la actividad de las celulasas; es proba-
ble que haya causado inhibicién, mientras que la
suplementacién con nitrato de sodio favorece el
contenido de proteina, el crecimiento del hongo y
la produccién de enzimas.

Se observé una clara superioridad en la pro-
duccién de celulasas sobre sustratos pretratados
biolégicamente para las actividades evaluadas en
este estudio. Por lo tanto, la deslignificacién bio-
16gica usando P. ostreatus es una alternativa ambien-
talmente amigable, con la que se pueden generar
productos adicionales, como hongos comestibles y
complejos enzimdticos con actividades ligninasas.
Asi pues, con este estudio se presentan alternativas
de uso de los residuos de palma, ricos en lignina
y celulasa, dando opciones de valorizacién a estos
materiales. Este proceso conduce no solamente a la
produccién de las enzimas celulasas, sino también a
la hidrélisis enzimatica de los mismos residuos, con
el fin de producir azticares fermentables, materia
prima para la produccién de etanol, y productos
importantes para otras industrias como la farma-
céutica de alimentos y quimica, generados por
fermentacién de los mismos. Para este propésito es
necesario estudiar otros métodos de delignificacion,
tanto fisicoquimicos como bioldgicos, con el fin
de disminuir la barrera biolégica de la lignina, que
afecta tanto la produccién de las enzimas como la
hidrdlisis enzimaitica.

También es necesario estudiar de manera mas
profunda el complejo enzimatico del hongo aislado,
analizando posibles inductores de actividad como
iones, cultivos mixtos, surfactantes, suplementos y
fuentes de nitrégeno diferentes.
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