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|  RESUMEN

La seccion A consiste en un estudio cuyo objetivo fue seleccionar entre
ecotipos de Moringa oleifera introducidos al estado de Sinaloa, a los mas aptos
para la produccion de biomasa, semilla y aceite, y caracterizarlos quimicamente.
Para ello, se establecio un huerto con 288 arboles de 6 ecotipos de M. oleifera
(MO) distribuidos al azar. A los 16 meses de edad se determinaron los
rendimientos agronémicos de tallos, hojas y semillas, la composicion proximal de
cada fraccion, el perfil lignocelulésico de tallos y el contenido de acidos grasos del
aceite de la semilla. Se observaron diferencias significativas entre ecotipos para
todos los parametros, encontrandose que “Sinaloa” produjo la mayor cantidad de
semilla y “Mojolo” los mayores rendimientos de tallos y hojas. El andlisis proximal
mostrd la mayor concentracion de lipidos en semilla (48.2%) y de &cido oleico en
el aceite del ecotipo “Elota”. El perfil de los componentes de la lignocelulosa de
tallos indic6 que “Sonora”, “Elota” y “Sinaloa” tienen la mayor proporcion de
holocelulosa. “Sinaloa” obtuvo los mas altos rendimientos por hectarea de semilla
y aceite, mientras que, de la hoja, el ecotipo “Mojolo” logré la mas alta
productividad por hectarea de proteinas, lipidos y carbohidratos. El ecotipo
“Mojolo” fue el mejor para la produccion de biomasa y “Sinaloa” para semilla y
aceite. El ecotipo “Elota” presenté los mayores porcentajes de aceite en la semilla.
Se sugiere la experimentacién con cruzas entre ellos para buscar mejoras
genéticas.

La seccion B de este trabajo consistio en la busqueda de alternativas
biolégicas con potencial de utilizarse en las etapas de obtencién de etanol de
segunda generacién a partir de madera de M. oleifera, utilizando cepas de hongos
ascomicetos y basidiomicetos nativos del estado de Sinaloa como productores de
enzimas. Para ello se realiz6 una colecta, aislamiento y purificacion de hongos en
diferentes puntos del Estado de Sinaloa identificandose taxondmicamente. Los
hongos aislados se preseleccionaron cualitativamente por su capacidad de
degradar celulosa, hemicelulosa y lignina en cultivo en placa. Los hongos con

mayor capacidad enzimatica se sometieron a un estudio comparativo mediante
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cultivo en medio sumergido con lignocelulosa de moringa, determinandose
cuantitativamente el tipo y cantidad de enzimas producidas. Se seleccionaron e
identificaron molecularmente las cepas con mayor capacidad de produccién de
etanol y de actividad de lacasa, siendo éstos, Fusarium equiseti, F. verticillioides
y Mucor circinelloides como productores de etanol, y Trametes polyzona como
productor de lacasa.

En la Seccion C se aplicé la metodologia de superficie de respuesta para
determinar el pH y temperatura y concentracion de cobre Optimas para la
produccion de lacasa del hongo seleccionado Trametes polyzona Coc-1. Se
desarroll6 y optimiz6 un medio de cultivo para la produccidon de enzimas
lignoceluloliticas del hongo seleccionado para lacasas por fermentacion en medio
sumergido (FMS) utilizando un disefio ortogonal de Taguchi, variandose el
porcentaje de ocho fuentes de nutrientes y minerales: porcentaje de lignocelulosa
de M. oleifera, (NH4)2SO4 como fuente de nitrogeno no proteico, extracto de
levadura como fuente de nitrégeno proteico, KH2PO4 como amortiguador de pH 'y
fuente de fésforo y los minerales MgSQOa-7H20, CuSO4-5H20 y MnSO4-H20 como
fuentes de magnesio, cobre y manganeso respectivamente. Las condiciones
Optimas de pH, temperatura y concentraciéon de cobre determinadas por MSR
fueron 5.5, 34 °C y 0.93 mM, respectivamente. Mediante la optimizacion por la
metodologia de Taguchi, se obtuvo una actividad de lacasas de 74139 U L* a los
11 dias, siendo la concentracion de extracto de levadura el factor mas influyente.

En la Seccion D, con el objetivo de valorizar dos subproductos proteinicos de
biorrefineria de Moringa oleifera, se probo el efecto de la inclusién en la dieta de
semilla desgrasada por prensado (SMOD) y hoja fermentada por Mucor
circinelloides-Saccharomyces cerevisiae (HMHF) en codornices japonesas y se
compard con hoja no tratada (HMNT) y una dieta tradicional (TEST). Para ello,
180 codornices fueron alimentadas durante 35 dias con dietas formuladas para el
periodo de iniciacion (1 a 14 d) y de crecimiento (15 a 35 d). Durante la fase de
iniciacion y en el acumulativo final, la dieta con HMNT presento las menores

ganancias de peso. SMOD obtuvo los mayores promedios de peso vivo final
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(244.42 g), ganancia de peso (231.58 g) y menor tasa de conversion alimenticia
(2.95). Durante la fase de crecimiento HMNT presenté la mortalidad mas alta.
SMOD obtuvo los pesos mas altos de canal caliente y fria (146.41 y 159.31 g).
HMNT presento los porcentajes mas altos de canal caliente y fria (62.7 y 67.7%).
Las harinas de semilla desgrasada por prensado y de hoja hidrolizada de M.
oleifera pueden usarse a los niveles de inclusiéon probados, en dietas para

alimentar codornices japonesas sin efectos negativos en su crecimiento.
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ABSTRACT

Section A consists of a study whose objective was to select, among the
ecotypes of Moringa oleifera introduced to Sinaloa, the most suitable for biomass,
seed, and oil production, and chemically characterize them. An orchard was
established with 48 trees of 6 ecotypes of M. oleifera distributed randomly. At 16
months of age, the agronomic yields of stems, leaves, and seeds, the proximal
composition of each fraction, the lignocellulosic profile of stems and the fatty acid
content of the seed oil were determined. Significant differences were found
between ecotypes for all parameters, highlighting “Sinaloa” who produced the
highest weight of seed, and “Mojolo” the highest yields of stems and leaves. The
proximal analysis showed the highest lipid content in seed (48.2%) and oleic acid
in the oil of the “Elota” ecotype. The profile of the lignocellulose components of
stems indicated that “Sonora”, “Elota” and “Sinaloa” have the highest proportion
of holocellulose. “Sinaloa” obtained the highest yields per hectare of seed and oil,
while, from the leaf, the “Mojolo” ecotype achieved the highest productivity per
hectare of proteins, lipids, and carbohydrates. “Mojolo” ecotype was the best for
biomass production, and “Sinaloa” for seed and oil. The “Elota” ecotype presented
the highest percentages of oil in the seed. Cross-experimentation between them
is suggested to look for genetic improvements.

Section B of this work consisted of the search for biological alternatives with
the potential to be used in the stages of obtaining second-generation ethanol from
M. oleifera wood, using strains of ascomycetes and basidiomycetes native to the
state of Sinaloa as enzyme producers. For this, a collection, isolation, and
purification of fungi were carried out in different parts of the State of Sinaloa,
identifying them taxonomically. Isolated fungi were qualitatively preselected for
their ability to degrade cellulose, hemicellulose, and lignin in plate culture. The
fungi with the highest enzymatic capacity were subjected to a comparative study
on submerged cultivation with moringa lignocellulose, quantitatively determining
the type and quantity of produced enzymes. The fungic selected strains with the

highest ethanol production were molecularly identified as Fusarium equiseti (C6a),
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F. verticillioides (C7a) and Mucor circinelloides (C1502), while Trametes polyzona
(Coc-1) was selected for its high laccase activity.

In Section C, the response surface methodology was applied to determine the
optimal pH and temperature and copper concentration for laccase production from
the selected fungus Trametes polyzona Coc-1. A submerged medium
fermentation (SMF) was developed and optimized for laccase production of T.
polyzona using an orthogonal Taguchi design, varying the percentage of eight
sources of nutrients and minerals: percentage of lignocellulose of M. oleifera,
(NH4)2SO4 as a non-protein nitrogen source, yeast extract as a protein nitrogen
source, KH2PO4 as a pH buffer and phosphorus source and the minerals
MgSO4-7H20, CuSO4-5H20 and MnSO4-H20 as magnesium sources, copper and
manganese respectively. The optimal conditions of pH, temperature and copper
concentration determined by SRM were 5.5, 34 °C and 0.93 mM, respectively.
Through optimization by Taguchi methodology, laccase activity obtained was
74139 U L1 at 11 days, being yeast extract concentration the most influential
factor.

In Section D, to evaluate the press defatted seed paste (SMOD), and a residue
flour from leaves fermented by Mucor circinelloides-Saccharomyces cerevisiae
(HMHF), biorefined by-products of the biodiésel and bioethanol production
processes from Moringa oleifera (MO), the effect of its inclusion in starter and
finisher diets for Japanese quail was tested, measuring development parameters
and carcass yields. The results were compared with diets containing unfermented
MO flour (HMNT) and a conventional diet (TEST). For this, 180 quails were fed for
35 days with the formulated diets. During the starter stage, the HMNT diet showed
the least weight gain and the highest mortality. SMOD obtained the highest
average final live weight, weight gain, and lowest feed conversion. SMOD
presented the highest weights and HMNT the highest percentages of hot and cold
carcasses. It is concluded that pressing defatted seed paste and fermented MO
leaves flour can be used at proven inclusion levels, in diets to feed Japanese qualil

without negative effects on growth.
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I INTRODUCCION

Moringa oleifera (MO) es un arbol originario del sur del Himalaya que se
encuentra actualmente distribuido en la mayoria de los paises tropicales y
subtropicales del mundo, siendo la especie mas ampliamente cultivada de la
familia Moringaceae. Es una planta que durante siglos ha sido aprovechada por
sus usos alimenticios y medicinales, especialmente en la India, Pakistan, Filipinas
y algunos paises de Africa. Tiene la ventaja de crecer aceleradamente
produciendo altos rendimientos de biomasa, tolera factores de estrés como la
sequia, altas temperaturas, suelos pobres y salobres (Nouman y col., 2012).
Durante siglos el aceite de moringa o “Ben” fue utilizado como combustible y
lubricante, hasta que fue practicamente olvidado a raiz del uso generalizado de
los combustibles fosiles. En las ultimas décadas, debido al creciente interés en
los bioenergéticos, se han intensificado los estudios sobre el cultivo de plantas
productoras de aceite para su transformacion en biodiésel y la conversién de
residuos lignocelulésicos de cultivos agricolas y forestales en bioetanol, mediante
el proceso conocido como de “segunda generacion” (Chen, 2014). El aceite de la
semilla de moringa por sus caracteristicas se considera una alternativa viable para
la produccion de biodiésel (Azad y col., 2015). La productividad de semilla de M.
oleifera es muy variable, dependiendo de las condiciones agrocliméticas (Leone
y col., 2016). En diferentes regiones en Nigeria, Ndubuaku y col. (2014) reportan
rendimientos de semilla entre 6.7 y 24.0 t hal. Asimismo, en funcién de la
variedad genética y condiciones agroculturales, el rendimiento y cualidades de la
semillay su aceite pueden cambiar (Leone y col., 2016). Del total de acidos grasos
presentes en el aceite de moringa, alrededor 65 al 75% es oleico, el 9% behénico,
9% palmitico y 7% estearico. El alto contenido de acido oleico y tocoferoles, le
confieren al aceite de moringa una alta estabilidad a la oxidacién por lo que es
atractivo para la produccion de biodiésel y refinados farmacéuticos (Ramany col.,
2017). Asimismo, las proteinas en la pasta desgrasada suman alrededor de un

60%, pudiéndose usar en alimentos para humanos y animales (Ogunsina y col.,
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2010). Por otro lado, el residuo lignoceluldsico del arbol de moringa comprende
alrededor de un 70% de la biomasa. Ensayos en Nicaragua, con 1 millon de
plantas ha! produjeron mas de 500 t ha! afio! de biomasa, la que mediante el
uso de un proceso de segunda generacion tiene el potencial para producir hasta
20,000 litros de bioetanol, ademas de proteinas y ligninas como coproductos
(Foidl y col., 2001). En México se han realizado algunos estudios sobre la
productividad de biomasa de M. oleifera en condiciones medio ambientales
localizados, lo cual es importante cuando se pretende establecer plantaciones
adaptadas a las condiciones de una regién determinada (Meza-Carranco y col.,
2016). En Sinaloa, una regién semiarida de México, se han introducido
accesiones de distintos origenes, sin embargo, a excepcion del ecotipo
“Culiacan”, no se tiene informacion sobre su productividad (Pérez-Angel, 2011).
El objetivo de esta parte del presente trabajo fue seleccionar ecotipos de M.
oleifera con altos rendimientos de semilla y aceite para la posible produccién de
biodiésel y de biomasa lignocelulésica para la transformacion en bioetanol y otros
coproductos.

Debido a los graves efectos ambientales atribuibles al uso desmedido de las
energias provenientes de los combustibles fésiles, el aprovechamiento de las
energias renovables es una prioridad mundial. En el afio 2018 contribuyeron con
el 26.0% energia global producida; de éstas, s6lo el 1.0% proviene de
biocombustibles, mayoritariamente de primera generacion que utilizan fuentes
alimentarias como el maiz y la cafia de azucar (REN-21, 2019). Los
biocombustibles de segunda generacion, que transforman por fermentacion los
carbohidratos vegetales complejos como celulosa y hemicelulosa en etanol tienen
un potencial enorme ya que se calcula que a nivel mundial la biomasa asciende
a mas de 1.8 x10'! toneladas, de las cuales la mitad estan sobre tierra. No
obstante, la tecnologia para su produccion no esta plenamente dominada, debido
a la naturaleza recalcitrante de la lignocelulosa que la compone (Chen, 2014). Es
por ello, que la investigacion actual esta enfocada a encontrar formas efectivas,

econdmicas y benignas con el ambiente de realizar las etapas mas importantes
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del proceso, que son el pretratamiento, la hidrolisis y la fermentacion. Para realizar
el segundo, los métodos mas utilizados son la hidrolisis acida y alcalina, donde
se emplean &cidos o alcalis diluidos que dejan como productos de la reaccion
oligosacaridos, hexosas y pentosas contenidos en las moléculas de celulosa y
hemicelulosa y como productos secundarios algunas sustancias que resultan
inhibitorias para la mayoria de las levaduras fermentativas. Ademas de ese
inconveniente, este tipo de proceso es contaminante para el ambiente (Kumariy
Singh, 2018).

Saccaromyces cerevisiae es el microorganismo mas representativo entre los
fermentadores de etanol a partir de hexosas. Sin embargo, de manera natural
esta levadura no tiene capacidad para degradar la xilosa u otras pentosas,
componentes de las hemicelulosas. Se han encontrado otras levaduras que
pueden realizar esta funcidén, como Pichia stipitis y Candida shehatae (Buaban y
col., 2010; Chandel y col., 2011; Hickert y col., 2014).

Es de gran interés la busqueda de microorganismos con alta capacidad
enzimética y etanologénica, que pudieran utilizarse en una sola etapa o
bioproceso consolidado (CBP) (Bilal y col., 2018; Busic y col., 2018; Horisawa y
col., 2019). Algunas especies de hongos, como Neurospora crassa y Fusarium
oxysporum fueron reportados desde 1989 porque pueden hidrolizar la
lignocelulosa y ademas realizan la fermentacion alcohdlica simultdneamente y las
enzimas celulasas y xilanasas involucradas han sido caracterizadas
(Christakopoulos y col., 1989). Algunos hongos ascomicetos como Trichoderma
sp., Neurospora sp., Rhizopus sp., Aspergillus oryzae, Mucor circinelloides,
Paecilomyces variotii, Fusarium verticillioides y basidiomicetos de pudricion
blanca como Schizophyllum commune, Trametes versicolor, T. suaveolens,
Flammulina velutipes, Phlebia sp., Peniophora cinerea han sido estudiados y se
han obtenido resultados prometedores (Chen, 2014; Horisawa y col., 2019). Por
otro lado, hay pocos trabajos sobre la sinergia entre microorganismos que puedan
cooperar en un CBP para la produccion de etanol. Se han obtenido buenos

resultados con combinaciones entre hongos productores de etanol como
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Fusarium oxysporum y cepas recombinantes de S. cerevisiae (Panagiotou y col.,
2011). Es por ello que, en la segunda parte de este proyecto, se realiz6 una
investigacion en la que se aislaron y seleccionaron cepas de hongos regionales
capaces de realizar eficientemente alguna o varias de las etapas de
pretratamiento, hidrélisis y fermentacién, del proceso de produccion de etanol de
segunda generacién a partir de madera de moringa y encontrar la productividad y
rendimientos de etanol en un CBP, de consorcios de estos hongos con una cepa
comercial de Saccharomyces cerevisiae.

En la naturaleza, la degradacion de la biomasa lignoceluldsica es lograda por
una mezcla de enzimas hidroliticas en sinergia con enzimas oxidasas producidas
por microorganismos que cuentan con la capacidad enzimatica necesaria para
dicho propésito. Dentro de las enzimas oxidativas se encuentran principalmente
la lignino peroxidasa, la manganeso peroxidasa y las lacasas. Estas ultimas han
llamado poderosamente la atencion ultimamente por las multiples aplicaciones
gue se le han encontrado en los campos de la bioconversion, biorremediacion y
la medicina. Esta enzima, junto con la enzima manganeso peroxidasa y la lignino
peroxidasa, son las principales responsables de la degradacién de la lignina
contenida en la lignocelulosa por lo que tiene un gran potencial de aplicacion en
la produccion de bioetanol de segunda generacién. Las enzimas lignoliticas como
la lacasa son producidas principalmente por hongos xiléfagos, en especial los de
pudricién blanca y parda, los cuales se alimentan mediante la absorcién directa
de nutrientes obtenidos por la accion de las enzimas que secretan (Pellezar y col.,
1996). Muchas de las investigaciones recientes estan destinadas a encontrar
nuevas cepas con alta capacidad ligninolitica susceptibles de ser utilizadas a
escala industrial, ya sea, para la produccion de enzimas que puedan ser utilizadas
en el pretratamiento para la produccion de etanol.

Aunqgue los hongos de pudricién blanca tienen en comun el hecho de que
degradan madera, no degradan por igual los diversos tipos. Ademas, cada cepa
de microorganismo puede presentar diferentes necesidades nutritivas y

fisicoquimicas para su desarrollo, por lo que para una maxima producciéon de
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enzimas ligninoliticas es necesario establecer las condiciones nutricionales y
fisicoquimicas idoneas. Se conoce que T. polyzona tiene capacidad de
produccioén de lacasas, manganeso peroxidasas y lignino peroxidasas (Orth y col.,
1993; Pinar y col., 2017; Lueangjaroenkit y col., 2018; Lueangjaroenkit y col.,
2019). Es por ello, que en la tercera parte de este trabajo de investigacion se
busco encontrar las condiciones Optimas para la produccion de lacasa del hongo
nativo seleccionado Trametes polyzona (Sin. Coriolopsis polyzona), utilizando
como sustrato madera de Moringa oleifera. Adicionalmente, se probd la capacidad
de degradacion T. polyzona en la degradacion de lignina de madera de M.
oleifera, para su posible utilizacién en el pretratamiento de produccion de etanol
a partir de esta planta.

Otra de las muchas aplicaciones que tiene el arbol de M. oleifera es en la
alimentacion humana y animal, ya que la planta de moringa es rica en nutrientes
y compuestos bioactivos que ofrecen un gran potencial para su uso como recurso
alimentario. Las hojas, semillas y corteza de M. oleifera son facilmente
consumidas por el ganado vacuno (Pérez y col., 2010), ovino (Pérez-Angel, 2011),
caprino (Aregheore, 2002), porcino (Muthukumar y col., 2012), aviar (Gakuya y
col., 2014) y conejos (Adeniji y Lawal, 2012) como ingrediente de la dieta y se ha
utilizado para mejorar el estado de salud, el rendimiento en el crecimiento, la
produccion de leche y carne (Panagiotou y col., 2005; Pérez-Angel, 2011; Al-
Juhaimi y col., 2015; Falowo y col.,, 2018). También se ha probado en la
alimentacion de peces (Adeshina y col., 2018). Esto es debido a que esta planta
posee un alto contenido de proteina digerible, calcio, hierro, vitamina C,
carotenoides y muchos otros compuestos bioactivos (Raman y col., 2017). Los
andlisis proximales indican que las hojas deshidratadas de M. oleifera contienen
28.65% de proteina (Borges y col., 2014). Por su parte, Ogunsina y col. (2010)
reportan que las semillas de M. oleifera contienen 34.8% de lipidos y 31.6% de
proteina. Sumado a ello, las hojas de moringa tienen muy bajos niveles de

metales pesados como cadmio, arsénico y mercurio, por lo que su integracion en
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las dietas para aves de corral es segura y podrian mejorar el rendimiento de la
produccion avicola (Abd El-Hack y col., 2018).

Se han realizado diversos ensayos para determinar el efecto de hoja y semilla
de moringa en la dieta sobre pardmetros de crecimiento en aves. Oghenebrorhie
y Oghenesuvwe (2016) encontraron que la inclusion de hasta un 10% de harina
de hoja de MO en la dieta de pollos de engorde no tuvo efecto negativo sobre la
ganancia de peso, conversion alimenticia (CA) y el peso vivo final. Castillo y col.
(2018) observaron que la inclusion de la hoja de M. oleifera en la etapa inicial en
codornices japonesas inhibié la ganancia de peso (GP) y aument6 la CA; sin
embargo, en el periodo de engorde no se vieron afectados estos parametros.

Asimismo, Abbas y Ahmed (2012) reportaron que, durante el periodo de
iniciacion, el uso de 1.5% de harina de semilla de M. oleifera (HSMO) limit6
significativamente la GP, el peso corporal y la CA de pollos de engorda. Durante
la etapa de finalizacion (22-35 dias) y en el global (8-35 dias), los niveles de
suplementacion con 0.37%, 0.75% y 1.5% de HSMO no produjeron ningun efecto
negativo.

Por otro lado, el aceite extraido de la semilla se ha estudiado como alternativa
para la produccion de biodiésel (Azad y col., 2015). Asi mismo, las hojas de esta
planta son una fuente atractiva para la produccion de alimentos para humanos
(Boateng y col., 2017), animales y productos farmacéuticos (Saini y col., 2014).
De la biomasa lignocelulésica se pueden obtener biocombustibles soélidos y
bioetanol (Ali y Kemat, 2017). Por todo ello, y por su adaptabilidad a condiciones
de clima y suelos desfavorables, M. oleifera es una opcion prometedora para el
desarrollo de biorrefinerias en regiones tropicales del mundo (Raman y col.,
2017). Dentro de una biorrefineria de moringa, se obtiene un subproducto de la
extraccion de aceite de las semillas, el cual puede destinarse a la alimentacion
animal debido a su alto contenido de proteina. Asi mismo, durante el bioproceso
consolidado de hidrdlisis y fermentacion alcoholica de la biomasa de moringa se
obtiene como subproducto una pasta de fermentacién que contiene mayormente

proteinas (Anasontzis y col., 2016).
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En la segunda parte de este trabajo, se evaluaron 5 cepas autéctonas de
hongos etanologénicos en consorcio con Saccharomyces cerevisiae (ATCC
200062), utilizando biomasa lignocelulésica de moringa como sustrato. La cepa
C1502, identificada molecularmente como Mucor circinelloides, mostré el mayor
rendimiento y productividad de etanol de todas las estudiadas (Fonseca-Peralta,
2017). Como subproducto del bioproceso consolidado desarrollado, se obtiene
aproximadamente 65% de subproducto proteico, el cual podria aprovecharse en
la alimentacion animal.

Por lo anterior, se propuso en la cuarta parte de este trabajo de investigacion,
evaluar dos subproductos de una potencial biorrefineria de Moringa oleifera.
Dichos subproductos son:1) pasta de semilla desgrasada por prensado y 2) hojas
de moringa fermentadas por Mucor circinelloides-Saccharomyces cerevisiae. Se
evalud su posible utilizacion en las dietas de crecimiento de codorniz japonesa
(Coturnix coturnix japonica), que se utiliz6 como modelo animal, midiendo

parametros productivos y de rendimiento en canal.
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Il REVISION DE LITERATURA
A RENDIMIENTOS Y COMPOSICION QUIMICA DE BIOMASA DE M.
oleifera
1 Antecedentes

Moringa oleifera es un arbol originario del sur del Himalaya que se encuentra
actualmente distribuido en la mayoria de los paises tropicales y subtropicales
del mundo. Esta planta, también conocida como marango, malunggay o arbol de
Ben. M. oleifera Lam forma parte de la familia Moringaceae, un grupo pequefio de
plantas dentro del inmenso orden Brassicales que incluye la familia de la col y del
rabano (Olson y Fahey, 2011). La familia mas cercanamente emparentada con
Moringaceae es Caricaceae a la cual pertenece la papaya con quien comparte la
caracteristica de presentar glandula en el apice del peciolo. Moringaceae
comprende Unicamente el género Moringa, con 13 especies (Olson, 2002), que
se caracteriza porque en la mayoria de ellas, las semillas presentan 3 alas
longitudinales (Figura 1Db).

M. oleifera ha sido utilizada durante siglos por sus propiedades alimenticias,
medicinales e industriales (Olson y Fahey, 2011). Por otra parte, la planta de
moringa protege al suelo de la erosion, por lo que es ideal para usarse en
programas de reforestacion (Gandji y col., 2018), tiene también la cualidad de
crecer aceleradamente, produciendo altos rendimientos de biomasa; se
reproduce con facilidad, tolera factores de estrés como la sequia, altas
temperaturas, suelos pobres y salobres (Anwar y col., 2007; Abd El-Hack y col.,
2018; Falowo y col., 2018). Se cree que la planta fue por primera vez introducida
en México en tiempos de la conquista espafiola, al traerse ejemplares
provenientes de Filipinas en la ruta Manila-Acapulco en tiempo de la conquista
(Olson y Alvarado-Cardenas, 2016). Otra teoria, supone que los genotipos de
moringa presentes en México fueron introducidos de las colonias inglesas del
Caribe y América del Sur, donde durante el siglo XIX y XX se cultivaban para
obtener el aceite de Ben. Actualmente se encuentra ampliamente distribuida en

varios lugares de México, especialmente en los estados de Sinaloa, Sonora,
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Jalisco, Michoacan, Chiapas y Yucatan (Olson y Alvarado-Cardenas, 2016), sin
embargo, en la mayoria de los casos, no se tiene certeza de donde provienen
estos ejemplares, ni se cuenta con una relacion de los lugares exactos en que se
encuentran ni la extension de los cultivos, mucho menos una descripcién de las
caracteristicas botanicas, agrondmicas, bioquimicas o genéticas de los mismos
(Olson y Fahey, 2011).

La moringa, como todas las plantas que se reproducen por polinizacién
cruzada, tiene descendencia con caracteristicas variables que repercuten en
aspectos como productividad y contenido de aceite de la semilla. Ese es el caso
de los genotipos presentes en México, en que se observan diferencias notorias
en las caracteristicas de las plantas de distintos regiones. El &rbol de moringa es
perenne, pero no muy longevo, ya que vive unos veinte afios (Parrotta, 2009).
Hay también hibridos de ciclo anual que se han desarrollado en la India (PKM-1
y PKM2) que se estan utilizando en cultivos intensivos para la produccién de frutos
(vainas frescas) para el mercado de alimentos. M. oleifera crece tan rapido que
puede alcanzar hasta 5 metros en un afio (Pérez-Angel y col., 2010). En ensayos
realizados en Nicaragua (Pérez y col., 2010) con 1 millon de plantas/ha, la
produccion promedio anual de materia fresca fue de 580 toneladas/ha,
equivalentes a 99 toneladas de materia seca. Esta cantidad de materia seca
contiene un promedio de 16.8 toneladas de proteinas, 9.9 toneladas de azlcares,
7.9 toneladas de almiddn y 4.9 toneladas de lipidos. Debido a que el contenido de
lignina es muy bajo (alrededor del 5%), la fraccion de hemicelulosa + celulosa es
muy alta. Mediante el uso de un proceso de segunda generacion (cofermentacion
para transformar el almidén, hemicelulosa y la celulosa en azlcares y después en
alcohol), existe el potencial para la produccién de mas de 20.000 litros de alcohol
por hectarea al afio (Foidl y col.,, 2001). El resto de la torta de fermentacion
contiene principalmente lignina y proteinas que se pueden utilizar como materias
primas para la elaboracion de alimentos para animales.

Poco se sabe de la moringa en estado silvestre, sin embargo se ha registrado

desde tiempos antiguos su presencia en los bosques tropicales caducifolios del

31



noroeste de la India, al sur del Himalaya. Ahora se distribuye ampliamente en los
tropicos del sur, de Sudamérica y Centroamérica, Africa, Asia y las Islas del
Pacifico (Lim, 2012). En algunos lugares de México esta planta es cultivada
tradicionalmente, principalmente con fines ornamentales. Se encuentra
abundantemente desde el sur de Sonora hasta Chiapas, y en la peninsula de Baja
California. La planta también se cultiva en depresiones tropicales secas, como la
del Balsas y la central de Chiapas. Es probable que la planta haya llegado a
México por primera vez en los viajes de la Nao de China entre Manila y Acapulco
en tiempos de la conquista espafiola, y fuera utilizada por la tripulacién para su
propia alimentacion. Ahora se usa casi exclusivamente como ornamental (Olson
y Fahey, 2011). Por otro lado, Martinez (1959) menciona que el Ferrocarril del
Sud Pacifico introdujo y aclimat6 esta planta en los estados de Sinaloa y Sonora
a mediados del siglo pasado, por lo que es muy dificil saber de donde provienen
los ejemplares actuales que persisten en México..
2 Morfologia

Las hojas son compuestas tripinadas y en ocasiones bipinadas y tienen hasta
45 cm de largo. Los foliolos miden de 1.2 a 2.0 cm de largo y desde 0.6 a 1.0 cm
de ancho, los peciolos miden de 4-15 cm de largo. Las flores son de color blanco
amarillento y nacen en los tallos delgados de los racimos axilares (Parrotta, 2009).

Las flores individuales son de 0.7 a 1 cm de largo y de 2 cm de ancho,
normalmente se encuentran 5 flores en un racimo (Figura 1c). Los frutos son
capsulas pendulares, lineales, de tres lados con nueve crestas longitudinales, por
lo general miden de 20 a 50 cm de largo, pero en raras ocasiones hasta 1 m o
mas y 2.0 a 2.5 cm de ancho (Figura 1a) . Las capsulas contienen en promedio
10 a 30 semillas, dependiendo de genotipo, son de color verde oscuro durante su
desarrollo y duran aproximadamente 3 meses en madurar después de la floraciéon
(Khany col., 1975).
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Figura 1. Frutos (a), semillas (b) y flores (c) de M. oleifera
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Los frutos se vuelven color café cuando maduran y se abren
longitudinalmente liberando asi las semillas que contienen en su interior. Las
semillas miden alrededor de 1 cm de diamétro, con tres alas con textura parecida
a la del papel en los angulos. Los pesos de las semillas difieren desde 3,000 a
9,000 semillas por kilogramo (Parrotta, 2009).

Es muy facil de reconocer este género, debido a la peculiar combinacion de
hojas pinnadas, frutos trivalvados y semillas con 3 alas. También se distinge la
familia porque presenta glandulas foliares caracteristicas, localizadas a ambos
lados de la base del peciolo y en las articulaciones del raquis. Otra caracteristica
distintiva es que la flor posee estilo hueco y anteras con dos esporangios en lugar
de 4 que es lo comun en las angiospermas (Olson y Fahey, 2011).

3 Ecologia

Las temperaturas en las areas nativas de moringa, fluctian desde -1 °C
durante el invierno y hasta 48 °C en el verano. En esta region (al sur de Asia), la
precipitacion pluvial va desde 750 a 2200 mm al afio. Aunque la moringa es
altamente tolerable a la sequia y también se cultiva en regiones semiéaridas de la
Inda, Pakistan, Afganistan, Arabia Saudita y al este de Africa donde hay una
precipitacion anual de hasta 300 mm. Crece en sitios que se encuentran al nivel
del mar hasta en lugares con altitudes de 1400 m (Booth y Wickens, 1988). Olson
y Alvarado-Céardenas (2016) identificaron 133 municipios de zonas tropicales de
México con las condiciones éptimas para el desarrollo de M. oleifera, destacando
por su extension territorial los estados de Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Jalisco.
En cuanto a las condiciones del suelo, este arbol se desarrolla bien en en aquellos
con textura de ligera a mediana, pero el mejor crecimiento ocurre en suelos franco
arenosos (Parrotta, 2009). En un estudio se encontrd que la moringa se puede
desarrollar en suelos con moderados niveles de salinidad aunque presento
variaciones composicionales en la cantidad de minerales, proteinas, compuestos
fendlicos, clorofila y en la actividad de la enzima superoxido dismutasa con

respecto a la cultivada en terrenos con baja salinidad (Nouman y col., 2012).
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4 Crecimiento y rendimiento agronémico

M. oleifera se desarrolla con rapidez en sitios favorables para su crecimiento,
su altura aumenta de 1 a 4 m por afio durante los primeros 4 afios de vida (Pérez-
Angel, 2011). Aunque los arboles raramente crecen mas de 12 m de altura, en
ocasiones alcanzan los 16 m (Morton, 1991). Las frutas alcanzan la madurez
aproximadamente 3 meses después de florecer. Un solo arbol puede tener un
rendimiento entre 600 y 1,600 frutos cada afo. Las vainas (frutos) maduras con
semillas permanecen en el arbol por varios meses antes de partirse y liberar las
semillas las cuales son dispersadas por el viento, agua y probablemente
animales. La profundidad 6ptima para sembrar las semillas de M. oleifera es de 1
a 2 cm, la tasa de germinacion usualmente es de entre 60 y 90% para semillas
frescas. Tanto la germinacion como el desarrollo inicial de las plantas se ven
beneficiadaos por condiciones parciales de sombra (Parrotta, 2009). Los arboles
pueden producir semilla de buena calidad por 12 afios (Morton, 1991). De acuerdo
a estudios realizados por Foidl y col. (2001), en cultivo intensivo la planta es capaz
de producir por afio hasta 600 toneladas por hectidrea de biomasa fresca, que
corresponde alrededor de 120 toneladas de masa seca. De ésta masa mas del
50% corresponde a tallos y ramas. En experimentos realizados en el Estado de
Sinaloa, México, una region semiarida, Pérez-Angel (2011), México, encontrd que
en cultivo intensivo de la planta producia hasta 200 toneladas por hectarea de
biomasa fresca.

5 Partes de la plantay usos

Practicamente todas las partes de la planta son comestibles: hoja, tallos,
semillas, flores, frutos y raices tiernas, pero en el presente trabajo nos
enfocaremos a la biomasa aérea, en particular a la hoja, rama o madera y a la
semilla'y su aceite.

a Hojas

En Indonesia, se recolectan las hojas tiernas y las flores se cocinan y se

comen como otros vegetales o en sopa. En India y Bangladesh, las hojas son

finamente picadas y se agregan a las ensaladas. Las hojas de moringa contienen
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muchos compuestos que son considerados beneficiosos para la salud. Por cada
100 g de hoja de moringa seca, hay aproximadamente 30 g de proteina, la cual
contiene los amino&cidos esenciales, incluso en valores mas elevados que los
recomendados por la FAO/OMS/ONU para nifios de 2-5 afios. Ademas de ser
ricas en proteina, las hojas de moringa contienen grandes cantidades de
minerales y vitaminas. Como resultado de esto, se utiliza la adicion de hojas de
moringa a dietas como complemento alimentario para humanos (Liu y col., 2011,
Devisetti y col., 2016; Gopalakrishnan y col., 2016) y animales (Nouman y col.,
2014; Al-Juhaimi y col., 2017; Castillo y col., 2018; Falowo y col., 2018). En la
alimentacion animal se ha probado exitosamente la incorporacion en la dieta de
hojas de moringa en muchas especies pecuarias, como rumiantes, cerdos, aves
de corral, peces, etc. (Falowo y col., 2018).
b Ramas

Los tallos de moringa, cuando estan joévenes todavia contienen buena
proporcién de proteinas, por lo que son apropiados para la alimentacion animal.
Conforme van envejeciendo, el contenido proteico disminuye y aumenta el
contenido de fibra cruda o lignocelulosa (Pérez-Angel y col., 2010). Los rumiantes
pueden asimilar parcialmente los carbohidratos contenidos en la lignocelulosa
debido a su aparato digestivo dotado de microorganismos especializados
capaces de degradarla parcialmente.

c Semillas

Cuando la semilla de moringa alcanza la madurez, es rica en aceite y contiene
alrededor de 40% de grasa cruda, por lo que es una fuente rica en estos
compuestos y por ello una opcién interesante para la produccion de biodiésel
(Azad y col., 2015; Ivase, 2015). Al examinar la composicion del aceite de semilla
de moringa, se ha encontrado que contienen una alta proporcion de acidos grasos
monoinsaturados, particularmente en acido oleico (Mohd Ghazali y Mohammed,
2011). De acuerdo con Lim (2012), la semilla seca contiene en promedio; 29% de
proteinas, 7.5% de fibra y del 36 al 42% de aceite, 4.43% de cenizas y 21.12%.

Del total de acidos grasos presentes en el aceite de moringa alrededor 65 al 75%
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es acido oleico, el 9% acido behénico, 9% acido palmitico, 7% esteérico y también
se observan pequefias cantidades de acido lignocérico y miristico. En un estudio
realizado con Moringa oleifera endémica de Kenia, se encontré que el porcentaje
de aceite en la semilla variaba segun el proceso de extraccion. El rango fue de
25.8% cuando se utilizé el prensado en frio y de 31.2% cuando se emple6 un
meétodo que utilizaba cloroformo y metanol (Tsaknis y col., 1999). También se ha
encontrado que el aceite de semilla de moringa presenta alto contenido en acidos
grasos insaturados, principalmente &cido oleico. El behénico y palmitico son los
acidos grasos saturados que mayormente se encuentran en el aceite de moringa,
con un porcentaje de alrededor del 6% cada uno. El aceite de moringa también
contiene altos niveles de B-sitosterol (hasta 50.07%), estigmasterol (17.27%) y un
porcentaje de 15.12% de campesterol. Se detectaron altos niveles de a-, y-, -
tocoferol (105.0, 39.54 y 77.60 mg/kg, respectivamente) (Makkar y Becker, 1996).

Por otra parte, la proporcion de proteinas en la semilla de moringa es también
relativamente alta, y se sabe que la pasta desgrasada contiene mas de 60% de
este componente alimenticio, por lo que podria ser utilizada para fortificar diversos
alimentos para humanos y animales (Ogunsina y col., 2010; Leone y col., 2016;
Falowo y col., 2018).

6 Aptitud de M. oleifera para biorrefineria

Debido a la necesidad de cubrir las demandas alimenticias de la creciente
poblacion mundial, y a las numerosas y benéficas cualidades de la moringa, el
cultivo de esta planta ha sido incentivado en los ultimos afios (Boateng y col.,
2017). Aparte de su uso en la alimentacién humana y animal, la moringa ha sido
ampliamente estudiada por su posibilidad de utilizarse en aplicaciones tan
diversas que seria factible contemplar una biorrefineria basada en ella. La Figura
2 muestra algunas de los multiples productos que pueden elaborarse a partir de
M. oleifera en una biorrefineria. Estos pueden clasificarse en productos
alimenticios, bioenergéticos, para la agricultura, biorrenovables y medicinales
(Ramany col., 2017). A partir de la hoja se ha reportado la adicion de harina como

fortificante de alimentos para humanos (Devisetti y col., 2016; Al-Juhaimi y col.,
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2017) y animales (Falowo y col., 2018), antioxidantes para biodiésel (Franca y
col., 2017), biofertilizantes (Foidl y col., 2001), peliculas biocidas en el empacado
de quesos (Lee y col., 2016), aleloquimicos (Farooq y col., 2013) y diversos
compuestos de interés farmacoldgico y nutricional como carotenoides y
tocoferoles, (Sainiy col., 2014). De las flores y frutos se han aislado e identificado
compuestos antioxidantes (Siddhuraju y col., 2014). El fruto fresco se utiliza como
alimento para humanos y animales (Makkar y col., 2007) y tiene capacidad
hipoglucemiante (Guptay col., 2011). De la semilla se extrae aceite para biodiésel
(Rashid y col., 2008), biolubricante (Sharma y col., 2009), aceite comestible
(Nadeem y Imran, 2016), asi como pasta de prensado que puede utilizarse como
aditivo en alimentos (Falowo y col., 2018) y en el tratamiento de aguas (Ruelas-
Leyvay col., 2017).

De la céscara del fruto y de la cascarilla de la semilla se han obtenido
biofertilizantes (Martin y col., 2013) y bioetanol (Ali y Kemat, 2017). Finalmente,
de las ramas y raices, al ser una buena fuente de celulosa y hemicelulosa se
puede obtener briquetas calorificas, carbon (Raman y col., 2017) y una gran
cantidad de productos biorrefinados como azucares y sus derivados, tales como
glucosa, xilosa, sorbitol, etanol, etileno y butanol, plasticos, etc. (Yusufy Inambao,
2019). También se pueden aprovechar estos carbohidratos para la produccién de
enzimas especializadas (Vazquez y col., 2019; Yusuf y Inambao, 2019). Asi
mismo, de la madera es factible obtener papel (Benitez y col., 2014).

De la raiz se han purificado sustancias con propiedades biopesticidas
(Jayashree y col., 2014) y anticancerigenas (Bhattacharya y col., 2018). Como se
puede constatar, el potencial que posee M. oleifera es enorme, y es
especialmente atractivo para los paises tropicales y subtropicales que son aptos
para su cultivo, entre los que se encuentra México, donde hay amplias zonas con
las condiciones climatologicas adecuadas para el establecimiento de los cultivos
gue podrian proveer de la materia prima para el desarrollo de una biorrefineria
gue explote esta planta (Olson y Alvarado-Cardenas, 2016).
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Figura 2. Algunas posibilidades de transformacion de partes de M. oleifera
en una probable biorrefineria (modificado de Raman y col. (2017)).
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B USO DE HONGOS PARA LA PRODUCCION DE ETANOL
1 Antecedentes

Debido al inminente agotamiento de los combustibles fésiles, muchas
investigaciones en la actualidad se estan enfocando a la basqueda de nuevas
alternativas de energéticos o fuentes de energia renovables, tales como el
biodiésel, obtenido a partir de lipidos, y el bioetanol, producido por la
fermentacion de materiales ricos en carbohidratos. Estos pueden provenir de
materias primas alimenticias como la cafia de azucar y el maiz, con los cuales
se produce actualmente alrededor del 80% del bioetanol. A este tipo de
biocombustibles se les conoce también como de primera generacion. Sin
embargo, ademas del elevado costo de estas materias primas, entran en juego
impedimentos de tipo moral y ético, ya que éstas estan ligadas al mercado
alimentario (Phitsuwan y col., 2013). En el caso del bioetanol, el costo de las
materias primas representa entre el 60 y 70% del costo total (Becerra-Pérez,
2009). Por esta razdén, se han venido desarrollando en los dltimos afios las
tecnologias de segunda generacién para la produccion de este combustible a
partir de biomasa lignocelulésica, la cual es muy abundante y barata, ya que
se puede obtener de muchas fuentes tales como residuos de produccion
agricola y forestal, ademas de cultivos “energéticos” (especialmente
seleccionados para la produccién de biocombustibles). Se ha calculado que el
potencial de produccion de bioetanol de estos materiales es 16 veces mayor
gue el actual, donde de emplean almidones y azUcares.

2 Bioetanol de primera generacion

Las plantas de etanol de primera generacion utilizan cualquiera de los
azucares o almidon. Las plantas productoras de etanol a base de azucar de
cafia se encuentran principalmente en Brasil. El etanol a base de almidén es
producido a partir del maiz y otros granos, y esta dominado por los E.E.U.U.,
seguido de otros importantes paises como China, Canada, Francia, Alemania
y Suecia. En el mercado mundial se producen 21 millones de m? de etanol a
partir de cafia de azucar, mientras que a partir de maiz y granos se producen
60 millones de m3. Hay mas de 200 plantas en los EE. UU., con una capacidad

promedio de alrededor de 260.000 m? afio de etanol a partir del maiz o sorgo
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(Lennartssony col., 2014). El uso para el proceso de materias primas utilizadas
comunmente para la alimentacion humana ha dado lugar a muchas
discusiones éticas. Se le conoce normalmente como el debate "alimentos
versus combustible”, con puntos de vista diversos y fuertemente polarizados.
El suministro de la materia prima también puede convertirse en un factor que
limita el potencial en comparacion con el de la demanda potencial.

El primer paso de la produccion de etanol a partir de granos (Figura 3) en
el proceso llamado molinos secos, es la molienda del sustrato y la subsiguiente
es la licuefaccion del almidon. La licuefaccion es seguida por la hidrélisis o
sacarificacion, que libera los mondmeros del azucar (glucosa) en la solucion.
Durante la fermentaciobn posterior o simultdnea con la levadura
(Saccharomyces cerevisiae), los monomeros de azUcar se convierten en
etanol y dioxido de carbono.

Por lo general, se obtiene una concentracién de etanol cercana al 10%
(p/v) al final de la fermentacion. El liquido de la fermentacion, o mosto
fermentado, se destila para separar y purificar el etanol, que es entonces
deshidratado hasta concentraciones superiores al 99.7% para poderse utilizar
como combustible, de acuerdo con la norma europea EN 15376 (SIS, 2011).
En la parte inferior de la columna de destilacion se acumula la vinaza que
contiene aproximadamente 10% de sdlidos totales, incluyendo sustrato
residual, levadura y subproductos de fermentacion. Algunas de las particulas
sélidas se eliminan del liquido a través de centrifugacion por un decantador y
la vinaza delgada restante se envia a un evaporador. La torta de centrifugacion
y el jarabe resultante de la evaporacion normalmente se mezclan para producir
los granos destilados secos con solubles (DDGS). Los DDGS, que son
principalmente fuente de proteinas para la alimentacién animal, juegan un
papel crucial en la economia general del proceso (Taherzadeh y col., 2013).
Teniendo en cuenta la el dominio en la produccion industrial de etanol de
primera generacion, son muy pocas las incertidumbres del proceso, por lo que
tiene un riesgo relativamente bajo, que radica principalmente en la
incertidumbre del costo de la materia prima y el precio de los productos: el

etanol y los piensos (DDGS).
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Figura 3. Diagrama de proceso para la produccion de bioetanol de

primera generacion (adaptado de Lennartsson y col. (2014)).
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3 Bioetanol de segunda generacién

En general, el proceso de bioetanol de segunda generacion (Figura 4) es
muy parecido al proceso de primera generacion, pero utiliza como insumos
subproductos de las fabricas de papel al sulfito y otras materias primas
lignoceluldsicas (Lennartsson y col., 2014). Tedricamente, para la produccion
de etanol de segunda generacion no se tendrian problemas con el suministro
de materia prima ya que se calcula que en el planeta estan disponibles entre
7 y 18 mil millones de toneladas afio! de biomasa lignocelulésica. Sin
embargo, al momento actual, el proceso se encuentra limitado por problemas
econdémicos como el costo de la materia prima lignoceluldsica y su transporte
(Cheng y Timilsina, 2011; Chen, 2014). Sin embargo, uno de los desafios
técnicos mas importantes es la dificultad que presenta la biomasa para
degradarse, debido a su contenido de lignina. Para ello es necesario recurrir a
pretratamientos severos de la materia prima. Estos pretratamientos, a su vez,
resultan en la formacion de compuestos inhibidores, lo que provoca problemas
durante la fermentacion (Taherzadeh y Karimi, 2008). El segundo desafio
radica en la produccion de enzimas eficientes para hidrolizar la celulosa, a un
coste competitivo respecto a las enzimas usadas para la hidrdlisis de primera
generacion del almidén. Aunque se han logrado mejorias por parte de los
fabricantes de enzimas, reduciendo el costo de la enzima a 0.13 USD/L de
etanol, este costo es aun alto (Geddes y col., 2011). El tercer desafio lo
representa la necesidad de alcanzar concentraciones suficientemente altas de
etanol en el mosto fermentado con el fin de reducir el costo de la destilacién y
el tratamiento de las aguas residuales. Se considera que el objetivo es
alcanzar entre 4-4.5% (p/v). Para ello se requieren cargas de sustrato por
encima del 15%, ademas de los problemas inherentes en el mezclado y en la
produccion de inhibidores de crecimiento para las levaduras producidos por
los pretratamientos (Viikari y col., 2012). Aunado a lo anterior, se tiene la
liberacion de azucares de pentosa durante la hidrolisis de muchos de los
materiales utilizados, tales como el rastrojo de maiz, la paja de trigo y el pasto
varilla (Panicum virgatum) con contenidos superiores a 20% de xilano (Mosier
y col., 2005).
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Dado que el microorganismo de eleccidon, S. cerevisiae, es incapaz de
utilizar pentosas, esto puede convertirse en un problema. Existe una gran lista
de ejemplos de microorganismos manipulados genéticamente que se han
utilizado para intentar superar esta limitacion (Madhavan y col., 2011).

Actualmente se producen sélo cantidades insignificantes de bioetanol de
segunda generacion en varias plantas de demostracién en todo el mundo que
trabajan industrialmente, pero aun no son comercialmente factibles. Por el
momento, la empresa noruega Borregaard, declara ser la mayor productora de
etanol de segunda generaciéon, con una produccién anual de 20.000 m3
(Radsrud y col., 2012). En este caso, el etanol se produce a partir de los
mondmeros de azucar liberados como subproducto durante el proceso al
sulfito del papel. Lo anterior no es nuevo. Histéricamente se han producido
grandes cantidades de etanol a partir de materia prima lignocelulésica. Como
ejemplo, se puede citar que durante la década de 1940 estaban en operacion
en Suecia mas de 30 molinos de papel al sulfito, que incluian la produccién de
etanol y a finales de la década de 1980 las plantas de papel al sulfito soviéticos
tenfan una capacidad de produccién de hasta 190.000 m3/afio (Chen, 2014).

a Pretratamiento

La etapa de pretratamiento es indispensable para el procesamiento de
biomasa lignoceluldsica, ya que facilita la hidrélisis enzimatica y posibilita la
obtencién de altos rendimientos. Esta es importante porque la lignina de las
paredes celulares forma barreras contra en ataque enzimatico. Un
pretratamiento ideal es reducir el contenido de lignina, disminuir la cristalinidad
de la celulosa e incrementar el area superficial (Krishna y col., 2001). En el
Cuadro 1 se resumen los principales métodos de pretratamiento que se utilizan
para degradar la hemicelulosa, sus ventajas y desventajas.

1) Métodos fisicos
a) Trituracion
La molienda se utiliza para reducir el tamafio de la particula, aunque su

accion sobre los rendimientos de la hidrdélisis de la biomasa es minima.
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Cuadro 1. Principales métodos de pretratamiento de lignocelulosa

Tipo Modo de accién Ventajas Desventajas Ref.
Mecanicos Molienda, trituracién, reduccion del tamafio de particula o Exposicion del area y digestibilidad de la o Alto consumo energético 1,2
biomasa o Econémicamente ineficiente
o Reduccion de la cristalinidad y grado de
polimerizacion de la celulasa
Pirclisis Tratamiento a temperaturas >300 °C o Muy buenos rendimientos de produccion de o Parametros del biorreactor requieren ser altamente 2
azucares eficientes
o Eliminacion de descarga de efluentes o Requiere aditivos como CMC para asegurar el flujo continuo
de material por el extrusor
Extrusion Mezcla, cizallamiento y calor causa fibrilacion y reduccion de las * No hay descarga de efluentes, por lo que hay o Requiere aditivos para asegurar un buen flujo de materiales : 2,14,15
fibras menor contaminacion ambiental, lo cual reduce por el extrusor
costos y mermas por pérdida de sélidos
Agua caliente Altas temperaturas con agua caliente (160-240 °C) a alta presion : e Mejor control de pH minimiza la degradacionno : e Requerimientos altos de energia 34
remueve hemicelulosa haciendo mas accesible la celulosa especifica de polisacaridos o No factible a escala comercial
o Alta recuperacion de pentosas
o No se requiere de equipos anticorrosivos
Explosion de vapor Exposicion de biomasa triturada a vapor de 160-260 °C a alta o Mejora la hidrolisis enzimatica o Menos efectivo para maderas blandas 56
presion por un tiempo seguido de liberacién de presion causa o Menor impacto ambiental o Forma compuestos inhibitorios como HMF
hidrélisis de grupos acetilo de hemicelulosa, separando las fibras | e Menos quimicos peligrosos o Degradacion parcial de hemicelulosa y lignina
y rompiendo la pared celular o Alto rendimiento de azlcares
o Factible econdmicamente
Expansion de fibra con : Tratamiento con amoniaco liquido a temperaturas entre 60y 100 : e Incremento del area disponible para las enzimas ;| e No es muy efectiva con alta lignina 1,2
amoniaco (AFEX) °C a presién alta (250-300 psi) 30-60 min seguido por lo que incrementa digestibilidad o La hemicelulosa no es reducida significativamente
disminucion rapida de presion causa disrupcion de biomasa y o Menor formacién de compuestos inhibitorios o Costos muy elevado por el amoniaco
descristalizacion
Acidos Solubilizacion de hemicelulosa y lignina por accion de acidos o Aumenta la hidrolisis de hemicelulosa y de o Alto costo energético 2,78
diluidos y tratamientos de alta temperatura (~180 °C) corto celulosa amorfa o Requiere equipo anticorrosivo
tiempo o temperatura moderada (~120 °C) por tiempo o Altos rendimientos de azlcares o Formacion de compuestos inhibidores
prolongado
Alcalis Rompe los enlaces de éster y glucosidicos de cadenas laterales o Remocion eficiente de lignina o Costos de refinacion posteriores altos 9,10
causando alteracion en estructura de la lignina, hinchando la o Incremento de accesibilidad de hemicelulasas o No es eficiente a escala industrial
celulosa, descristalizandola parcialmente y solubilizando o Mejora la digestibilidad enziméatica de lignina y
hemicelulosa hemicelulosa
o Disminuye el grado de polimerizacion y
cristalinidad de celulosa
Organosolv La lignina es extraida con mezclas acuosas de solvente organico : e Mejora la eficiencia de la digestion enzimatica o Alto costo de solventes y catalizadores 2
(etanol, etilenglicol, acetona, metanol, etc.) con acidos de lignina y hemicelulosas o Riesgo de incendios y explosiones por los solventes
inorgénicos utilizados
Ozonolisis Degrada la lignina atacando anillos arométicos o No se producen residuos toxicos o Muy costoso debido a requerimientos de ozono 11,15,16
o La reaccion se realiza a temperatura ambiente
Bioldgicos Lacasas y manganeso peroxidasas, ligninoperoxidasas o No se producen residuos toxicos Baja tasa de hidrolisis 212,13
L]

producidas por hongos de pudricion blanca causan degradacion
de lignina

La reaccion se realiza a temperatura ambiente

Requiere optimizacion de procesos

Costos altos de operacion a gran escala

Se requiere de varios microorganismos para mejorar
deslignificacién

e o 0o o

1(Singh y col., 2014); 2 (Prasad y col., 2015); 3 (Mosier y col., 2005); 4 (Yu'y col., 2009); 5 (Martin-Medina y col., 2002); 6 (Pan y col., 2005); 7 (Yang y Wyman, 2008); 8 (Sivers y Zacchi, 1995); 9 (Bhatia y col., 2012); 10
(Mclntosh y Vancov, 2010); 11 (Garcia-Cubero y col., 2008); 12 (Kumar y Wyman, 2009); 13 (Sindhu y col., 2016); 14 (Busic y col., 2018); 15 (Kumari y Singh, 2018); 16 (Sun y Cheng, 2002)
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Existen diferentes tipos de métodos mecanicos de reduccion de tamafio,
como troceado, astillado, triturado, molienda, tendientes a mejorar la
digestibilidad del material lignoceluldsico. Estas técnicas de pretratamiento
aumentan el area expuesta, asi como disminuyen el grado de polimerizacion
y cristalinidad de la celulosa. Después del triturado, el tamafio de los materiales
es aproximadamente de 10 a 30 mm, mientras que después la molienda es de
0.2 a 2 mm. Dependiendo de las caracteristicas de la biomasa y del tamafio
final de las particulas a obtener, el factor mas importante a considerar para
realizar esta operacion es el requerimiento de energia, siendo frecuentemente
incosteable. Por otro lado se requiere mas energia para maderas duras que
para residuos agricolas (Sanchez-Riafio y col., 2010; Singh y col., 2014).

b) Extrusion

La extrusion se utiliza para calentar y moler biomasa lignocelul6sica que
contenga mas de un 15-20% de humedad. Este es un pretratamiento
termofisico que incluye mezcla, calentamiento y cizallamiento del material,
resultando en la alteracion fisica y quimica del mismo. Tiene la ventaja que no
hay descarga de efluentes, por lo que hay menor contaminacién ambiental, lo
cual reduce costos y mermas por pérdida de solidos. La extrusion es ventajosa
porque el corte mecanico conduce al rompimiento de la estructura de la
biomasa produciendo desfibrilacion y reduccién del tamafio de las fibras.
Requiere menos energia que la trituracion mecéanica. La extrusion se vislumbra
como uno de los métodos mas eficientes y econdémicos que existen para el
pretratamiento de biomasa lignocelulésica (Busic y col., 2018; Kumari y Singh,
2018).

c) Pirdlisis

La pirdlisis es un proceso endotérmico ahorrador de energia; en el que la
biomasa lignocelulésica se trata a una temperatura superior a 300 °C. En este
proceso, la descomposicion de la celulosa de la biomasa en gases produce los
productos Hz, CO y carbon. El carbdn residual asi formado es adicionalmente
tratado con &cido suave y lixiviado con agua. El agua lixiviada contiene glucosa
como componente principal que se puede utilizar como fuente de carbono para

la produccion de biocombustibles.
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d) Ultrasonido
Se emplea para extraer hemicelulosa y lignina, pero su eficacia es menor
a otros métodos de pretratamiento. La aplicacion de ultrasonido como método
de pretratamiento de biomasa da como resultado una disminucion del tiempo
de fermentacion debido a la desintegracion de las estructuras lignocelulésicas.
La eficiencia del pretratamiento depende de la seleccion de la frecuencia de
oscilacion, la temperatura del proceso y tiempo, asi como el tipo de material
tratado. Por lo general, se aplica una frecuencia de sonicacion de 20 a 40 kHz,
la cual rompe los enlaces de hidrégeno internos del biopolimero. La biomasa
sufre el aflojamiento, hinchazén y ruptura de fibras. Los mejores resultados de
deslignificacion se han observado para una frecuencia de sonicacién de 40
kHz (Kucharska y col., 2018).
e) Pretratamiento térmico
La biomasa se calienta a temperaturas de hasta 180 °C, lo que provoca
gue la lignina y hemicelulosa se degraden (Bobleter, 1994). Parte de la
hemicelulosa se solubiliza también durante estos procesos, pero a
temperaturas superiores a 180 °C, formando a su vez acidos, que ayudan a
catalizar la hidrélisis de hemicelulosa (Gregg y Saddler, 1996).
e) Explosion de vapor
La materia prima se somete a temperaturas entre 160-260 °C, mediante la
inyeccién directa de vapor saturado, por un intervalo de tiempo entre 1y 10
minutos. Seguidamente se lleva el producto a una rapida descompresion hasta
presién atmosférica. Como resultado se obtiene biomasa con alteraciones
fisicas (desagregacion y ruptura de las fibras), y quimicas (despolimerizacion
y rotura de enlaces) y una celulosa mas accesible a la hidrdlisis enzimatica.
Las variables por controlar en este tipo de procedimiento son la temperatura,
el tiempo de residencia, el tamafio de particula, y la humedad (Duff y Murray,
1996; Isikhuemhen y col., 2014).
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f) Agualiquida a alta temperatura

En este proceso se somete la biomasa al efecto de agua caliente a una
temperatura entre 170 — 230 °C por un tiempo de 46 min. El objetivo de este
pretratamiento es solubilizar principalmente la hemicelulosa de la celulosa
para hacerla mas accesible y evitar la formacion de inhibidores. Para evitar la
formacion de inhibidores, el pH debe mantenerse entre 4 y 7 durante el
pretratamiento. Mantener el pH entre 4 y 7 minimiza la formacion de
monosacaridos y, por lo tanto, también la formacién de productos de
degradacion que puede seguir catalizando la hidrdlisis del material celulésico
durante el pretratamiento (Mosier y col., 2005).

2) Métodos fisicoquimicos
a) Explosion de fibra con amoniaco (AFEX)

En este pretratamiento se aplican amoniaco liquido y un proceso de
explosion de vapor. Es un ti po de pretratamiento térmico alcalino y la
optimizacién del proceso se puede realizar variando carga de agua, carga de
amoniaco, temperatura de reaccion y tiempo de residencia. Este proceso no
requiere un tamafio de particula pequefio para ser eficiente y no se forman
inhibidores durante el proceso, pero tiene algunas desventajas como una
menor eficiencia con materiales con alto contenido de lignina, como las
maderas blandas. AFEX puede ser una técnica rentable para el pretratamiento
de biomasa siempre y cuando se pueda recuperar el amoniaco después del
proceso de pretratamiento (Kumar y col., 2009; Kumari y Singh, 2018).

Para este pretratamiento se emplean cargas de amoniaco:biomasa de
alrededor de 1, a temperaturas que van desde la temperatura ambiente con
una durante 10 a 60 dias, hasta 120 °C, por varios minutos (Alizadeh y col.,
2005), obteniéndose aumentos de seis veces en la hidrdlisis enzimética y
rendimiento de etanol de hasta de 2.5 veces mayor (Sanchez-Riafio y col.,
2010).

b) Explosiéon con COz2

Se lleva a cabo con alta presién y altas temperaturas de hasta 200 °C, con

una duracion de varios minutos. Este pretratamiento produce liquidos que

pueden ser acidos, estos acidos hidrolizan especialmente la hemicelulosa. El
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CO2 también se aplica en un proceso supercritico (35 °C, 73 bares), este
incrementa el rendimiento de glucosa en 50-70% de bagazo, el 14% de pino
amarillo y el 70% de &lamo, esto es probablemente causado por el aumento
del tamafio de poros (Zheng y col., 1998; Kim y Hong, 2001; Kumari y Singh,
2018).
3) Métodos quimicos
a) Hidrdlisis acida
Utiliza acidos como clorhidrico, sulftrico, sulfuroso, nitrico, fosforico y
férmico, aunque a escala industrial se usan solamente los dos primeros.
Industrialmente la hidrélisis 4cida se realiza de dos maneras: los que utilizan
los &cidos concentrados (10-30%) a bajas temperaturas (170-190 °C) con
mayor tiempo de reaccion, y los que emplean los acidos diluidos (1-5%), a
temperaturas altas (160-240 °C) y tiempos de residencia cortos (6-12
segundos). La reaccion produce hemicelulosa, principalmente xilano. La
hemicelulosa da subproductos inhibidores de levaduras como furfural,
hidroximetil furfural y otros, mientras que la lignina es condensada y
precipitada rapidamente (Liu y Wyman, 2003; Rastogi y Shrivastava, 2017).
b) Oxidacion humeda
Consiste en agregar un compuesto oxidante como aire, oxigeno o peroxido
de hidrogeno a la biomasa en medio acuoso para el tratamiento de biomasa a
temperaturas elevadas (por encima de 120 °C durante 30 min) durante el cual
el agua se comporta como un &cido (por encima de 170 °C), rompiendo las
hemicelulosas en monémeros de pentosa mas pequefios y oxidando la
celulosa. La eficiencia de la oxidacion humeda depende de la presion del
oxigeno, la temperatura y tiempo de reaccion. Sin embargo, este método no
es factible a nivel industrial debido a la naturaleza combustible del oxigeno
puro y el alto costo del perdoxido de hidrogeno (Lai, 2001; Rastogi y
Shrivastava, 2017).
c) Ozondlisis
El gas ozono se puede utilizar como oxidante para descomponer la lignina
y hemicelulosas que dan como resultado un aumento de la biodegradabilidad

de la celulosa. El ozono es un potente oxidante soluble en agua que puede
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degradar la lignina y liberar compuestos solubles con menos peso molecular
como acido férmico y acido acético. El pretratamiento con ozono es caro y se
utiliza una gran cantidad de ozono para tratar materiales lignocelulésicos, lo
que limita el uso generalizado de la ozondlisis. Durante el pretratamiento con
0zono, sus moléculas se desintegran en radicales hidroxilo (OH+) en el agua y
estos radicales resultan en oxidacién tanto para el ozono como para los
radicales OHe. El pH de la solucion determina en gran medida las reacciones
que tienen lugar durante el pretratamiento de ozondlisis (Sun y Cheng, 2002;
Garcia-Cubero y col., 2008; Kumari y Singh, 2018).
d) Hidrdlisis alcalina

Utiliza NaOH diluido a 60 °C por 24 h, lo que provoca un hinchamiento de
la biomasa, produciendo saponificacidbn y solvatacion que favorecen el
rompimiento de los enlaces cruzados entre las hemicelulosas y algunos otros
componentes, que dan como resultado un aumento de la porosidad de la
biomasa. La hinchazén de la biomasa, la hace penetrable por las enzimas y
bacterias, dando lugar a una degradacién de polisacaridos El alcali hace mas
accesible la celulosa a la accion de las enzimas para su sacarificacion. La
reaccion alcalina de la biomasa lignocelulosica altera la pared celular al
hidrolizarse polisacaridos como celulosa, hemicelulosa. Las principales
desventajas de este método son la necesidad de un tiempo de residencia
prolongada y que se requiere neutralizar la suspension pretratada (Bhatia y
col., 2012; Kumari y Singh, 2018).

e) Solventes organicos (Organosolv)

Este pretratamiento utiliza disolventes organicos (organosolv) como
alcohol etilico, alcohol metilico, acetona, etilenglicol y alcohol
tetrahidrofurfurilico con o sin la adicion de un agente catalizador para la
deslignificacion de material lignocelulésico. Los catalizadores utilizados
pueden ser organicos o inorganicos, acidos (HCl y H2SO4) o bases (NaOH,
NHsy CaCOz3). Se ha utilizado este proceso para la deslignificacion del rastrojo
de maiz con una mezcla de n-propilamina y etanol con una eficacia de 81.7%
de deslignificacion y 83.2% de rendimiento total de azucar (Xu y col., 2015).

Este pretratamiento es especialmente eficaz para biomasa lignocelulésica con
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alto contenido de lignina, ya que es capaz de romper los enlaces internos de
lignina y hemicelulosas. La desventaja principal es el alto costo de los
productos quimicos utilizados (Prasad y col., 2015; Kumariy Singh, 2018).
4) Pretratamientos biol6gicos

La mayoria de los meétodos convencionales fisicoquimicos para la
degradacion de lignina requieren grandes insumos de energia y también
causan contaminacion. El pretratamiento biolégico esta adquiriendo una gran
relevancia porque es un enfoque eficaz, seguro y respetuoso con el medio
ambiente. Los métodos de pretratamiento de hecho requieren equipos
costosos, altos aportes de energia y, a veces, el uso de productos quimicos
agresivos resultando en contaminacion ambiental. El pretratamiento biologico,
en cambio, emplea microorganismos, como hongos, bacterias y actinomicetos,
gue sintetizan enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas y ligninoliticas para
degradar la lignocelulosa (Wan y Li, 2012; Sindhu y col., 2016). El grupo de
microorganismos mas eficiente en la degradacion de la biomasa
lignocelul6sica es el de la division Basidiomicota o basidiomicetes, que son
hongos filamentosos que causan la pudricién (blanca y parda) de la madera,
especialmente los primeros (Tien y Kirk, 1984; Glenn y Gold, 1985; Kumar y
col., 2020). Estos hongos, son los principales degradadores en los
ecosistemas boscosos. Son capaces de degradar la celulosa, hemicelulosa y
lignina, por lo que son los mas utilizados en los pretratamientos biolégicos de
materiales lignocelulésicos. La eficiencia en la degradacion de un material
lignocelulésico esta relacionada a la capacidad de cada especie y cepa de
hongo de producir el tipo y cantidad de enzimas apropiadas, a las condiciones
fisicas y quimicas en que se cultiva y a las caracteristicas de composicion de
polisacaridos complejos del material que habra de degradarse (Yasmeen y
col., 2013). Dentro de las especies conocidas de basidiomicetes,
Phanerochaete chrysosporium ha sido considerado el de mayor eficiencia
debido a su alta tasa de crecimiento y a que es capaz de biodegradar la lignina
(Kumariy Singh, 2018). Dentro de los factores que mas afectan la degradacion
de lignina son el contenido de humedad, el tamafio de particula, la temperatura

y el tiempo de pretratamiento (Wan y Li, 2012). A pesar de las bondades de
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este método de pretratamiento como son gran tolerancia a condiciones
ambientales, poca cantidad de energia consumida y pocos requerimientos
quimicos, el pretratamiento biolégico aun enfrenta algunas desventajas por las
cuales aun no ha sido extensivamente utilizado, entre ellas, requerimientos
grandes de espacio, largo tiempo de proceso y la necesidad de un monitoreo
constante del crecimiento de microorganismos continuamente (Kumari y
Singh, 2018).
5) Solventes organicos y hongos

En este tipo de pretratamiento se usan en combinacion solventes
organicos y hongos, los primeros para hidrolizar la hemicelulosa y los
segundos para la descomposicion de la lignina. En estudios con etanol como
solvente y hongos basidiomicetes como Ceriporiopsis subvermispora,
Dichomitus squalens, Pleurotus ostreatus, Coriolus versicolor vy
Phanerochaete chrisosporium, etc. El pretratamiento biol6gico puede ahorrar
hasta un 15% de la energia requerida en el sistema. El etanol utilizado puede
reutilizarse y no representa riesgo para el ambiente (Itoh y col., 2003).

b Hidrdlisis enzimaticay fermentacion
1) Caracteristicas de la hidrdélisis enzimética

La hidrdlisis de celulosa, también conocida como sacarificacion, es un
proceso en el cual se convierte la celulosa en glucosa. La hidrdlisis enzimética
es clave para una produccion rentable de etanol a partir de sustratos
lignocelulésicos a largo plazo, ya que es un proceso benigno con el medio
ambiente, produce altos rendimientos y sus costos de mantenimiento son
bajos en comparacion con los tratamientos con acidos o alcalis. El proceso es
compatible con la mayoria de los métodos de pretratamiento, pero cuando los
sustratos provienen de pretratamientos quimicos, requiere la eliminacién de
compuestos toxicos e inhibitorios de las enzimas. Los factores que mas
afectan el proceso de sacarificacion enzimatica son: la concentracion de
sustrato, la carga de enzimas, la temperatura y el tiempo de sacarificacion
(Sainiy col., 2015).
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2) Procesos utilizados (SHF,SSF, SSCFy CBP)

Los tipos de procesos mas empleados en la fermentacion e hidrdlisis de
lignoceluldsicos son la sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF) y la
hidrolisis y fermentacion separadas (SHF). Recientemente han emergido
nuevos bioprocesos integrados como la sacarificacion y cofermentacion
simultdneos (SSCF) y el bioproceso consolidado (CBP) (Den Haan y col.,
2015). La Figura 5 esquematiza los cuatro tipos de bioprocesos mencionados.
El SHF es un proceso en dos etapas, en el que la hidrdlisis y la fermentacion
operan por separado, es decir, la biomasa lignocelulésica pretratada se
degrada primero en unidades de mondmero (glucosa y xilosa) a través de
enzimas, seguido de la fermentacioén de estos azUcares en etanol. Después
del pretratamiento de la lignocelulosa, se separa la fase liquida, que contiene
principalmente pentosas y algunas hexosas, de la fase sélida que contiene
basicamente lignina y celulosa. Luego, la celulosa se hidroliza mediante la
adicion de celulasas. En el SHF tanto la hidrolisis como la fermentacién toman
lugar por separado a sus respectivas temperaturas 6ptimas (50 °C para la
hidrolisis y 28-32 °C para la fermentacion), utilizandose microorganismos
adecuados para las fermentaciones tanto de hexosas como de pentosas. Sin
embargo, sigue siendo un inconveniente la acumulaciéon de azlcares que
inhiben la actividad enzimatica, lo que finalmente afecta el rendimiento de
etanol (Saini y col., 2015; Rastogi y Shrivastava, 2017). La necesidad de
fermentaciones separadas se debe a que para la fermentacion de pentosas se
utilizan microorganismos que metabolizan hexosas y pentosas mas
lentamente que aquéllos que so6lo asimilan hexosas. Ademas, estos
microorganismos también son mas sensibles al etanol y a los inhibidores. La
acumulacion de azucares liberados (glucosa y celobiosa) durante la hidrolisis
enziméatica inhibe la actividad celulasa. El efecto inhibidor de la celobiosa sobre
la celulasa es considerablemente mayor que el de la glucosa (Busic y col.,
2018).

Al realizar la hidrdlisis y la fermentacion en un solo biorreactor, durante la
SSF, los azucares liberados de la hidrolisis enzimética son inmediatamente

utilizados por el microorganismo.
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Figura 5. Configuraciones de procesamiento de lignocelulosa para su
conversion en etanol. SHF, hidrélisis y fermentacion separadas; SSF,
sacarificacién y fermentacion simultaneas; SSCF, sacarificacion vy
cofermentacion simultaneas; CBP: bioproceso consolidado (modificado

de Den Haan y col. (2015)).
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Por lo tanto, en el caldo hay concentraciones de azuUcar relativamente
bajas y por ello se reduce la inhibicion de la celulasa por los azucares
liberados. La temperatura frecuentemente utilizada para la SSF (alrededor de
38 °C) esta alejada a la Optima para hidrélisis (45-50 °C, realizada por T.
reesei) y la de fermentacion (30 °C, efectuada por S. cerevisiae). Para acercar
la temperatura de fermentacion a la temperatura 6ptima de hidrélisis, se han
probado levaduras y bacterias termotolerantes, como Kluyveromyces
marxianus y K. fragilis las cuales presentan la més alta productividad de etanol
a 42 °C (Ballesteros y col., 1991).

Tradicionalmente se ha empleado mas el proceso SHF, pero el SSF es
superior para la produccion de etanol, ya que puede mejorar los rendimientos
obtenidos al remover los compuestos inhibidores del producto final y eliminar
la necesidad de reactores separados. El coeficiente de rendimiento de etanol
superior de la SSF se debe en parte a una mayor conversion de xilosa a xilitol
en las condiciones de SSF. Los estudios han demostrado que SSF es una
mejor alternativa que el SHF. El consumo lento de xilosa durante la
fermentacion en SHF puede deberse a la presencia de compuestos téxicos
gue inhiben el crecimiento y la fermentacion del microorganismo (Saini y col.,
2015). Los inconvenientes de la SSF se pueden eliminar mediante el uso de
microorganismos termotolerantes como Kluyveromyces marxianus que
soporta las temperaturas mas altas utilizadas durante la hidrélisis enzimatica
(Buaban y col., 2010).

Ademas de la SSF y la SHF, existen alternativas como el bioproceso
consolidado (CBP) y la sacarificacion simultanea y cofermentacion (SSCF)
(Cardona y Sanchez, 2007). En el CBP, la produccién de celulasa, la hidrolisis
de la biomasa y la fermentacién del etanol se llevan a cabo todas juntas en un
solo reactor. El proceso también se conoce como conversion microbiana
directa (DMC), y en él se utiliza un mono o cocultivo de microorganismos para
fermentar celuCuadrolosa directamente a etanol. Una ventaja del CBP es que
requiere menores gastos en inversion de equipo y de adquisicion o produccion
de enzimas. Diversas bacterias como Clostridium thermocellum y algunos

hongos como Neurospora crassa, Fusarium oxysporum y Paecilomyces sp.
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han mostrado adaptarse a un CBP, sin embargo, este bioproceso no es aun
eficiente debido a los bajos rendimientos de etanol y los largos periodos de
fermentacion (Sarkar y col., 2012; Bilal y col., 2018).

En la SSCF los microorganismos deben ser compatibles en términos de
pH operativo y temperatura. Se ha reportado por ejemplo, buenos resultados
con una combinacién de Candida shehatae y Saccharomyces cerevisiae
(Neves y col., 2007). También se ha empleado la fermentacion secuencial con
dos microorganismos diferentes en distintos periodos de tiempo del proceso
de fermentacion para una mejor utilizaciéon de las hexosas por parte de S.
cerevisiae en la primera fase y en la segunda de las pentosas por parte de C.
shehatae, pero los rendimientos de etanol alcanzados no son altos (Sanchez
y col., 2006). Algunos microorganismos nativos o de tipo salvaje utilizados en
la fermentacidén. son S. cerevisiae, Escherichia coli, Zymomonas mobilis,
Pachysolen tannophilus, C. shehatae, Pichia stipitis, Candida brassicae y
Mucor indicus (Sarkar y col., 2012). En el Cuadro 2 se muestran algunos de
los procesos utilizados para la produccion de etanol de segunda generacion
mas representativos y los rendimientos obtenidos (Busic y col., 2018).

4 Fuentes de biomasa lignoceluldsica

El concepto de biomasa se empez6 a utilizar primeramente en la ecologia,
pero hoy en dia es cada vez méas usado en el &mbito de los recursos naturales
y la industria. Se entiende como biomasa a los materiales organicos
renovables, incluidos los productos y los desechos agricolas, residuos de
madera y animales, desechos urbanos y plantas acuaticas. Basicamente, la
biomasa se sintetiza a través de la fotosintesis de la energia solar, el agua y

diéxido de carbono.
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Cuadro 2. Bioprocesos para la produccion de etanol de lignocelulosa

700394)

nutrientes

Fuente de . . . Biopro E Pmax Condiciones
lignocelulosa Pretratamiento Microorganismo ceso Yetanol (/L) (%) G Lipt optimizadas Ref
H2S04 diluido seguido de
AR . Saccharomyces
Bagazo de deslignificacion "?"Ca"”a cerevisiae recombinante SSF en
< . (NaOH), complejo de : 51.7 - 0.94 - 1
cafia de azUcar . con gen para B-glucosidasa |Batch
celulasa obtenida de T. : .
. de Humicola grisea
reesei
. Z. mobilis ATCC 29191 6.24 7000 | 131 |APV
HsPO4con enzima inmobilizado con alginato de
Bagazo ; SHF 2
Accellerase® 1500 calcio (AC) vy alcohol
S 5.44 68.95 1.27 |AC
polivinilico (APV)I
Madera de Organosolv (50% EOH, 15% de sustrato 20
Eucaliptus 200 °C, 45 min), celulasa |S. cerevisiae IR2T9-a SSF 42 - - FPU de celulosa y 40 3
globulos y B-glusidasa Ul de B-glucosidasa
Paja de arroz S. cerevisiae /
NaOH con enzima S. cerevisiae, Candida SSCF en S- _st|p_|'E|s (3:1)
o . 28.6 86 - agitacion 4
Accellerase® 1500 tropicalis, S. stipitis batch
116 rpm,
33.1 °C
Rastrojo de 30 °C,
maiz AFEXy mezcla de S. cerevisiae Y35 SHF 455 0.87 9% glucanos
celulasas enéticamente modificada i 35°C S
Pectinasas comerciales |9 SSCF 51.3 0.76
9% glucanos
Material Kluyveromyces marxianus
celulésico, - - K1 genéticamente CBP 4.24 92.2 0.55 ([48°C 6
glucanos modificado
Rastroio de Clostridium 4% de glucanos sin
maiz ) AFEX phytofermentans (ATCC CBP 7.0 - - suplementacién de 7

E=eficiencia del bioproceso (E=YP/S/YP/ST.100; YP/S=coeficiente de conversidén de sustrato en etanol (g C2H50H/g aztcar), YP/ST=coeficiente tedrico de conversién de sustrato en
etanol (g C2H50H/g azucar), Pmax=productividad maxima de etanol en el bioproceso. 1 (Ferreira y col., 2010); 2 (Wirawan y col., 2012); 3 (Yafiez-S y col., 2013); 4 (Suriyachai y col.,

2013); 5 (Jiny col., 2013); 6 (Yanase y col., 2010); 7 (Jin y col., 2012).
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La biomasa es considerada como un recurso renovable muy abundante.
La energia solar capturada por la biomasa es suficiente para abastecer las
necesidades de 1.5 x 10*! personas, mas de 28 veces la poblacién actual del
mundo (Chen, 2014).

Los recursos de la biomasa, desde el punto de bioconversion, incluyen
principalmente sustancias que almacenan energia, tales como proteinas,
almiddn vy lipidos, asi como también a los principales componentes de las
paredes celulares vegetales, tales como celulosa, hemicelulosa y lignina
(lignocelulosas). La proteina, almiddn, y la grasa se han utilizado en el pasado
ampliamente y de manera eficiente, mientras que las tres ultimas estan muy
subutilizadas. La lignocelulosa es la mas abundante materia organica
renovable en la tierra. Una cantidad y variedad enorme de biomasa existe
desde el bosque hasta el mar y constantemente se produce nueva mediante
la fotosintesis. De acuerdo con estadisticas, hay cerca de 1.8 x 10! toneladas
de biomasa sobre tierra, casi la misma cantidad bajo tierra y 4.0 107 toneladas
en los océanos. La mayoria de la lignocelulosa natural se descompone y se
transforma por la accién de una variedad de microbios en el entorno natural y
en Ultima instancia se convierte en CO2 y H20. Es una parte importante del
ecosistema del ciclo del carbono, pero, sin duda, es un gran desperdicio para
los seres humanos desde el punto de vista de la utilizacion de los recursos
naturales (Chen, 2014). El etanol de segunda generacion utiliza diferentes
tipos de materiales lignocelulésicos como sustrato (Cuadro 3). Segun Cardona
y Sanchez (2007) la biomasa lignoceluldsica se puede clasificar en 6 grupos:

e Residuos agricolas: paja de cereal, bagazo de cafia de azlcar, etc.

e Maderas duras: angiospermas como alamo, chopo, etc.

e Maderas blandas: gimnospermas como pino, abeto, picea, etc.

e Residuos celulésicos: residuos de papel, residuos de industrias de la

madera y el papel, etc.

e Biomasa herbacea: Alfalfa, alpiste, pastos, etc.

e Residuos solidos urbanos (Levasseur y col.).

59



Cuadro 3. Clasificacion de materias lignoceluldsicas por su origen

Origen Tipo Ejemplos

Residuos agricolas Agricolas Paja de cereal, bagazo de cafa

de azucar, residuos de frutas, etc.
Restos de tratamientos Maderas duras  Angiospermas como alamo,
silvicolas y forestales chopo, etc.

Maderas blandas Gimnospermas como pino, abeto,

picea, etc.
Residuos de industrias Celulosicos Residuos de las industrias del
forestales industriales papel y la madera
Cultivos energéticos Agricolas Alfalfa, cardo, alpiste, maiz,

pastos, sorgo, girasol, etc.

Forestales Sauces, eucaliptos, robinias, etc.
Residuos sélidos Lignocelulésicos Papel, carton, etc.
urbanos urbanos
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Las caracteristicas deseables de las plantas de los cultivos energéticos
incluyen: alto rendimiento de biomasa, un nivel elevado de contenido de
azucar, facilidad y rapidez de crecimiento, tolerancia a la sequia, a las altas
temperaturas, inundacionesy estrés salino y bajos requerimientos de insumos
(David y Marcia, 2008). La mayoria de los candidatos para cultivos energéticos
son plantas de metabolismo C4, C3, y plantas herbaceas perennes.

En los EE.UU., Miscanthus y Virgatum son los cultivos energéticos
principales que se han seleccionado para la produccién de etanol (Clifton-
Brown y Lewandowski, 2002; Keshwani y Cheng, 2009). En los paises
asiaticos, el sorgo dulce y Miscanthus se cultivan en China (Xie y Peng, 2011),
mientras que la cafia de azucar silvestre es una planta prometedora en la India.
En Tailandia, las variedades de yuca amarga se han promovido para la
produccion de etanol, debido a sus insumos minimos para el crecimiento,
posibilidad de plantacion y cosecha durante todo el afio y alto contenido de
carbohidratos. Otros cultivos prometedores incluyen al alamo, sauce, la alfalfa,
caflamo y el jacinto de agua, que por su crecimiento en agua tiene una ventaja
potencial sobre las plantas que compiten por uso de la tierra (Kumar y Sarma,
2013; Chen, 2014). En este mismo sentido, debido a la alta productividad
agricola de Moringa oleifera, es una opcion interesante, ya que esta planta en
zonas tropicales es capaz de producir hasta 600 toneladas anuales de
biomasa fresca, equivalentes a 120 toneladas de biomasa seca (Foidl y col.,
2001; Sanchez y col., 2006).

5 Composicion de la lignocelulosa

La celulosa, la hemicelulosa y la lignina, constituyen los principales
componentes de las paredes celulares de las plantas. La suma de estos tres
componentes representa aproximadamente el 80% del peso total de las
materias primas; correspondiendo a la celulosa de un 30 a 35%, a la
hemicelulosa de 25 a 30% y a la lignina 10%. Ademas de los tres componentes
principales, contiene proteinas, lipidos, cenizas, agua, pectina, carbohidratos
de bajo peso molecular y otros compuestos (Chen, 2014). En la naturaleza no
hay homogeneidad en la estructura biolégica de los compuestos

lignocelulésicos, lo que significa que cada tallo, hoja, espina, vaina, etc. difiere
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en la composicion quimicay la morfologia de su fibra. Por lo general, el rastrojo
0 paja se cosecha sin separar los diferentes 6rganos, lo que resulta en la
coexistencia de varios organos y tejidos. En el caso de la madera, por ejemplo,
la parte utilizada es el xilema del tronco después del proceso de pelado. Las
caracteristicas estructurales y composiciones de la lignocelulosa de diversos
organos, tejidos y células difieren significativamente, lo que obliga a utilizar
diferentes tecnologias para su aprovechamiento.
a Celulosa

La celulosa (23-50% en peso de la materia seca de la biomasa
lignoceluldsica) es un compuesto macromolecular con la formula (CeH1005)n,
polisacarido homogéneo insoluble en agua que consiste en una cadena lineal
de varios cientos hasta 15,000 unidades de (-d-glucosa unidas por enlaces
glicosidicos B-1,4 (Figura 6). Las moléculas de celulosa a menudo existen en
estado de agregacion, disponiéndose juntas. La estructura de la celulosa por
lo general incluye una region cristalina y una amorfa. Tiene extremos
reductores y no reductores, y es extremadamente resistente a la degradacion.
La fuerza de la celulosa se debe a muchos grupos hidroxilo en la estructura de
la glucosa que contribuyen a la formacién de enlaces intramoleculares masivos
(enlaces entre unidades de glucosa de la misma molécula) y enlaces de
hidrégeno intermoleculares (entre unidades de glucosa de moléculas
adyacentes), que son responsables de rigidez. Los enlaces intramoleculares
son responsables de la formacion de fibrillas (Figura 7), que son estructuras
muy ordenadas. Segun el grado de organizacién de los enlaces entre las
cadenas de celulosa, la estructura puede ser cristalina (muy ordenada) o
amorfa (menos ordenada). Las regiones amorfas pueden absorber agua mas
facilmente y son mas susceptibles a la accion enzimatica (Machado Pasin y
col., 2020).
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Figura 6. Estructura de la celulosa (Modificado de Chen (2014)).
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b Hemicelulosa

La hemicelulosa (15 a 45% en peso de material lignoceluldsico seco) es
un glucano heterogéneo con una cadena lateral corta compuesta por dos o
mas monosacaridos, que incluyen principalmente aldopentosas (xilosa y
arabinosa) y aldohexosas (glucosa, manosa y galactosa). Esta macromolécula
también contiene desoxihexosas y acidos, como &cido B-d-galacturoénico,
acido d-4-O-metilglucurénico y acido B-d-glucurénico. A diferencia de la
celulosa, la hemicelulosa tiene una masa molecular baja (100 a 200 unidades
glicosidicas) y no contiene regiones cristalinas, lo que facilita su hidrdlisis en
condiciones no drasticas (Polizeli y col., 2005). En general, la hemicelulosa es
el mas complejo de los componentes lignocelulésicos de la pared celular ya
qgue forma enlaces covalentes (principalmente enlaces a-bencil-éter) con
lignina y un enlace éster con unidades de acetilo y acidos hidroxicinamicos. La
hemicelulosa esta presente en la pared celular de las plantas y en ella forma
un gel acuoso en el cual estan embebidas las microfibrillas de celulosa. Las
cadenas de polisacéridos de la hemicelulosa cumplen el papel de suministrar
la union entre la celulosa y la lignina. La hemicelulosa puede ser divida en dos
grupos: celulosanos y poliurénidos. Los celulosanos estan formados por
azucares simples formando cadenas centrales de pentosas (xilosa y
arabinosa) o de hexosas con ramificaciones cortas (manosa, galactosa y
glucosa). Las cadenas de hemicelulosa no son lineales, tienen ramificaciones
laterales y no tienen una estructura regular; este polimero no es cristalino y por
ello es facilmente hidrolizado. Mientras que la celulosa mantiene siempre una
misma estructura y composicion, la hemicelulosa cambia mucho entre las
especies de plantas. Esta posee propiedades adhesivas y se hincha en
presencia de agua. La hemicelulosa se clasifica segun su composicién de
cadenas de azlcar. Asi, el término hemicelulosa no denota un compuesto
quimico definido, mas bien, un conjunto de componentes poliméricos
presentes en plantas fibrosas donde cada componente tiene propiedades
diferentes. El principal componente de la hemicelulosa es el xilano, que es un
polimero B-1,4 de xilosa con varios residuos ramificados (Polizeli y col., 2005;
Machado Pasin y col., 2020).
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La hemicelulosa es un heteropolisacéarido (15 a 45% en peso de material
lignocelulésico seco) con cadenas ramificadas de monosacaridos, que
incluyen principalmente aldopentosas (xilosa y arabinosa) y aldohexosas
(glucosa, manosa y galactosa). Esta macromolécula también contiene
desoxihexosas y &acidos, como acido [-d-galacturonico, acido d-4-O-
metilglucurdnico y acido B-d-glucurdnico (Polizeliy col., 2005). La variedad de
enlaces y ramificaciones, asi como la presencia de diferentes unidades
monoméricas, contribuye a la complejidad de la estructura hemicelulésica y
sus diferentes conformaciones. A diferencia de la celulosa, la hemicelulosa
tiene una masa molecular baja (100 a 200 unidades glicosidicas) y no contiene
regiones cristalinas, lo que facilita su hidrolizacion en condiciones no drasticas
(Polizeli y col., 2005). Existen diferentes tipos de hemicelulosa, como xilano,
arabinano, arabinoxilano, acetilglucuronoxilano, galactoglucomanano,
glucomanano, arabinogalactano, galactomanano y xiloglucano. La
hemicelulosa se clasifica seguiin su composicion de cadenas de azlcar. Asi, el
término hemicelulosa no denota un compuesto quimico definido, mas bien, un
conjunto de componentes poliméricos presentes en plantas fibrosas donde
cada componente tiene propiedades diferentes. El principal componente de la
hemicelulosa es el xilano, que es un polimero (3-1,4 de xilosa con varios
residuos ramificados. La celulosa y la hemicelulosa estan vinculados
principalmente a través de enlaces de hidrogeno. Ademas de la fuerte
estructura interna de la lignina debido a los puentes de hidrégeno, existe un
complejo lignina-carbohidratos estable (Polizeli y col., 2005).

c Lignina

La lignina no puede ser considerada un azlcar y no es propicia para la
bioconversion en las rutas metabdlicas de los azucares. Sin embargo, juega
un papel importante en el éxito o fracaso de las tecnologias de hidrélisis de la
lignocelulosa, ya que impide el acceso a la celulosa (Machado Pasin y col.,
2020). Es un polimero fendlico con una estructura tridimensional formada
principalmente de tres alcoholes hidroxicinamilicos o monolignoles (p-
hidroxifenil propano o alcohol p-cumarilico; guaiacil propano o alcohol

coniferilico; siringil propano o alcohol sinapilico), por la generacién de radicales
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libres, seguido por procesos quimicos de acoplamiento (Sun y Cheng, 2002).
La lignina es la principal responsable de la rigidez en las paredes de las células
vegetales y se acumula en la ldmina media de esta donde su concentracion
puede llegar a ser del 75%; también puede llegar a ser una proteccién frente
al ataque de gérmenes patdgenos y agresiones mecanicas (Chen, 2014).
d Otros componentes

Estos incluyen los materiales no mencionados en los apartados anteriores.
Estos componentes suelen clasificarse en extraibles y no extraibles, segun su
solubilidad en agua o solventes organicos. Entre los extraibles estan los
terpenos que son polimeros de isopreno y su importancia radica en que son
fuente de terpenina, utilizadas en la industria; las resinas, donde se consideran
una gran variedad de compuestos no volatiles tales como acidos grasos,
grasas, alcoholes, resinas acidas, fitosterol, y otros; y los fenoles, donde se
encuentran los taninos. Dentro de la fraccidn extraible en agua se encuentran
carbohidratos de bajo peso molecular, alcaloides y lignina soluble. Entre los no
extraibles, se encuentran las sustancias minerales o cenizas. Son
principalmente carbonatos alcalinos, alcalinotérreos, y oxalatos. Otros
materiales como la silice que se deposita en forma de cristal, almidén, pectina
y proteinas se encuentran dentro de esta clasificacion (Sluiter y col., 2010;
Montafio-Morales, 2014; Ayeni y col., 2015).

6 Componentes de lalignocelulosa en plantas y residuos

En el Cuadro 4 se muestran la composicion de la lignocelulosa de diversos
residuos agricolas, forestales e industriales. En la naturaleza hay una gran
variabilidad en la composicion de la lignocelulosa y su estructura. Los pastos
tienden a presentar un contenido similar de celulosa y hemicelulosa, con una
proporcién menor de lignina, mientras que en las maderas predominan la
celulosa, el contenido de hemicelulosa disminuye, aumentando a la vez el de

lignina (Saini y col., 2015).
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Cuadro 4. Composicion de la lignocelulosa de diversos origenes

Especies Celulosa Hemicelulosa Lignina Cenizas Extraibles
Paja de arroz 28-36 23-28 12-14 14-20 6.1
Paja de cebada 31-45 27-38 14-19 2-7 -
Paja de avena 38.5 31.7 16.8 6.1 4.6
Mazorca de maiz 43.2 31.8 14.6 2.2 4.2
Rastrojo de maiz 38-40 28 7-21 3.6-7.0 -
Tallos de maiz 39-47 26-31 3-5 12-16 -
Paja de sorgo 27 25 11 - -
Bagazo de sorgo dulce 34-45 18-28 14-22 - -
Fibra de coco 36-43 0.15-0.25 41-45 2.7-10.2 -
Bagazo de cafa 32-48 19-24 23-32 1.5-5 -
Pastos 25-40 25-50 10-30 - -
Pasto espafiol 35.8 28.7 17.8 6.5 6.1
Pulpa de betabel 18.4 14.8 5.9 3.7 5.9
Fibra de coque 60.4 20.8 12.4 2.5 3.7
Algas 20-40 20-50 - - -
Algodon 80-95 5-20 - - -
Maderas duras 45 30 20 0.6 5
Corteza de maderas duras 22-40 20-38 30-55 0.8 6
Maderas blandas 42 27 28 0.5 3
Corteza de maderas blandas 18-38 15-33 30-60 0.8 -
Papel periédico 40-55 25-40 18-30 - -
Pulpa cruda de papel 60-80 20-30 2-10 - -

Fuentes: Chen (2014) y Saini y col. (2015).

68



7 Enzimas lignoceluloliticas

En la naturaleza la degradacion de la biomasa lignoceluldsica es lograda
por una mezcla de enzimas hidroliticas producidas por microorganismos, tales
como bacterias y hongos aerobios, anaerobios, mesofilicos y termofilicos, que
cuentan con la capacidad enzimatica necesaria para dicho propésito (Bilal y
col., 2018).

En la actualidad existe un gran interés a nivel mundial en la basqueda de
microorganismos que degraden la biomasa lignocelulésica y en el estudio de
los mecanismos enzimaticos, ya que tienen el potencial de convertir la biomasa
vegetal, como los residuos agricolas y agroindustriales, en azlcares
fermentables, que pueden ser aprovechados para la produccién de
biocombustibles y otros bioproductos de gran interés (O'Hara, 2016)La
lignocelulosa se compone principalmente de celulosa, hemicelulosas y lignina.
Los organismos degradadores de celulosa son capaces de utilizar la
lignocelulosa como materia prima para el crecimiento, la reproduccion y la
bioconversion. Tanto microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos)
como animales pueden ser usados como organismos degradadores de
lignocelulosa (Busic y col., 2018). Las bacterias producen bajos niveles de
celulasas, la mayoria de ellas son endoglucanasas que no son activas en la
celulosa cristalina. Los hongos estén bien caracterizados como los principales
grupos de microorganismos degradadores de celulosa. Las lignocelulasas
producidas a partir de hongos son principalmente enzimas hidroliticas
extracelulares entre las que se incluyen celulasas, hemicelulasas, pectinasas,
amilasas y ligninasas (Chen, 2014).

8 Mecanismos de degradacion enzimatica de la lignocelulosa

El mecanismo de la degradacion de la lignocelulosa por hongos se puede
dividir en dos categorias principales: oxidativa e hidrolitica. En el mecanismo
oxidativo, la lignina se degrada por los hongos a través de la produccion de
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO o ROS), principalmente radicales
hidroxilo. Muchos hongos son conocidos por producir peréxido de hidrégeno
por la accién de enzimas tales como glioxal oxidasa, piranosa oxidasa-2, y aril-

alcohol oxidasa, respectivamente (Martinez y col., 2009). El peréxido de
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hidrogeno reacciona entonces con el hierro a través de la reaccion de Fenton
para producir radicales hidroxilo. Estos radicales degradan la lignina y
producen productos de bajo peso molecular (Saini y col., 2015; Kumar y
Chandra, 2020). Otro grupo de enzimas que degradan la lignina son las
lacasas y las manganeso peroxidasas (MnP). La lacasa es una oxidasa
multicobre que puede catalizar la formacidn de radicales libres que degradan
la lignina. Asi mismo, la manganeso peroxidasa oxida Mn*2en Mn*3 por
hidrélisis de peréxido de hidrégeno (Nuske y col., 2002). El Mn*3 es un potente
oxidante que degrada la lignina. Durante los mecanismos hidroliticos, los
hongos producen enzimas que degradan enlaces glucosidicos en celulosa y
hemicelulosa liberando azicares monoméricos. La degradacion de la celulosa
se logra mediante la accion sinérgica de tres clases de enzimas hidroliticas:
endo-(1,4)-B glucanasa (endocelulasa), celobiohidrolasa (exocelulasa), y B-
glucosidasa (Baldrian y Valaskova, 2008). La degradacion de la hemicelulosa
se consigue por la accién de enzimas hidroliticas tales como endo-xilanasas,
endo-a-L-arabinasa, endo-mananasa, [B-galactosidasa y B-glucosidasas. La
lignocelulosa es degradada por accion sinérgica de estas dos vias (Machado
Pasin y col., 2020).
a Celulasas

El término de celulasa normalmente se refiere a un conjunto de enzimas
involucradas en la hidrolisis completa de la celulosa. Las celulasas conducen
a la despolimerizacion de la celulosa en glucosa. Ya que la celulosa es el
polimero mas abundante de la biomasa lignocelulésica, las celulasas son las
principales enzimas implicadas en su degradacion. La hidrdlisis de la celulosa
insoluble requiere de la accion sinérgica de tres tipos de enzimas: la
endoglucanasa (1,4-B-D-glucan-4-glucanohydrolasa; EC 3.2.1.4), la
exoglucanasa (1,4-B-D-glucano celobiohidrolasa; celobiohidrolasa; EC
3.2.1.91) y la B-glucosidasa (B-glucdsido glucohidrolasa; celobiasa; EC
3.2.1.21)., las cuales se agrupan en la clase EC 3.2.1.X. (Kumar y col., 2014;
Saini y col., 2015).

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos,

actinomicetos, bacterias, protozoos y otros. La habilidad de los hongos para la
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descomposicion es especialmente fuerte; entre éstos se destacan algunos
ascomicetos, adelomicetos y basidiomicetos. Dentro de los mas utilizados
industrialmente destacan, entre las bacterias, Streptomyces, Ruminococcus,
Clostridium (Lépez-Contreras y col., 2004), Pseudomonas fluorescens (Sethi
y col., 2013), Rhodothermus marinus, Acidothermus sp., Bacillus subtilis CEL
PTK1 (Bai y col., 2012), Bacillus subtilis AS3 (Deka y col.,, 2011). Las
actinomicetos mas utilizados se incluyen entre otros Cellulomonas fimi, C.
bioazotea, Streptomyces sp. (Imran y col.,, 2016), y, entre los hongos,
sobresalen Trichoderma reesei, T. longibrachiatum, T. harzianum, Aspergillus
niger, A. nidulans, Fusarium solani, F. oxysporum, etc.(Sukumaran y col.,
2005; Imran y col., 2016).
1) Endoglucanasas

Las endo-B-(1,4)-glucanasas comunmente denominadas endoglucanasas,
se caracterizan por realizar hidrolisis aleatoria de los enlaces B-(1,4)-
glucosidicos, actuando sobre derivados solubles de celulosa. Esta division
aleatoria provoca una rapida disminucién de la longitud de cadena y, por lo
tanto, cambios en la viscosidad en relacion con la liberacion de los grupos
finales reductores. Al actuar sobre celodextrinas, la tasa de hidrdlisis aumenta
con el grado de polimerizacion dentro de los limites de solubilidad del sustrato,
siendo la celobiosa y la celotriosa los principales productos finales. Dentro de
las CBH se pueden mencionar las CBH |, las cuales inciden sobre el extremo
reductor de la celulosa y las CBH II, que liberan celobiosa desde el otro
extremo. Las glucohidrolasas, un tipo menos comun de CBH, liberan glucosa
desde los extremos de la cadena. La B-glucosidasa, que en realidad no es una
celulasa, es muy importante, ya que interviene en la hidrolisis de celobiosa
para producir dos moléculas de glucosa (Saini y col., 2015).

En el Cuadro 5 se presentan los hongos, bacterias y actinomicetos mas
comunmente utilizados para la produccion de celulasas, en especial
endoglucanasas. Algunos ejemplos destacados son Fusarium spp., Penicillum

spp., Trichoderma spp., Streptomyces.
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Cuadro 5. Microorganismos utilizados industrialmente para Ila

produccion de endoglucanasas

Grupo Microorganismo

Hongos Agaricus bisporus, Aspergillus niger, A. fumigatus, A. oryzae, A.
terreus, A. wentii, A.aculeatus, A. awamori, Chaetomium
cellulyticum; C. thermophilum, Daldinia eschscholzii, Fomitopsis
sp., Fusarium solani, F. oxysporum, Ganoderma spp., Humicola
insolens, H. grisea, Lentinus spp., Macrophomina phaseolina,
Melanocarpus albomyces, Mucor circinelloides, Paecilomyces
inflatus, Penicillium pinophilum, P. chrysogenum, P. occitanis,
P. purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia
gigantean, Pleurotus ostreatus, Polyporus spp., Pycnoporus spp.,
Trametes, Pyrenochaeta lycopersci, Rhizopus stolonifer, R.
oryzae, Schizophyllum commune, Trametes versicolor,
Trichoderma reesei, T. atroviride, T. viridae, T. harzianum,
Thermoascus aurantiacus

Bacterias Acetivibrio cellulolyticus, Acinetobacter junii, A. amitratus,
Anoxybacillus sp., Bacillus subtilis, B. pumilus, B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. circulan, B. flexus, B.
agaradhaerens, Bacteriodes cellulosolvens, Butyrivibrio
fibrisolvens, Cellvibrio gilvus, Clostridium thermocellum; C.
cellulolyticum; C. acetobutylium; C. cellulofermentans, C.
cellulovorans, Eubacterium cellulolyticum, Geobacillus sp.,
Fibrobacter succinogenes, Microbispora bispora, Paenibacillus
campinasensis, P. polymyxa, Pectobacterium chrysanthemi,
Pseudomonas fluorescens, Rhodothermus marinus,
Ruminococcus albus, R. succinogenes, Thermotoga maritime
Actinomicetes | Cellulomonas fimi, C. flavigena, C. cellulans, C. uda,
Streptomyces

cellulyticus, S. aureofaciens, Thermomonospora fusca, T. curvata,
Thermobifida fusca, T. Cellulolytica
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Entre los basidiomicetes se pueden mencionar especies de los géneros
Ganoderma, Lentinus, Phanerochaete, Pleurotus, Polyporus, Pycnoporus,
Schizophyllum y Trametes (Kuhad y col., 2011; Kumar y col., 2014).

2) Exoglucanasas

Se conocen dos tipos de exoglucanasas. La mas comun, la exo-B-(1-4)-
glucanasa o 1,4-B-D-glucano celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91), escinde las
unidades de celobiosa de los extremos no reductores de las moléculas de
celulosa. La segunda, la exo-B-(1,4)-glucosidasa, o 1,4-B-D-glucano
glucohidrolasa (EC 3.2.1.74) separa sucesivamente unidades de glucosa del
extremo no reductor del glucano. Se distinguen de la B-glucosidasa por su
preferencia por sustratos de mayor longitud de la cadenay por la inversiéon de
sus productos (Chen, 2014; Saini y col., 2015).

3) B-glucosidasas

Las B-glucosidasas (BG) o B-D-glucésido glucohidrolasas, (EC 3.2.1.21)
hidrolizan la celobiosa y otras cadenas muy cortas de B -1,4-oligoglucésidos
para formar glucosa. La mayoria de la B-glucosidasas son activas para los
dimeros B de glucosa. A diferencia de las exoglucosidasas, la tasa de hidrdlisis
de la celobiosa disminuye notablemente a medida que el grado de
polimerizacién del sustrato aumenta (Saini y col., 2015). La tasa de hidrolisis
de las BG aumenta a medida que el tamafo del sustrato disminuye. En la
preparacion enziméatica, el contenido de proteina enzimética de BG es el
menor en comparacion con las otras celulasas (alrededor del 1%). Con el
desarrollo de las técnicas de ingenieria genética, se ha observado que las BG
también tienen un papel de transglicosilacion, de modo que durante el proceso
de hidrdlisis, la glucosa mantiene una conformacion 3. La B-glucosidasa no es
estrictamente como una celulasa, pero puede reducir la inhibicibn por

retroalimentacion de la celulasa causada por la celobiosa (Chen, 2014).

b Hemicelulasas
En el grupo de las hemicelulasas se incluyen enzimas glicosil hidrolasas,
gue catalizan los enlaces glicosidicos de los polisacaridos que componen la
hemicelulosa y también enzimas esterasas, que catalizan enlaces éster que

forman los sustituyentes de la hemicelulosa. Debido a la variabilidad de los
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sustratos que hidrolizan, las hemicelulasas son frecuentemente clasificadas
segun el tipo de hemicelulosa o de enlace que catalizan. Asi pues, se
distinguen xilanasas, mananasas, xilosidasas, arabinasas, galactosidasas,
etc., (Sukumaran, 2009; Robl y col., 2013). Los azucares predominantes que
se encuentran comunmente en la hemicelulosa incluyen D-xilosa, L-arabinosa,
D-manosa y D-galactosa. La xilosa es el componente principal de la
hemicelulosa en la biomasa herbacea y de madera dura, mientras que la
manosa es el componente principal de la hemicelulosa en madera blanda o de
coniferas. La despolimerizacibn enzimatica de la hemicelulosa es
comercialmente atractiva debido a sus condiciones suaves y la ausencia de
formacién de productos de degradacion toxicos (Saini y col., 2015).

La despolimerizaciébn completa de la hemicelulosa requiere la accion
sinérgica de un conjunto de hemicelulasas, incluidas la endo-xilanasa (endo-
1,4-B-xilanasa, EC 3.2.1.8), B-xilosidasa (xilano-1,4-B-xilosidasa, EC 3.2.1.37),
a-glucuronidasa (a-glucosiduronasa, EC 3.2.1.139), a-arabinofuranosidasa (a-
L-arabinofuranosidasa, EC 3.2.1.55), arabinasa (endo a-L-arabinasa, EC
3.2.1.99), acetil xilano esterasa (EC 3.1.1.72) y feruloil xilano esterasa (EC
3.1.1.73). De todos ellas, las mas estudiadas son las dos primeras, ya que
degradan el xilano, que es el mayor componente de la hemicelulosa de las
maderas duras y plantas herbaceas (Juturu y Wu, 2013). El xilano consiste de
una columna vertebral de D-xilosa unida por enlaces glucosidicos $-1,4 y
trazas de L-arabinosa en una estructura heteropolimérica compleja
(Ravindran, 2018; Bhardwaj y col., 2019). En la Figura 8 se muestra una
estructura de xilano y los sitios de accion de las principales enzimas
xilanoliticas.

Entre los microorganismos mas estudiados por su capacidad de producir
hemicelulasas, en particular xilanasas, destacan especies de ascomicetes de
los géneros Aspergillus, Talaromyces, Thermomyces, Thermoascus,
Melanocarpus, Fusarium, Chaetomium, Humicola. Paecylomyces,
Scytalidium, Corynascus, Thielavia, Myceliophthora. = Sporotrichum,

Rhizomucor y Trichoderma.
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Figura 8. Estructura de xilano mostrando los sitios que son atacados por
las enzimas xilanoliticas especificas paralograr la hidrolisis completa de
sus constituyentes (Adaptada de Machado Pasin y col. (2020)).
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De los hongos mencionados anteriormente, los mas ampliamente
utilizados son los de los géneros Trichoderma, en especial T. harzianum , T.
reesei. T. inhamatum, T. piluliferum, T. viride, T. longibrachiatum, T.
asperellum y T. stromaticu, y del género Aspergillus, en particular, A. niger, A.
flavus, A. niveus, A. ochraceus, A. foetidus, A. fumigates, A. terreus, y A.
tamari. En la primera etapa de la degradacion de la hemicelulosa, predominan
los hongos, pero los actinomicetos se destacan en la etapa posterior. Muchos
grupos de hongos pueden descomponer la hemicelulosa; su numero supera a
los que degradan la celulosa (Bhardwaj y col., 2019). Los hongos superiores
gue degradan la hemicelulosa se dividen en tres categorias: hongos de
pudricién parda, podredumbre blanca y podredumbre blanda. Los hongos de
la pudricién parda descomponen la hemicelulosa presente en la madera, entre
ellos se pueden mencionar a Gloeophyllum trabeum, Fomitopsis lilacino-gilva,
Laetiporus portenosus, Postia placenta y Serpula lacrymans. Ejemplos de
hongos de pudricién blanca que degradan la hemicelulosa estan Ceriporiopsis
subvermispora, Phlebia radiata, Rigidoporous lignosus, Dichornitus sgiualenis,
Phellinuis pini e Inonotits diyophillis (Gunjal y col., 2020).

También se pueden mencionar a Phanerochaete chrysosporium, Agaricus

arvensis, Irpex lacteus, Schizophyllum commune (Metreveli y col., 2017).

c Ligninasas

La lignina es el polimero aromatico mas abundante que existe en la
naturaleza y forma parte integral de las paredes secundarias de las plantas y
juega un papel importante en la conduccién del agua en las plantas vasculares.
La misma consta de estructuras fendlicas y no fendlicas {Kumar, 2020
#891(Kumar y Chandra, 2020). Algunos hongos, bacterias e insectos son
capaces de producir enzimas que la digieren, las cuales pueden ser
basicamente de dos tipos, las peroxidasas y las lacasas. Las enzimas
peroxidasas incluyen a la lignino peroxidasa o ligninasa (EC 1.11.1.14) y la
manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13). Estas son glicoproteinas que
contienen un grupo hemo el cual requiere peréxido de hidrégeno como

oxidante. La lignina peroxidasa degrada las unidades de lignina no fendlica.
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La manganeso peroxidasa actla sobre las unidades de lignina fendlicas y
no fendlicas a través de reacciones de peroxidacion lipidica, oxidando Mn*? a
Mn*3, lo que convierte los anillos de fenol a radicales fenoxi que conducen a la
descomposicion de los otros compuestos (Sindhu y col., 2016). También se
conoce otra peroxidasa, aunque de menor relevancia, la cual interviene en los
procesos de degradacion de la lignina, la peroxidasa versatil (EC 1.11.1.16)
(Patel y col., 2020).

Las lacasas (EC 1.10.3.2), por su parte, son enzimas que contienen cobre,
las cuales actuan junto con la lignina y la manganeso peroxidasas para lograr
la completa degradacién de la lignina. Ellas catalizan la oxidacién de las
unidades de lignina y compuestos fendlicos, aminas arométicas a radicales
libres. El potencial de la lacasa de degradar la lignina se ve incrementado por
la presencia de compuestos fendlicos tales como el acido 2,2 P-azino-bis-
hidroxiantranilico y el 3-etiltiazolin-6-sulfonato, los cuales actian como
mediadores redox, sin los cuales su efecto es limitado (Saloheimo y col., 2002;
Sindhu y col., 2016). Recientemente, las investigaciones han revelado el papel
indirecto de varias otras enzimas que facilitan el proceso de degradacion de
las enzimas ligninoliticas, como la feruloil esterasa (EC 3.1.1.73), la aril alcohol
oxidasa (EC 1.1.3.7), quinona reductasas (EC 1.6.5.5), lipasas (EC 3.1.1.3),
xilanasa (EC 3.2.1.8) y catecol 2,3-dioxigenasa (EC 1.13.11.2) (Kumar y
Chandra, 2020). El paso clave en la degradacion de la lignina por parte de las
enzimas ligninoliticas implica la formacion de radicales libres intermediarios
altamente reactivos, que se forman cuando un electrén se elimina o se agrega
al estado fundamental de una sustancia quimica, provocando asi la oxidacion
o reduccion de compuestos "vecinos". Una gran cantidad de reacciones son
llevadas a cabo por estos radicales, tales como la oxidacion de alcohol
bencilico, escision de enlaces carbono-carbono, hidroxilacién,
dimerizacion/polimerizacion de fenol y desmetilacion (Patel y col., 2020).

De todas las enzimas degradadoras de lignina, recientemente ha cobrado
un gran interés la lacasa, debido a las multiples aplicaciones que se le han
encontrado, en especial en la biorremediacion de aguas y efluentes

industriales (Chandra y Chowdhary, 2015; Gunjal y col., 2020; Kumar y
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Chandra, 2020; Kumar y col., 2020; Machado Pasin y col., 2020; Niyonzima y
col., 2020; Patel y col., 2020).
1) Lignino peroxidasas (LiP)

La lignino peroxidasa, LiP (EC 1.11.1.14), es una glicoproteina de 40 a 68
kDa (y pl de 3.2 a 4.0) que contiene 1 mol de protoporfirina de hierro IX por 1
mol de proteina, cataliza la despolimerizacion oxidativa de la lignina
dependiente de H202. Estructura quimica de las LiPs es de enzimas
monomeéricas glicosiladas que contienen cuatro carbohidratos, 370 moléculas
de agua, 343 residuos de aminoéacidos, dos iones de calcio y un grupo hemo.
Por otro lado, LiP es de naturaleza helicoidal y contiene ocho hélices mayores
y menores, dos hojas beta antiparalelas y dos dominios a ambos lados del
grupo hemo. Este incluye 40 residuos, que se conectan a la proteina por
puentes de hidrogeno. Este grupo complementa a la proteina, pero tiene dos
pequefios canales para el acceso a los disolventes (Kumar y Chandra, 2020).
Ademas, el hierro hemo estd asociado al amino&cido histidina y es
responsable del alto potencial redox de la enzima. La distancia entre cada
grupo hemo y su aminoacido aumenta el potencial redox enzimatico y crea una
deficiencia electrénica en el anillo de porfirina del hierro (Kumar y Chandra,
2020). La LiP muestra un potencial redox muy alto (Eo'=1.2 V a pH 3.0) en
comparacién con las lacasas (0.8 V a pH 5.5), peroxidasas de rabano picante
(0.95V apH 6.3) y MnP (0.8 V a pH 4.5). Esta propiedad permite que la LiP
catalice la oxidacion de compuestos aroméaticos no fendlicos, incluso en
ausencia de un mediador (Pollegioni y col., 2015). En la Figura 9 se muestra
la estructura terciaria de la LiP de Phanerochaete. Chrysosporium, su
estructura terciaria, el dominio C-terminal, el dominio N-terminal y el grupo
hemo.

Entre los hongos mas comunmente mencionados como productores de
lignino peroxidasa se pueden mencionar a Phanerochaete chrysosporium,
Coprinus cinereus (Niyonzimay col., 2020), Pleurotus ostreatus, Polyporus sp.
y Trametes sp. (Singh y col., 2020).
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Figura 9. LiP de Phanerochaete. chrysosporium. (a) Estructura terciaria
de LiP: azul, proximal, dominio C-terminal; verde, distal, dominio N-
terminal; grupo hemo es indicado como barras con esferas amarillas. (b)

Detalles del entorno hemo (Adaptada de Pollegioni y col. (2015)).
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2) Manganeso peroxidasas

La manganeso peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.13) es una enzima
perteneciente a la familia de las oxidorreductasas que contiene un grupo hemo.
Los microorganismos ligninoliticos secretan la enzima MnP en sus
microambientes en estado sélido y liquido. Las isoenzimas MnP producidas
tanto por bacterias, hongos basidiomicetosos y algas promedian la masa
molecular de 40 a 50 kDa (Kumar y Chandra, 2020). Las MnP son enzimas
cruciales para la degradacion de la lignina. En su estructura molecular estan
presentes dos iones Ca*? y cinco elementos puente de disulfuro, que son
responsables de mantener la estructura del sitio activo de la enzima (Carmona-
Ribeiro y col., 2015). El sitio activo de la enzima MnP (Figura 10) comprende
varios aminoacidos como ligando tales como histidina proximal (His), unido en
H a un residuo de acido aspartico (Asp) y un “bolsillo” de unién a peroxidasa
del lado distal que contiene residuos cataliticos de His y arginina (Arg) (Kumar
y Chandra, 2020). En la Figura 11 se muestra el ciclo catalitico de la MnP. Los
microorganismos ligninoliticos como los basidiomicetos de pudricion blanca y
las bacterias oxidan el Mn*?2 a Mn*3 en un proceso de varios pasos. El Mn*?
acelera y desencadena las funciones y la produccion del sustrato por las
enzimas MnP. Posteriormente, el Mn*3 generado a través de la enzima MnP,
actla como mediador en el proceso de oxidacién de varios compuestos
fendlicos y no fendlicos.

El oxalato de quelatos de Mn*3 es de tamafio muy pequefio para difundirse
en el sitio activo de la enzima. Ademas, el MnP no solo cataliza la lignina y sus
compuestos derivados, sino que también cataliza los diversos compuestos no
fendlicos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos a través de la
oxidacién en presencia de H202 como oxidante en el Mn*? a Mn*3 (Singh y col.,
2011).
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Figura 10. MnP de Phanerochaete chrysosporium. (a) Estructuraterciaria,
azul, proximal, dominio C-terminal; verde, distal, dominio N-terminal;
grupo hemo es indicado como barras con esferas amarillas (Pollegioni y
col., 2015); (b) sitio activo de MnP (Carmona-Ribeiro y col., 2015).
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Figura 11. Ciclo catalitico de la MnP. (Adaptado de Kumar y Chandra
(2020).
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3) Peroxidasa versatil

La peroxidasa versétil (PV, EC 1.11.1.16) también se conoce como
peroxidasa hibrida o lignina manganeso peroxidasa, ya que combina
propiedades cataliticas de la LiP y la MnP. La peroxidasa versatil exhibe una
capacidad oxidativa dual para oxidar Mn (II) y también compuestos aromaticos
fendlicos y no fendlicos. Esta enzima actla sobre sustratos que tipicamente
actia la LiP, por ejemplo, alcohol veratrilico, metoxibencenos, compuestos de
lignina no fendlicos y Mn*2. La especificidad de la PV sobre el sustrato es
similar a la de la LiP, incluida la oxidacibn compuestos de alto y medio
potencial redox. La PV también oxida colorantes azoicos y otras sustancias no
fendlicas con alto potencial redox en ausencia de mediadores. Debido a su
versatilidad catalitica, que incluye la degradaciéon de compuestos que otras

peroxidasas no pueden oxidar directamente (Chaudhary y Verma, 2020).
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Cuadro 6. Hongos de pudricién blanca (PB) y descomponedores de la

basura del suelo (SL) productores de manganeso peroxidasa (MnP) en

estado liquido (L) y sélido (S)

Hondo Grupo eco- Familia Masa Forma de
9 fisiolégico molecular (kda) cultivo
Abortiporus biennis PB Coriolaceae 38-45 L
Aaqaricus bisporus SL Aaqaricaceae 40 S
Aarocybe dura SL Bolbitiaceae ND LS
Aarocybe praecox SL Bolbitiaceae 41-42 L
Armillaria mella PB Tricholomataceae ND L
Armillaria ostovae PB Tricholomataceae ND L
Auricularia sp. PB Auriculariaceae ND L
Bierkandera adusta PB Coriolaceae 44 L
Bierkandera sp. PB Coriolaceae 44-45 L
Ceriporiopsis subvermispora PB Coriolaceae 52.5-62.5 LS
Clitocvbula dusenii PB Tricholomataceae 42-43 L
Coriolus pruinosum PB Coriolaceae ND L
Coriolopsis (Trametes) polvzona PB Coriolaceae ND LS
Collvbia drvophila SL Tricholomataceae 43 LS
Cvathus stercoreus PB Nidulariaceae ND L
Flavodon (Irpex) flavus Marino Steccherinaceae 43-99
Dichomitus squalens PB Polvporaceae 48-49 L
Ganoderma lucidum PB Ganodermataceae ND L
Iroex lacteus PB Steccherinaceae ND L.S?
Heterobasidion annosum PB Coriolaceae ND L
Hvoholoma fasciculare PB Strophariaceae ND LS
Kuehneromvces mutabilis PB Strophariaceae ND L
Lentinus edodes PB Tricholomataceae 49 LS
Marasmius quercophilus SL Tricholomataceae ND L?
Nematoloma frowardii PB Strophariaceae 42-50 LS
Panaeolus sphinctrinus SL Strophariaceae 42 L
Panus tigrinus PB Lentinaceae 43 L?
Perenniporia tephropora PB Coriolaceae ND L
Phaeolus schweinitzii PB Coriolaceae ND L
Phallus impudicus SL Phlallaceae ND L
Phanerochaete chrysosporium PB Meruliaceae 46 LS
Phanerochaete laevis PB Meruliaceae ND L
Phanerochaete flavido-alba PB Meruliaceae 45 L
Phanerochaete sordida PB Meruliaceae 45 L
Phellinus triviallis PB Hvmenochaetaceae ND L
Phlebia brevispora PB Meruliaceae ND L
Phlebiaradiata PB Meruliaceae 44-50 LS
Phlebia tremellosa PB Meruliaceae ND L
Physisporinus vitreus PB Coriolaceae ND S
Pleurotus ervnaii PB Lentinaceae 43 LS
Pleurotus pulmonarius PB Lentinaceae ND L
Pleurotus ostreatus PB Lentinaceae 42-45 L.S
Pleurotus saior-caiu PB Lentinaceae ND LS
Riqidoporus lianosus PB Coriolaceae 42 L
Stropharia auraginosa SL Strophariaceae ND L
Stropharia coronilla SL Strophariaceae 40-43 L
Stropharia cubensis SL Strophariaceae ND L
Stropharia rugosoannulata SL Strophariaceae 41-43 LS
Trametes qibosa PB Polyporaceae 40-43 L
Trametes hirsuta PB Polyporaceae 40-45 L
Trametes trogii PB Polvporaceae 38-45 L
Trametes versicolor PB Polyporaceae 49 LS
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4) Lacasas
La lacasa (EC 1.10.3.2) es una enzima extracelular que contiene cobre y
gue consta de glicoproteinas monoméricas, diméricas y tetraméricas. La
producen predominantemente bacterias, hongos y actinomicetos El peso
molecular medio va de 50 a 300 kD (Chandra y Chowdhary, 2015). La lacasa
(bencenodiol: oxidorreductasa de oxigeno) es una polifenol oxidasa que

cataliza la reaccion:

4 bencenediol + O2 = 4 benzosemiquinona + 2 Hz2 (Pollegioni y col., 2015).

Molecularmente la lacasa contiene unos 500 residuos de aminoacidos con
tres dominios. El primero contiene 150 aminoacidos iniciales, el segundo entre
150 y 300 y el tercero de 300 a 500 aminoé&cidos. La estructura se estabiliza
generalmente en dos puentes disulfuro localizados entre los dominios 1 a2y
gue también estan presentes en los dominios 1 a 3 (Matera y col., 2008;
Chandra y Chowdhary, 2015). Las lacasas fungicas se producen como
isoenzimas intracelulares y extracelulares que difieren en el estado
oligomérico y el nivel de glicosilacién (10-45%). La lacasa contiene cuatro
iones de cobre de tres tipos diferentes: el cobre tipo 1 en el sitio T1 muestra
una fuerte banda de absorcion alrededor de los 600 nm, lo que le da a la lacasa
su caracteristico color azul; un iones de cobre de tipo 2 y dos de tipo 3 forman
un grupo trinuclear (en los sitios T2 y T3) coordinado por un patron altamente
conservado de cuatro residuos de histidina (Figura 12). En la forma de enzima
en reposo, los cuatro iones de cobre se encuentran en el estado de oxidacion
+2 (Pollegioni y col., 2015; Kumar y Chandra, 2020).

La lacasa cataliza una reaccion de oxidacion del sustrato de cuatro
electrones y la enzima es completamente reducida por Oz a través de dos
pasos consecutivos de dos electrones (Giardina y col., 2009). Algo importante
a considerar sobre la actividad de las lacasas es su dependencia del pH. Para
los sustratos fendlicos, la dependencia del pH tiene forma de campana: el
aumento de la actividad con el pH se atribuye a la disminucion de la
dependencia del pH en los potenciales redox de los grupos fendlicos, mientras
gue la disminucion de la actividad con el pH se ha atribuido a la inhibicion del

hidroxido del grupo trinuclear.
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Figura 12. Estructura molecular y sitio activo de lacasa (modificado de
Kumar y Chandra (2020).
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El pico maximo de esta curva en forma de campana se presenta a valores
de pH é&cidos. Sin embargo, para aplicaciones industriales es deseable una
alta actividad a pH alcalino (Pollegioni y col., 2015).

Entre los hongos productores de lacasa mas comunmente reportados se
encuentran Trichoderma harzianum, T. atroviride, T. longibrachiatum,
Trametes versicolor, T. pubescens, T. polyzona, Lentinus edodes, L. tigrinus,
Paecilomyces chrysosporium, Pleurotus ostreatus, P. sajor-caju, P. eryngii,
Ganoderma lucidum, Alternaria tenuissima, Schizophyllum commune,
Coprinus comatus, Pycnoporus cinnabarinus, P. sanguineus, Polyporus
grammocephalus, Fomes lignosus (Chen, 2014; Gunjal y col., 2020; Preethiy
col., 2020).
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B PRODUCCION DE LACASA DE T. polyzona EN M. oleifera
1 Produccion de enzimas a escala industrial

La mayoria de las enzimas industriales son de naturaleza hidrolitica
(hidrolasas), que catalizan la descomposicion de sustratos poliméricos
naturales como proteinas, almidones, lipidos, fibras y paredes celulares
complejas, en moléculas mas simples. La mayoria de estos procesos se han
desarrollado para trabajar en condiciones suaves y seguras Las enzimas
utilizadas con mas frecuencia se incluyen en las amplias categorias de
proteasas, amilasas y celulasas, pero ademas se producen pectinasas,
xilanasas, fitasas, lipasas, lactasas, invertasas, isomerasas, oxidasas y
catalasas. En muchas aplicaciones, las enzimas se utilizan como
coadyuvantes de procesamiento para alterar las propiedades funcionales y
nutricionales de sus sustratos. Los mercados objetivo incluyen, por ejemplo,
las industrias de alimentos y bebidas (panaderia, elaboracion de cerveza,
productos lacteos y procesamiento de proteinas), alimentos para animales,
procesamiento de textiles, procesamiento de almidén para edulcorantes,
etanol y detergentes (Arbige y col., 2019).

La produccion de enzimas es una industria en si misma, la cual ha tenido
un desarrollo enorme en los ultimos 50-60 afios, gracias a los adelantos que
ha habido en el campo de la biotecnologia, en especial a la bioingenieria de
los microorganismos y a los avances en los procesos de produccion o
fermentacion (Kirk y col., 2002; Treichel, 2020; Villena y col., 2020).

Por la produccién de enzimas a partir de microorganismos es necesario
realizar varios pasos, entre ellos el aislamiento, seleccion e identificacion de
los microorganismos productores de enzimas; la optimizacion de los
pardmetros del proceso y fermentaciéon para la produccion de enzimas
industriales; la purificacion y caracterizacion de las enzimas purificadas y la
formulaciéon de enzimas industriales para la venta, enlace con el cliente y
trabajo con los organismos reguladores Adicionalmente, la mayoria de las
bacterias y hongos que se utilizan para producir enzimas industriales se
modifican genéticamente para sobreexpresar su produccion (Niyonzimay col.,
2020; Villena y col., 2020).
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2 Tipos de fermentacion

Para la produccion de enzimas a partir de microorganismos se utilizan dos
tipos generales de procesos, la fermentacion en medio sumergido (SMF) y la
fermentacion en estado sélido (SSF).

a Fermentacion en medio sumergido

La fermentacion sumergida o fermentacion en medio sumergido se define
como un proceso biolégico de produccion de biomoléculas en el que
microorganismos y enzimas junto con otroS componentes reactivos se
sumergen en una solucidon. La solucién liquida puede estar en forma
alcohdlica, de aceite o un caldo nutritivo. También se utilizan otros sustratos
liguidos como melazas y caldos. En la SMF los microorganismos tales como
hongos y bacterias se colocan en recipientes cerrados que contengan estos
medios ricos en nutrientes (Osorio-Gonzéalez y col., 2020). El proceso de
fermentacion sumergida puede ser de dos tipos: (a) fermentacién aerdbica y
(b) fermentacién anaerdbica con dos métodos de operacion (a) fermentacion
discontinua y (b) fermentacién continua. El primer paso critico en esta
fermentacion sumergida es obtener una cantidad adecuada de
microorganismos para ser utilizados como inéculo para el proceso posterior
(Zhang y col., 2019).

b Fermentacion en estado sélido

La fermentacién en estado sélido es un proceso biolégico que involucra el
crecimiento de microorganismos en un medio seco (ausencia de agua) de
sustrato no soluble o biomasa soélida (Sadh y col., 2018). La FES ya ha sido
utilizado para el procesamiento de alimentos fermentados y actualmente esta
recuperando mas atencion debido a las nuevas y numerosas aplicaciones en
el aprovechamiento de desechos agricolas. Estos desechos, al contener
compuestos nutritivos de valor son una opcién adecuada para el desarrollo de
productos biotecnoldgicos.

El desarrollo de una FES depende de muchos factores, como son: los
microorganismos utilizados, la biomasa, la aireacion y la actividad del agua.
Diferentes biomasas pueden tener mejores caracteristicas para ser utilizadas

como portador de inmovilizacion en la FES debido a la alta capacidad de
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absorcion de agua en comparacion con otras biomasas. ElI microorganismo
utilizado puede consistir en un solo cultivo, cultivo mixto o consorcio de
microorganismos nativos mixtos. En el proceso de FES se suelen utilizar
hongos, bacterias y levaduras en ese orden de rendimiento (Osorio-Gonzalez
y col., 2020).

3 Seleccion del tipo de fermentacion

La seleccion de los métodos de fermentacion a utilizarse para la obtencion
de enzimas depende del tipo de enzima deseado y de los recursos que se
dispongan para realizar dichos procesos. Cada uno tiene sus ventajas y
desventajas. De los dos métodos, se ha probado repetidamente que la SMF
es el mejor para la secrecién de enzimas industriales, debido a la naturaleza
extracelular de las enzimas que se liberan en el medio de produccion, ya que
se facilita su recuperacion, sin embargo, la principal desventaja de la
fermentacion la SMF es que frecuentemente utiliza medios sintéticos que
resultan muy costosos (Lailaja y Muthusamy, 2013). Por otro lado, cada dia
hay méas adelantos en el uso de la FES (Sarrouh y col., 2012; Sandhya y col.,
2015; Londofio-Hernandez y col., 2020).

Algunos de los criterios utilizados para la seleccion de las enzimas
microbianas a producirse, estan la estabilidad al pH y la temperatura, la
especificidad, la influencia de los activadores e inhibidores y la velocidad de
reaccion (Sarrouh y col., 2012; Sridevi y col., 2015). Las enzimas industriales
se producen generalmente por fermentacion bajo condiciones
cuidadosamente controladas, utilizando microorganismos, especialmente
bacterias u hongos. En la practica, la gran mayoria de las enzimas provienen
de un nudmero limitado de géneros, entre los cuales estan principalmente
Aspergillus, Trichoderma, Bacillus y Kluyveromyces. La mayor parte de las
cepas utilizadas han sido empleadas por muchos afios en la industria
alimentaria o se han modificado a partir de ellas (Sarrouh y col., 2012). De
hecho, la mayoria de las especies de estos géneros son seguras y no
producen ninguna toxina, crecen en sustratos econdémicos y secretan una
cantidad extracelularmente adecuada de enzimas en un periodo de tiempo

razonable También se utilizan con menor frecuencia microorganismos
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pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptomyces, Fusarium, Mucor, Penicillium (Niyonzima y col., 2020).
4 Sustratos agroindustriales

Para abaratar costos en la produccion industrial de enzimas, se utilizan
sustratos o medios de cultivo compuestos por residuos agroindustriales ya que
son una fuente importante de nutrientes necesarios para el crecimiento
microbiano (Taddia y col.,, 2018). Ademas, se usan otros productos
suplementarios que ayudan a mejorar el balance de los nutrientes en los
medios de cultivo. En el Cuadro 7 se proporciona un resumen con algunos
casos de sustratos utilizados, las enzimas producidas y los microorganismos
gue las producen. Se constata que principalmente se utilizan residuos de la
industria alimentaria de cereales y leguminosas como trigo, arroz, maiz, soya,
frutas como naranja y uva, y bagazo o melaza de la cafia de azucar. El tipo de
enzimas mas comunmente obtenida es celulasa, pero también xilanasas y
lacasas (Niyonzimay col., 2020; Treichel y col., 2020). El uso de subproductos
econdmicos o0 residuos agricolas no solo hace que la fermentacion y la
produccion sean rentables, sino que también reduce la contaminacion
ambiental que pueden causar los subproductos o la eliminacién de residuos
agricolas. De hecho, si se elige cuidadosamente un sustrato para hacer crecer
el microorganismo, se puede reducir un tercio del costo del proceso. Por
ejemplo, la queratinasa se produce en cantidades significativas utilizando
Bacillus megaterium en un medio conteniendo plumas de pollo como fuentes
de carbono y nitrégeno (Saibabu y col., 2013). De manera similar, Lincoln y
More (2018) produjeron invertasa de A. sojae JU12 utilizando cascara de
naranja humedecida con melaza como sustrato. Asimismo, el salvado de trigo,
un sustrato agricola barato, fue utilizado por diferentes especies de Aspergillus
para producir fitasa (Sandhya y col., 2015), queratinasa (Mini y col., 2012) y
lacasa (Usha y col., 2014). También se ha reportado que la torta de coco es
un excelente sustrato para la secrecion de celulasa por Pseudomonas
fluorescens (Sethi y col., 2013). El Cuadro 7 muestra algunos subproductos o
residuos agricolas que se han probado como sustratos para la produccién de

enzimas por microorganismos.
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Cuadro 7. Sustratos de bajo costo utilizados para la produccién de enzimas por varios hongos y bacterias

Sustrato Enzima Microorganismo Referencia
Plumas de ave Queratinasa Bacillus megaterium 1
Hojas de arbol Tanasa Aspergillus sp. GM4 2
Melaza Invertasa neutra Aspergillus sp. 3
Cascaras de naranja con melazas Invertasa Asperygillus sojae JU12 4
Desechos organicos de cocina Invertasa Chryseobacterium sp. Bacillus sp. 5
Salvado de arroz Amilasa Bacillus lehensis 6
Salvado de arroz y de trigo Fitasa Stereum ostrea 7
Aserrin Lacasa Penicillium sp. 8
Bagazo de cafia Celulasa Aspergillus awamori 9
Pasta de coco Celulasa Pseudomonas fluorescens 10
Tallos de te Tanasa Aspergillus tubingensis 11
Salvado de trigo Queratinasa Aspergillus niger/flavus 12
Salvado de trigo Fitasa Aspergillus niger 13
Salvado de trigo Xilanasa Sphingobacterium sp. 14
Cascara de soya y papel Celulasa Aspergillus niger 15
Residuos de cocina y agricolas Celulasa Aspergillus niger NS2 16
Residuos de arroz y girasol Lacasa Ganoderma lucidum 17
Residuos de tabaco Celulasa Sinorhizobium meliloti 224 18
Residuos de jugo de fruta Lacasa Bacillus sp. MSK-01 19
Cascara de café, vaina soya, aserrin Lacasa Trametes pubescens CBS 696.94 20
Céscara de uva Xilanasa Aspergillus awamori 21

1 (Saibabu y col., 2013); 2 (Souza y col., 2015); 3 (Lincoln y More, 2017); 4 (Lincoln y More, 2018); 5 (Hasan y col., 2017); 6 (More y col., 2015); 7 (Usha y col., 2014); 8 (Prasanna y
col., 2016); 9 (Pachauriy col., 2018); 10 (Sethiy col., 2013); 11 (Xiao y col., 2015); 12 (Mini y col., 2012); 13 (Sandhya y col., 2015); (Ghasemiy col., 2014); 15 (Boggione y col., 2016);
16 (Bansal y col., 2012); 17 (Postemsky y col., 2017); 18 (Bunti¢ y col., 2019); 19 (Sondhi y Saini, 2019); 20 (Gonzalez y col., 2013); 21 (Botella y col., 2007)
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5 Optimizacién de las condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo utilizadas en el bioproceso de produccion de
enzimas afectan de manera determinante los rendimientos obtenidos. El papel
de la optimizacion de la composicion del medio de cultivo es mantener un
equilibrio entre los diferentes ingredientes, evitando asi la cantidad de
componentes no utilizados al final del proceso de fermentacién. No existe un
medio de crecimiento Unico o especifico para la produccion 6ptima de enzimas
industriales producidas por bacterias u hongos ya que cada especie tiene sus
propias condiciones de crecimiento 6ptimas para producir la maxima cantidad
de enzimas (Kumar y Takagi, 1999).

Las industrias estan en una busqueda continua de nuevas cepas
microbianas con las caracteristicas deseables para producir las enzimas
industriales buscadas. Por tanto, la seleccion adecuada de diferentes
microorganismos industriales y la optimizacion de las condiciones de
fermentacién son necesarias para producir enzimas industriales de bajo costo
(Niyonzima y col., 2020) . La produccion de enzimas industriales en un unico
medio de produccion econdmico a partir de microorganismos también es un
gran desafio. Si bien se han realizado algunos estudios importantes para la
produccion y optimizacion de enzimas a partir de microorganismos, no existe
un solo reporte sobre la produccion industrial y optimizacién de condiciones de
cultivo para méaxima producciobn que sea comun para todos los
microorganismos. (Roy y Mukherjee, 2013). Esto es debido a que es una
combinacion de varios factores que incluyen entre otros, una cepa de alta
productividad, un eficiente sistema de produccion, medios de cultivo
apropiados y parametros de cultivo cuidadosamente seleccionados
(Lueangjaroenkit y col., 2018).

En la fermentacion en medio sumergido, los principales factores que
afectan son, el tiempo de incubacion, la agitacion, el pH inicial, la
concentracion de inoculo, la fuente de carbono, la concentracion de iones
metalicos y la fuente y concentraciéon de nitrégeno (Pathak y Deshmukh, 2012;

Niyonzima y More, 2013).
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Cuadro 8. Condiciones 6ptimas de cultivo para especies de bacterias para la produccidén de enzimas

Bacteria Enzima pH T (°C) Agitacion Indculo (%) Incub. (h) Fuente de C Fuente de N Ref.
Acinetobacter calcoaceticus Lipasa 9 37 180 0.6 48 Almidén, aceite oliva Harina maiz, frijol 1
Bacillus cereus Proteasa 10 37 ND 2 48 Glucosa, leche desgrasada. Peptona, Extracto de levadura 2
Bacillus cereus Pululanasa 6 50 200 ND 48 Pululano soluble Triptona 3
Bacillus cereus GAG Amilasa 10 20 120 1 96 Glicerol Acetato amonio 4
Bacillus cereus FT9 L-glutaminasa 7 37 150 ND 24 Extr. de malta Peptona 5
Bacillus cereus LC13 L-glutaminasa 7 37 100 ND 24 Maltosa L-glutamina 6
Bacillus flexus MSBC 2 CGTasa 10 37 ND ND 120 Almidén de maiz Peptona, Extracto de levadura 7
Bacillus flexus XJU-1 Lipasa 11 37 100 2 36 Aceite algodon Extracto de levadura 8
Bacillus halodurans CGTasa 10.5 37 ND ND 48 Almidén soluble Peptona, ext. Lev. 9
Bacillus halodurans Pululanasa 10 37 ND ND 72 Pululano Peptona 10
Bacillus lehensis MLB2 Fitasa 5.5 30 100 2 24 Salvado de arroz Potasio 11
Bacillus licheniformis ASO8E Amilasa ND 45 200 ND 60 ND ND 12
Bacillus licheniformis KBDL4 Proteasa 10 37 200 3 48 Caseina Extracto de levadura 13
Bacillus megaterium Queratinasa 10 37 ND ND 72 Harina de plumas Extracto de levadura 14
Bacillus megaterium BMS4 Celulasa 7 37 120 ND 24 Sacarosa Medio LB y BHM 15
Bacillus smithii BTMS 11 Lipasa 8 28 170 3 24 Glucosa, aceite ajonjoli Harina de soya 16
Bacillus sonorensis Lipasa ND 40 150 1 48 Aceite de cliva Peptona, ext. Lev. 17
Bacillus sp. Amilasa 7 50 120 2 48 Almidén soluble Peptona 18
Bacillus sp. SMIA-2 Proteasa 8.5 50 150 ND 36 Almidén Suero y maiz fermentado 19
Bacillus sp. MSL2 Celulasa 6 50 200 ND 48 CMC Extracto de levadura 20
Bacillus subtilis Pectinasa 8.5 37 ND ND 24 Glucosa Extracto de levadura 21
Bacillus subtilis AS-SO1a Amilasa 6 35 150 ND 60 Almidén Extracto de res 22
Chryseobacterium sp. Amilasa 5 50 120 2 60 Glucosa Peptona 18
Pseudomonas fluorescens Celulasa 10 40 ND ND 24 Glucosa Sulfato de amonio 23
Pseudomonas stutzeri AS22 Amilasa 8 30 200 ND 24 Almidén de papa Extracto de levadura 24
Sphringobacterium sp. SaH-05  Xilanasa 8 37 150 ND 24 Salvado de trigo Sulfato de amonio 25
Staphylococcus arlettae JPBW-1  Lipasa 8 35 100 10 48 Aceite de soya ND 26
Atreptomyces sp. A3 Amilasa 9 45 200 2 168 Maltosa Peptona 27
Virgibacillus sp. EMB13 Proteasa 8 30 150 4 24 Manitol Peptona, extracto de levadura 28

CGTasa = Ciclodextrina glucosiltransferasa. ND=No determinado/reportado. 1 (Wang y col., 2012); 2 (Beena y col., 2012); 3 (Waleed y col., 2015); 4 (Roohi y col., 2013); 5 (Sinha y Nigam, 2016); 6 (More y
col., 2016); 7 (Shwetha y col., 2017); 8 (Niyonzima y More, 2014); 9 (More y col., 2012); 10 (Ashay col., 2013); 11 (More y col., 2015); 12 (Roy y Mukherjee, 2013); 13 (Pathak y Deshmukh, 2012); 14 (Saibabu
y col., 2013); 15 (Hussain y col., 2017); 16 (Lailaja y Muthusamy, 2013); 17 (Nerurkar y col., 2013); 18 (Hasan y col., 2017); 19 (Rodrigues y col., 2013); 20 (Sriariyanun y col., 2016); 21 (Mathur, 2014); 22
(Roy y col., 2012); 23 (Sethi y col., 2013); 24 (Maalej y col., 2013); 25 (Ghasemi y col., 2014); 26 (Chauhan y Garlapati, 2013); 27 (Chakraborty y col., 2012); 28 (Sinha y Khare, 2012);
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Cuadro 9. Condiciones 6ptimas de cultivo para especies de hongos en la produccion de enzimas

Inéculo Ref

Hongo Enzima pH T°C Agitacién (%) Incub. (h) Fuente de C Fuente de N .
Aspergillus niger Pectinasa 45 30 150 ND 168 Pectina Peptona 29
Aspergillus niger Fitasa 5.0 30 200 ND 96 Glucosa Nitrato de amonio 30
Aspergillus niger Tanasa 4.0 37 120 ND 96 Tanato Extracto de levadura 31
Aspergillus awamori Celulasa 6.0 25 ND ND 168 CMC Peptona 32
Aspergillus nigeriflavus Queratinasa 8.5 37 120 ND 96 Queratina Peptona 33
Aspergillus sojae JU12 Invertasa 8.0 37 ND 9 120 Cascaras de naranjay melaza Invertasa 34
Aspergillus sp. Tanasa 4.0 30 ND ND 96 Hojas de jambul/tanato Nitrato de potasio 35
Aspergillus terreus Proteasa 10.0 37 ND 2 120 Caseina Harina de soya 36
Aspergillus versicolor PFIF/107  Proteasa 9.0 35 150 ND 96 Salvado de trigo Nitrato de sodio 37
Fusarium sp. XPF-5 Xilanasa 8.0 47 160 ND 96 xilano ND 38
Mucor circinelloides F6-3-12 Tanasa 55 30 200 2 168 Te verde en polvo Nitrato de sodio 39

L- ND % 40
Mucor hiemalis Asparaginasa 7.0 30 ND Glucosa L-asparagina
Penicillum nigricans B-Amilasa 5.0 60 ND ND ND Almidon Nitrato de sodio 41
Penicillum sp. Celulasa 5.0 30 ND ND 168 Lactosa Extracto de levadura 42
Saccharomyces cerevisiae Invertasa 7.0 30 ND ND 48 Almidon Urea 43
Aspergillus niger Proteasa 7.0 35 ND ND Glucosa Extracto de levadura 44
Scytalidium lignicola Lacasa 6.0 30 ND ND 168 Sacarosa Nitrato de sodio 45
Stereum ostrea Lacasa 55 30 180 ND 288 Glucosa Peptona 46

L- ND 72 4
Trichoderma viride Asparaginasa 6.5 37 ND Maltosa L-asparagina

. 5 120 . Tartr. amonio, extracto de 48

Trichoderma asperellum Lacasa 4.5 37 ND Glucosa, salvado trigo levadura
Pleurotus ostreatus ARC280 Lacasa 5.0 28 150 5 624 Almidén (NH4)2S04 49
Marasmiellus palmivorus LA1 Lacasa 5.0 28 ND 6 120 Galactosa NH4H2PO4 50
Trametes versicolor MZKI G-99  Lacasa 6.1 27 140 3 192 Papel Peptona, extracto de levadura 51

ND=No determinado/reportado. 29 (Dhital y col., 2014); 30 (Sandhya y col., 2015); 31 (Cavalcanti y col., 2017); 32 (Pachauriy col., 2018); 33 (Mini y col., 2012); 34 (Lincoln y More, 2018); 35 (Souza y col.,
2015); 36 (Niyonzima y More, 2013); 37 (Choudhary, 2012); 38 (Sharma y col., 2016); 39 (El-Refai y col., 2017); 40 (Thakur y col., 2014); 41 (Muddapur y col., 2013); 42 (Prasanna y col., 2016); 43 (Sivakumar
y col., 2013); 44 (Lashari y col., 2011); 45 (Sidhu y col., 2017); 46 (Usha y col., 2014); 47 (Lincoln y col., 2015); 48 (Sabarathinam y col., 2014); 49 (Elsayed y col., 2012); 50 (Chenthamarakshan y col.,
2017); 51 (Tisma y col., 2012)
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Es por ello, que es gran relevancia en la eficacia de los procesos de obtencion
de enzimas, la optimizacion de dichos parametros (Roy y Mukherjee, 2013;
Niyonzimay col., 2020).

En el caso de la fermentacion en estado sélido, algunos de los factores mas
relevantes son, el tipo y féormula del sustrato, el pretratamiento utilizado, el tamafio
de particula del sustrato, la actividad de agua, la productividad del proceso, la
humedad relativa, la temperatura del proceso, el pH del sustrato, el tiempo de
fermentacion, el tamafio del indculo y el oxigeno disponible (Londofio-Herndndez
y col., 2020). El estudio de todos estos factores es crucial para la mejora de los
rendimientos obtenidos de las enzimas en cuestion. Por lo tanto, un control
adecuado de estos parametros es muy importante para un proceso de
fermentacion eficiente, y estos deben optimizarse para cada biorreactor y proceso
(Poletto y col., 2017).

En el caso de la FES, uno de los parametros importantes es la actividad de
agua (aw), que debe ajustarse en funcion de los requisitos fisicos de los
microorganismos. Generalmente, las bacterias necesitan una aw entre 0.9 y 0.99,
la levadura una aw entre 0.8 y 0.9 y los hongos filamentosos una aw entre 0.6 y
0.7. El aumento del contenido de agua puede impedir el crecimiento debido a la
disminucién de oxigeno en los poros del sustrato (Chen, 2013). En general, para
la FES se utilizan microorganismos aerobicos. Por tanto, el contenido de oxigeno
es un factor fundamental en su desarrollo. Por esta razon, debe haber aireacion
para aportar el oxigeno necesario y eliminar tanto el dioxido de carbono como el
calor metabdlico generado. De esta forma, se debe tener en cuenta el flujo 6ptimo
de aire con respecto a la naturaleza del microorganismo, la velocidad de
generacion de calor metabdlico, la concentracion de didxido de carbono y otros
metabolitos, y el espesor del sustrato, entre otros. Una variable relacionada con
la disponibilidad de oxigeno es el tamafio de particula. El tamafio de las particulas
determina el grado de porosidad; un valor 6ptimo de esto varia dependiendo del
sustrato, el microorganismo que se utilizara y la cantidad de oxigeno presente en

el medio. Las particulas pequefas tienen la ventaja de tener una mayor relacion
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superficie-volumen, lo que tiene una gran influencia en la transferencia de masa
(de Castro y col., 2016; Londofo-Hernandez y col., 2020).

La optimizacion de los parametros estadisticos es de gran utilidad en el
incremento de rendimientos de produccion de enzimas en corto tiempo. Por
ejemplo, El-Refai y col. (2017) aplicaron un disefio de Plackett-Burman y Box-
Behnken para incrementar la produccion de tanasa por Mucor circinelloides,
optimizando los factores nutricionales (fuentes de C, N y P) y pardmetros
fisicoquimicos (edad del inéculo, tiempo y temperatura de incubacion). Por esta
misma metodologia, Roy y Mukherjee (2013) optimizaron la produccién de
maltasa de la cepa ASO8E del hongo Bacillus licheniformis. También, Chauhan
y Garlapati (2013), empleando una cepa de Staphiloccus arlettae, optimizaron las
condiciones de cultivo por la metodologia de superficie de respuesta para una
maxima produccion de lipasa. Por su parte, Sabarathinam y col. (2014), asi como
Chenthamarakshan y col. (2017) incrementaron la produccién de lacasa utilizando
disefios ortogonales de Taguchi, empleando respectivamente los hongos
Marasmiellus palmivorum y Trichoderma asperellum. En los Cuadros 8 y 9 se
muestran algunos ejemplos de las condiciones 6ptimas encontradas mediante
métodos estadisticos para la produccion de diversas enzimas de bacterias y
hongos.

a Tiempo de incubacion

El tiempo de incubacién es de gran importancia para la produccion de
enzimas de bacterias y hongos. En el caso de las primeras, el tiempo éptimo es
de 24 a 48 horas para la mayoria de las especies y enzimas, lo cual influye para
gue los costos de dichos procesos sean menores que aquellos de los procesos
largos. Ejemplos de ellos se presentan en el Cuadro 8, donde se puede observar
gue las enzimas son lipasas, proteasas, celulasas y amilasas, principalmente, y
gue muchas de ellas son producidas por bacterias del género Bacillus (Beena y
col., 2012; Lailaja y Muthusamy, 2013; Nerurkar y col., 2013; Rodrigues y col.,
2013; Niyonzima y More, 2014; More y col., 2015; Waleed y col., 2015; More y
col., 2016; Sinha y Nigam, 2016; Sriariyanun y col., 2016; Hasan y col., 2017;
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Hussain y col., 2017). Periodos mas largos de incubacion han sido observados
en el caso de algunas enzimas como la CGTasa por B. flexus MSBC 2 (Shwetha
y col., 2017) y amilasas producida por Streptomyces sp. cepa A3 (Chakraborty y
col., 2012).

En el caso de la mayoria de las enzimas producidas por hongos, los tiempos
de incubacién son mayores que los requeridos por las bacterias. En el Cuadro 9
se puede apreciar que en la industria, 6ptimamente se busca que las enzimas de
hongos alcancen su maximo de produccion entre las 120 y 168 horas (Choudhary,
2012; Mini y col., 2012; Niyonzima y More, 2013; Thakur y col., 2014; Sandhya y
col.,, 2015; Souza y col., 2015; Sharma y col., 2016; Cavalcanti y col., 2017;
Lincoln y More, 2018). Tiempos mas largos se han reportado para la produccion
de pectinasas por Aspergillus niger (Dhital y col., 2014), celulasas de Penicillum
sp. (Prasanna y col., 2016) y Aspergillus awamori (Pachauri y col., 2018); tanasa
de Mucor circinelloides (El-Refai y col., 2017) y lacasas de Scytalidium lignicola
(Sidhu y col., 2017), Stereum ostrea (Usha y col., 2014), Pleurotus ostreatus
ARC280 (Elsayed y col., 2012) y Trametes versicolor (Tisma y col., 2012). En
general, a medida que transcurre el tiempo se incrementa la secrecion de enzima
por parte del microorganismo, pero a partir de un determinado momento, los
niveles de la enzima empiezan a descender, principalmente debido a varios
factores, entre ellos la disponibilidad de nutrientes, la secrecion de metabolitos
toxicos y la descomposicion de la enzima por proteasas (Anandan y col., 2007;
Niyonzimay col., 2020).

b pHinicial

El pH inicial del medio de cultivo es el principal factor que regula la secrecion
de enzimas microbianas, ya que puede influir en la disponibilidad de sustratos
nutritivos o en el transporte de los componentes nutritivos a través de las
membranas de las bacterias y hongos, que a su vez estimulan el crecimiento
microbiano y con ello la produccion de enzimas (Bhavani y col., 2012). El rango
de pH 6ptimo para la produccion de la mayoria de las enzimas industriales de

bacterias fluctia entre 6 y 10, en cambio, para los hongos el pH éptimo suele
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ubicarse entre 5y 9 (Choudhary, 2012; Miniy col., 2012; Niyonzima y More, 2013;
Sivakumar y col., 2013) (Cuadros 8 y 9). Las variaciones en los rendimientos de
enzimas a diferentes pH pueden deberse a la especificidad de cada especie de
hongo o bacteria, lo cual esta relacionado a la ruptura de los mecanismos de
transporte en la membrana que impide la liberacién de la enzima (Padhiar y col.,
2011). En el caso especial de la enzima ligninolitica lacasa, se puede apreciar
que el rango de pH inicial éptimo es mas reducido, variando entre 4.5y 6.1 en la
mayoria de los casos (Lashari y col., 2011; Elsayed y col., 2012; Tisma y col.,
2012; Sabarathinam y col., 2014; Lincoln y col., 2015; Chenthamarakshan y col.,
2017; Sidhu y col., 2017).
c Temperatura

La temperatura de incubacion es un parametro de vital importancia en el
proceso de produccion de enzimas industriales, ya que influye enormemente en
el crecimiento de bacterias y hongos. En el caso de las bacterias utilizadas en la
produccién industrial de enzimas, el rango varia entre 30 y 50 °C, siendo 37 °C el
Optimo en la mayoria de los casos, como se observa en Cuadro 8, a excepcion
de la amilasa (Lailaja y Muthusamy, 2013) donde la temperatura 6ptima fue de 20
°C y de la lipasa (Roohi y col., 2013) donde se encontrd la méas alta productividad
a 28 °C, en ambos casos para cepas de Bacillus.

En el caso de los hongos, las temperaturas éptimas oscilan entre 25y 47 °C
(Cuadro 9), aunque se han reportado casos como el de la B-amilasa producida
por Penicillium nigricans donde se observo una temperatura 6ptima de 60 °C
(Muddapur y col., 2013). Por su parte, Panosyan (2019) encontr6 que ciertas
cepas de actinomicetes de aguas termales podian producir enzimas hidroliticas
estables (amilasas, lipasas y proteasas) a temperaturas de hasta 60 °C.

d Concentracion de inoculo

La concentracion de inoculo es un parametro clave para la produccion
industrial de enzimas microbianas. En el caso de bacterias el rango puede ser
amplio, normalmente entre 0.6 y 5% (Cuadro 8). Sin embargo, en algunos casos

las concentraciones de indculos pueden ser mayores. Asi, Chauhan y Garlapati
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(2013) utilizaron concentraciones de indculo de 10% en la produccion de lipasa
usada en detergentes, secretada por S. arlettae JPBW-1. Por lo tanto, hay un
Optimo que es necesario establecer mediante experimentacion.

En el caso de los hongos, las concentraciones mas bajas de in6culo son
ligeramente mayores que para las bacterias. Por ejemplo, (El-Refai y col., 2017)
encontraron un éptimo de indculo de 2% en la produccién de tanasa por parte de
M. circinelloides, mientras Tisma y col. (2012) encontraron un 3% en la
optimizacion de lacasa de Trametes versicolor. En cambio, las concentraciones
mas altas de in6culo son similares a las de bacterias. Asi, Lincoln y More (2018)
encontraron que un 9% fue la concentracion optima de indculo para la produccién
de invertasa por Aspergillus sojae JU12. De esta manera, la concentracion de
inoculo utilizada para la produccion de enzimas depende del tamafio y tipo de
microorganismo. Al igual que con otros factores, existe un nivel maximo 6ptimo,
después del cual los niveles de produccion de enzimas decrecen. Esto es debido
probablemente al rapido crecimiento del microorganismo que provoca el consumo
rapido de nutrientes, no permitiendo la producciéon de la enzima necesaria y
posiblemente también a la disminucion del oxigeno disponible en el medio de
cultivo (Hasan y col., 2017; Niyonzima y col., 2020).

e Fuentey concentraciéon de carbono

Los nutrientes que contienen carbono son la fuente primaria de energia para
los microorganismos en los procesos de produccién de enzimas industriales.
Estas fuentes pueden ser de muchos tipos, desde azucares simples como glucosa
(Sethiy col., 2013; Mathur, 2014; Hasan y col., 2017), disacaridos como sacarosa
(Hussainy col., 2017; Sidhu y col., 2017), maltosa (Chakraborty y col., 2012; More
y col., 2016) y lactosa (Prasannay col., 2016), hasta polisacaridos como almidén
(Roy y col., 2012; Rodrigues y col., 2013; Hasan y col., 2017; Shwetha y col.,
2017), celulosa (Tisma y col., 2012), carboximetilcelulosa (Sriariyanun y col.,
2016; Pachauri y col., 2018), pululano (Ashay col., 2013; Waleed y col., 2015) y
xilano (Sharmay col., 2016). También pueden ser aceites vegetales (Chauhan y

Garlapati, 2013; Lailaja y Muthusamy, 2013; Nerurkar y col., 2013; Niyonzima y
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More, 2013) y residuos agroindustriales de todo tipo, como cascaras de naranja
(Lincoln y More, 2018), salvado de trigo (Choudhary, 2012), hojas de plantas
(Souza y col., 2015; El-Refai y col., 2017) y melazas (Lincoln y More, 2018).
Industrialmente, las enzimas se producen con una concentracion baja de la fuente
de carbono, lo que hace el proceso redituable en costo. También se ha observado
gue, al aumentar significativamente las concentraciones de estos ingredientes en
la férmula, los niveles producidos de la enzima tienden a decrecer, debido
posiblemente a una limitacion del oxigeno disponible, necesario para la sintesis
de la enzima (Niyonzima y More, 2013).
f Fuentey concentracién de nitrégeno

La fuente de nitrégeno en el medio de cultivo juega un papel muy importante,
no solamente como fuente de energia secundaria para los microorganismos, sino
porque interviene en la formacién de las estructuras como la pared celular, y
siendo parte de los aminoacidos, péptidos, proteinas, nucleétidos y acidos
nucleicos. Para la produccion de enzimas de bacterias se utilizan tanto fuentes
organicas (peptona, triptona, extracto de levadura, extracto de carne, harinas de
frijol y maiz) como inorganicas (acetato de amonio, nitrato de potasio, sulfato de
amonio. De manera similar, en el c aso de hongos se emplean fuentes organicas
de nitrogeno como las anteriormente mencionadas, e inorganicas (nitrato de
amonio, nitrato de potasio, nitrato de sodio y nitrito de sodio). En los Cuadros 8 y
9 se muestran algunos ejemplos de reportes con el uso de estas fuentes de
nitrégeno. En algunos casos, se consiguen producciones optimas de enzima con
combinaciones de fuentes organicas e inorganicas de nitrégeno. Algunas veces
se utilizan fuentes mas econdémicas de nitrégeno como las harinas de maiz, frijol
0 soya en la produccién industrial de enzimas (Wang y col., 2012; Lailaja y
Muthusamy, 2013). Para la produccién de enzimas de hongos, se usan en general
las mismas fuentes organicas e inorganicas de nitrégeno, siendo preferidas las
de origen orgéanico, ya que alcanzan en general mayores niveles de produccion
de enzima. Esta preferencia pudiera deberse a la presencia en dichos sustratos

de otras sustancias que lo acompafan y que enriquecen el medio, como
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vitaminas, aminoacidos y factores de crecimiento (Pathak y Deshmukh, 2012;
Sinha y Khare, 2012). Las fuentes de nitrdgeno estimulan la produccion de
enzimas industriales hasta cierto nivel, mas alla del cual se observa una inhibicion.
De hecho, las fuentes complejas de nitrégeno organico pueden mostrar inhibicion
enzimatica cuando se emplean en grandes cantidades porque son ricas en
aminoacidos (como glicina) y péptidos cortos. Por lo tanto, una mayor
concentracion de fuente de nitrégeno inhibe la secrecion de enzimas por bacterias
u hongos (Niyonzima y col., 2020).

La concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo juega un papel
importante en la produccion y actividad de enzimas ligninoliticas. Sin embargo,
los efectos producidos por la inclusidon de nitrdgeno varian entre las especies y
cepas de hongos (Isroi y col., 2011). Un estudio pionero sobre el efecto de la
composicién del medio en la degradacion de la lignina utilizando el hongo de
podredumbre blanca Phanerochaeta chrysosporium revel6 que la concentracion
de nitr6geno, independientemente de su tipo y fuente, es critica para la
degradacion de la lignina, en algunos casos acelerando la degradacién y en otros
retardandola (Kirk y col., 1978). Se ha encontrado, por ejemplo, que al digerir con
una proteasa el nitrégeno del tallo de cafiamo, la cepa BOS55 de Bjerkandera sp.
aumenté la degradacién de la lignina (Dorado y col., 2001). Por el contrario, en
otro trabajo Mikiashvili y col. (2006) encontraron que la actividades enzimaticas
de Lac, MnP y peroxidasas de Pleurotus ostreatus disminuyeron cuando el medio
se suplement6é con una fuente de nitrdgeno inorganico. Por otro lado, la
suplementacién de peptona y caseina a bajas concentraciones mostré efectos
positivos sobre las actividades de Lac, MnP y LiP. Por su parte, Staji¢ y col. (2006)
reportaron diferentes respuestas de Pleurotus sp. segun la fuente de nitrégeno
utilizada. Dichos autores encontraron también que P. eryngii y P. ostreatus
produjeron lacasas con la mayor actividad cuando se usa (NH4)2SO4 como fuente
de nitrégeno y que la produccion de peroxidasas por P. ostreatus era mayor

cuando se uso peptona.
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g Agitacion

Usualmente, para la producciéon industrial de enzimas se recurre a la
agitacion, la cual cumple con dos funciones principales. La primera, la de hacer
asequible a los microorganismos los nutrientes del medio. La segunda es de
permitir la aireacion. Para bacterias y hongos, el rango de agitacion mas utilizado
y el cual se obtienen los rendimientos de enzima mas altos oscila entre las 100 y
200 rpm, como se puede constatar en los Cuadros 8 y 9. En el caso particular de
las enzimas lacasas, la agitacion es muy importante, ya que las enzimas lacasas
requieren de mucho oxigeno para su formacion y accion (Lallawmsanga y col.,
2019).
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D USO DE RESIDUOS DE M. oleifera EN LA ALIMENTACION ANIMAL
1 Antecedentes

La demanda mundial de productos céarnicos se ha incrementado
rapidamente en los ultimos afos, alcanzando los 338.8 millones de toneladas
en 2019. La produccion mundial de animales de granja consume mas del 30%
de la produccion mundial de granos (Su y Chen, 2020). De la carne producida,
39.4% corresponde a la carne de aves (FAO, 2020). Este crecimiento en la
produccion avicola tiene un gran efecto en la demanda de piensos y materias
primas, ademas de que estos alimentos representan el costo mas alto de la
produccion en aves de corral. La soya es el alimento mas utilizado en las dietas
alimenticias de los animales de granja, debido a su alto contenido de proteinas.
La disponibilidad de alimentos de bajo precio y alta calidad es fundamental para
gue la produccion avicola pueda seguir siendo competitiva y aumentar para
lograr satisfacer la demanda de proteina animal (Ravindran, 2013). Por otra
parte, debido al cambio climatico se estima que de no implementarse medidas
adecuadas, la produccion de alimentos se vera seriamente comprometida en el
futuro, por una escasez y aumento de precios de las materias primas
tradicionales usadas en la alimentacién animal, en especial las ricas en proteina
(Bailey, 2011). Por lo anterior, es de importancia estratégica la basqueda de
fuentes alternativas de proteina. En este sentido, se sugiere el uso de algunas
plantas de hoja con alto contenido proteico como Moringa oleifera y Leucaena
sp., ya que éstas ademas de proporcionar los elementos requeridos para suplir
los requerimientos nutrimentales de los animales en mayor proporcion que los
pastos (Abou-Elezz y col., 2012; Bryant y col., 2014), también pueden ser
explotados en zonas no destinadas a la agricultura intensiva. El contenido
proteico de la hoja es superior incluso que el de la alfalfa y Morus alba. En el
Cuadro 10 se muestra un comparativo de M. oleifera con otras fuentes
forrajeras tradicionales y alternativas. Como se puede constatar, moringa
destaca por su alto contenido de proteinas, lipidos y bajo proporcion de fibra
(Suy Chen, 2020)..
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Cuadro 10. Comparacién nutrimental de M. oleifera con otras fuentes

alternativas de forraje

Alimento Proteinas Lipidos Fibra Cenizas
Forrajes de hoja de arbol

Moringa oleifera 23.0-30.3 7.1 5.9 7.6-12.0
Morus alba 21.2-29.8 5.5 6.9 11.6
Broussonetia papyrifera 21.0 3.2 9.1 12.1
Caragana korshinskii 9.9 3.2 34.4 6.7
Leucaena leucocephalat 22.7 1.6 16.8 11.2
Forrajes tradicionales

Alfalfa 19.1 2.3 22.7 7.6
Soya 25.5 17.3 4.3 4.2
Maiz 9.4 3.1 1.2 1.2

1 (Kaswarjono y col., 2019)
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Otras plantas con un alto contenido proteico, como Leucaena leucocephala,
presentan el inconveniente de su toxicidad atribuible al aminoacido mimosina, el
cual es necesario inactivar adecuadamente para no presentar problemas en el
crecimiento de los animales (Kaswarjono y col., 2019)

2 Contenido nutrimental de M. oleifera

M. oleifera es muy atractiva para la nutricion animal, debido a su contenido
nutrimental. Como ya se vio anteriormente, la planta de Moringa oleifera es muy
completa nutricionalmente. Sus hojas secas contienen aproximadamente 27 a
30% de proteinas con un balance adecuado de aminoacidos esenciales, a
diferencia de los granos de los cereales que son deficientes en lisina y triptéfano
(Cuadro 11).

Destacan por su importancia los altos contenidos de minerales
indispensables en la dieta animal como calcio, fésforo, potasio y hierro,
pudiéndose considerar una buena fuente de ellos (Olagbemide y col., 2014,
Barakat y Ghazal, 2016). También, las hojas de moringa son una buena fuente
de vitaminas A, B1, B2, B3, Cy E (Olagbemide y col., 2014; Gandji y col., 2018).
Es igualmente de gran relevancia el buen balance de aminoacidos esenciales
mostrado tanto en las proteinas de la hoja como de la semilla, siendo mejor en
este aspecto que fuentes tradicionales de forraje como el maiz, el cual es
deficiente en lisina y triptéfano (Al-Juhaimiy col., 2017).

Es destacable en M. oleifera el bajo contenido de factores antinutricionales
(Cuadro 12). Makkar y Becker (1997) mencionan que las concentraciones de
factores antinutricionales (taninos, inhibidores de la tripsina y la amilasa,
lectinas y glucésidos cianogénicos, glucosinolatos y saponinas) son
insignificantes en las hojas, peciolos y tallos de M. oleifera. Las semillas, semilla
desgrasada y semilla extraida en agua presentaron bajos niveles de saponinas,
mientras que inhibidores de la tripsina y de amilasa estaban ausentes. Sin
embargo, observaron actividad hemolitica en semillas descascarilladas y
desgrasadas, lo cual también fue reportado por Oliveira y col. (1999), pero no

en aquellas extraidas con agua.
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Cuadro 11. Composicion nutricional de hojas secas y semilla de M. oleifera (100 g)

Componente Hojas Semillas

Castillo y col. (2018) Leoney col. (2016)
Humedad (%) 6.27 7.0
Calorias (Kcal) 348.52 747.70%
Proteinas (g) 28.90 31.40
Lipidos (@) 12.63 36.7
Carbohidratos (g) 21.00 18.4
Fibra cruda (g) 8.49 7.3
Minerales traza (mg) Barakat y Ghazal (2016) Olagbemide y col. (2014)
Calcio 254.19 751.67
Magnesio 64.40 45.00
Fosforo 738.15 635.00
Potasio 1278.65 75.00
Hierro 185.28 5.20
Sodio 1475.31 ND
Vitaminas (mg) Gandji y col. (2018) Olagbemide y col. (2014)
Vitamina A-Bcaroteno 16.3 ND
Vitamina B1 2.64 0.05
Vitamina B2 20.5 0.06
Vitamina B3 8.2 0.02
Vitamina C 17.3 4.5
Vitamina E 113 ND
Aminoécidos (g) Al-Juhaimi y col. (2017) Al-Juhaimi y col. (2017)
Alanina 1.61 2.25
Arginina 1.82 2.55
Aspartano 2.19 3.06
Cisteina 0.28 0.39
Fenilalanina 1.60 2.23
Glicina 1.45 2.03
Glutamato 2.66 3.72
Hidroxilisina 0.69 0.97
Hidroxiprolina 0.10 0.14
Histidina 0.73 1.02
Isoleucina 1.16 1.62
Leucina 2.07 2.90
Lisina 1.54 2.16
Metionina 0.56 0.78
Ornitina 0.06 0.08
Prolina 1.28 1.79
Serina 1.06 1.48
Taurina 0.11 0.15
Tirosina 0.92 1.28
Treonina 1.27 1.77
Triptéfano 0.51 0.71
Valina 1.35 1.88

ND=valor no reportado o declarado. 1 (Ogunsina y col., 2010);
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Cuadro 12. Contenido de factores antinutricionales de moringa

Sustancia antinutricionales Hoja Semilla
Taninos totales 20.6' mgg! 1.89°
Inhibidores de tripsina 1.451 UIT g ND
Nitratos 17 mgg? ND
Acido oxalico 10.5! mgg? 1.55°
Fitatos 21.02 mg g* 26.0°mg g™
Saponinas 16.1% mg g* 3.89°mg g™
Lectinas ND 2.05* UH kg™
Compuestos cianogénicos Ausentes 6.22mg g

1 (Teixeiray col., 2014); 2 (Makkar y Becker, 1997); 3 (Devisetti y col., 2016); 4
(Oliveira y col., 1999); 5 (ljarotimi y col., 2013); 6 (Stevens y col., 2016). ND= No

determinado. UH=Unidades de hemoglutinina.
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En general, los niveles de factores antinutricionales encontrados en moringa
son muy bajos y no representan una limitante para su uso en la mayoria de las
posibles aplicaciones en la alimentacién animal (Cuadro 12). De los valores
mostrados en dicho cuadro, destacan en hoja, el contenido de &cido oxalico,
taninos, fitatos y saponinas, mientras que, en semilla, fueron los altos contenidos
de fitatos, lectinas y compuestos cianogénicos. Sin embargo, estos valores son
inferiores a los reportados para otras plantas consideradas altas en esos
antinutrientes, como la espinaca, la soya y la malanga (Oliveira y col., 1999;
Teixeira y col., 2014).

3 M. oleifera en la alimentacion animal

Se han realizado muchos estudios sobre el uso de moringa en la
alimentacién animal desde hace varias décadas, siendo reportado por primera
vez desde 1962. Se usan principalmente las hojas, frutos y residuos de la
extraccion del aceite de la semilla (Ramachandran y col., 1980; Su y Chen,
2020). Muchas de las propiedades quimicas de estos componentes de la planta
fueron detalladamente descritos por Ramachandran y col. (1980), en especial
el perfil de aminoacidos.

a Rumiantes

Comparados con los monogastricos, los rumiantes son capaces de digerir
celulosa, lignina y otros metabolitos secundarios debido a sus estructuras
ruminales y a los microorganismos que crecen en ellas, donde las enzimas
digestivas descomponen las sustancias macromoleculares. Dado este sistema
digestivo Unico, los rumiantes pueden degradar forrajes de arboles, como M.
oleifera, rapidamente. En un estudio realizado por Fadiyimu y col. (2017) con
carneros, suplementaron con diferentes niveles de harina de hojas de M.
oleifera en las dietas diarias como sustitutos de las harinas de semillas de
algodén, no afectando el aumento de peso corporal en relacién al grupo de
control. De manera similar, en un ensayo de alimentacion de cabras con hojas
de M. oleifera, Manh y col. (2005) no encontraron diferencias en el consumo de

alimento, la tasa de rumia y la digestibilidad en comparacion con las obtenidas
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con un control con Leucaena leucocephala, planta utilizada en la produccién de
alimentos para ganado durante mucho tiempo. Igualmente, Pérez-Angel (2011)
encontro que ovinos alimentados con dietas conteniendo 20 a 60% de hoja de
M oleifera en sustitucion de alfalfa en la dieta tuvieron un desarrollo similar al
de aquellos alimentados con una dieta con solo alfalfa. En ese estudio, se
observé que la digestibilidad aparente del heno de moringa fue de 62%, contra
68% de la alfalfa, mientras que la digestibilidad aparente de proteina fue de
75%, contra 72.3% de la alfalfa, lo que confirma la buena digestibilidad de la
proteina de moringa en ovinos. Aregheore (2002) encontré resultados similares
con cabras alimentadas con hojas frescas de M. oleifera al 20 y 50% como
reemplazo del pasto batiki. Fadiyimu y col. (2017) reportaron buena ingesta y
digestibilidad de proteina cruda, materia seca y de nutrientes, retencion de
nitrégeno y aumento del perfil hematolégico en ovejas enanas de Africa
occidental alimentadas con harina de Panicum maximum con suplementos de
hojas de M. oleifera al 25%.

Por otro lado, de acuerdo con Kholif y col. (2018), la suplementacion con
hojas de M. oleifera para reemplazar el 75% de la materia seca del trébol
berseem puede mejorar la ingesta de alimento en cabras nubias, observandose
aumento de los niveles de proteina total, albumina y glucosa en suero, y
disminucién de los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre. Este estudio
mostré que la suplementacion en la dieta con hojas de moringa puede mejorar
la calidad de la carne. Asi mismo, diversos trabajos concluyen también que la
suplementacion con hoja o extractos de hoja de M. oleifera aumentan la
produccion y calidad de leche en diversos rumiantes (Sanchez y col., 2006;
Kholif y col., 2019).

b Monogastricos

La harina de hojas de M. oleifera ha mostrado buenos resultados en la
mejora de la calidad y rendimientos de carne de cerdo. Segun Mukumbo y col.
(2014), los cerdos de engorde alimentados con hasta 5% de hojas de M. oleifera

no mostraron efectos negativos en la tasa de conversion alimenticia y las
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caracteristicas de la canal e incluso mejoraron las cualidades sensoriales de la
carne en almacenamiento refrigerado prolongado. Sin embargo, con un 7.5%
de harina de hojas de M. oleifera aumento el alimento consumido, pero
disminuyd la conversion alimenticia. Resultados similares fueron reportados por
Zhang y col. (2019), quienes mejoraron el crecimiento de cerdos en dietas con
6% de hoja de moringa, quienes sefialan ademas que el consumo de hoja de
moringa modifico positivamente el perfil de acidos grasos de la carne,
aumentando los monoinsaturados y disminuyendo los saturados.
c Peces

Se ha reportado el uso de la hoja de M. oleifera en acuacultura. Entre otros,
Adeshina y col. (2018) utilizaron la hoja en la suplementacion de Cyprinus carpio
encontrando que la sustitucion de hasta 30% de la harina de soya con hoja de
moringa mejora el rendimiento y la respuesta inmune en el periodo juvenil de la
carpa. Por su parte, Pérez-Viveros y col. (2019) obtuvieron buenos resultados con
eluso de 11.5 % de hoja de M. oleifera en la dieta de Oreochromis niloticus adulta.
Resultados similares fueron obtenidos por Abd El-Gawad y col. (2019), quienes
encontraron ademas un incremento en el conteo de glébulos blancos y ausencia
de cambios en el contenido de glébulos rojos y hemoglobina de tilapia del Nilo
alimentada con 5% de harina hoja de M. oleifera en la dieta.

d Aves

Se han realizado diversos ensayos con aves para determinar el efecto de
hoja (HHMO) y semilla de moringa (HSMO) en la dieta sobre pardmetros de
crecimiento. Se han encontrado resultados en algunos casos contradictorios
entre los diversos autores.

1) Gallinas ponedoras

Kakengi y col. (2007) sefalan la adicion de 10% y 20% de harina de hoja
de Moringa oleifera a la dieta de gallinas ponedoras, como sustituto de la
semilla de girasol. Los resultados sugieren que la HHMO puede reemplazar la
harina de semilla de girasol hasta un 20% sin efectos negativos en las gallinas

ponedoras. Sin embargo, recomiendan un 10% para 6éptimos resultados. Asi
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mismo, la adicion de 5% de HHMO aumenté significativamente el peso del
huevo. Por su parte, Olugbemiy col. (2010) observaron que la suplementacion
de HHMO a niveles de hasta el 10% en una dieta a base de yuca en gallinas
ponedoras no tenia efecto significativo negativo en el consumo de alimento, la
conversion alimenticia y el porcentaje de postura. El peso del huevo aumenté
significativamente como resultado de la administracion de suplementos de
HHMO a trozos de yuca, en comparacion con una dieta control (libre de HHMO
harina y trozos de yuca). Abou-Elezz y col. (2012), mencionan que la inclusiéon
de diferentes niveles de HHMO (0%, 5%, 10% y 15%) en las dietas de gallinas
ponedoras redujeron linealmente el porcentaje de puesta de huevos y su masa,
mientras que el peso del huevo y el consumo de alimento mostraron una
tendencia cuadratica con el aumento de los niveles de HHMO sin afectar
significativamente el indice de conversidén. En general, los autores anteriores
coinciden en que la inclusién de hasta un 10% de HHMO no produjo efectos
adversos en los parametros de productividad de gallinas ponedoras, pero era
probable que los niveles superiores de 20% redujeran la productividad.
2) Aves de engorda

Juniar y col. (2008) sefialan que la inclusion de hasta un 10% de HHMO no
produjo efectos significativos negativos sobre la alimentacion, el consumo, el
peso corporal, el indice de conversién, peso de la carcasa, factor de eficiencia
de la produccién e ingresos respecto al de los piensos comerciales en pollos de
engorda. Resultados similares fueron obtenidos por Gadzirayi y Mupangwa
(2013) con pollos indigenas en Africa y por {Gakuya, 2014 #413@ @author-
year} quienes analizaron el efecto sobre el huevo de gallinas ponedoras
alimentadas con diferentes dosis de HHMO. Oghenebrorhie y Oghenesuvwe
(2016) encontraron que la inclusién de hasta un 10% de HHMO en la dieta de
pollos de engorde no tuvo efecto negativo sobre la ganancia de peso,
conversion alimenticia (CA) y el peso vivo final. Castillo y col. (2018) observaron
gue la inclusion de la hoja de M. oleifera en la etapa inicial en codornices
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japonesas inhibio la ganancia de peso (GP) y aumenté la CA; sin embargo, en
el periodo de engorde no se vieron afectados estos parametros.

Por su parte, Abbas y Ahmed (2012) llevaron a cabo un experimento para
estudiar el efecto de la harina de semilla descascarillada de M. oleifera (HSMO)
en diferentes de porcentajes de inclusion en la dieta de los pollos de engorde
(0%, 0.37%, 0.75% y el 1.5%). En particular sobre el rendimiento y
caracteristicas de la canal. Los autores observaron que durante el periodo de
inicio (8-21 dias), el uso de 1.5% HSMO redujo significativamente (P<0.05) el
aumento de peso, el peso corporal y la eficiencia alimenticia. Durante la etapa
de finalizacién (22-35 dias), en cambio, y en el global (8-35 dias), los niveles
de suplementaciéon de 0.37%, 0.75% y 1.5% de HSMO no produjeron ningun
efecto sobre la ganancia de peso, el cuerpo vivo final, la eficiencia alimenticia,
rendimiento de la canal y los pesos del higado y corazén del animal. Por lo
tanto, el uso de HSMO en una proporcion de hasta 1% durante el periodo de
finalizacién supera el efecto negativo del periodo de inicio. Por lo tanto, es mejor

utilizar este nivel durante solo el periodo de finalizacion.
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IV OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas quimicas y de productividad agrondémica de

ecotipos de Moringa oleifera presentes en el estado de Sinaloa y desarrollar a partir

de hojas, tallos y semillas, productos y bioprocesos de biorrefineria de interés en las

industrias de bioenergéticos, produccion de enzimas y de la alimentacion animal.

1 Objetivo especifico A

Determinar las caracteristicas de productividad de biomasa y aceite, las

caracteristicas proximales de hoja, tallo y semilla, asi como las caracteristicas

de la lignocelulosa de seis ecotipos de Moringa oleifera introducidos en el

estado de Sinaloa.

1)

2)

3)

4)

Objetivos subespecificos

Cuantificar el crecimiento y la productividad de biomasa de las
diferentes partes aéreas de arboles de seis ecotipos regionales de M.

oleifera al momento de la cosecha.

Determinar proximalmente las cualidades de la biomasa

lignocelulésica y semillas de seis ecotipos regionales de M. oleifera.

Determinar el perfil de celulosa, hemicelulosa y lignina del tallo de

seis ecotipos regionales de M. oleifera.

Seleccionar dentro de los ecotipos estudiados, uno por su alta
capacidad de produccién de biomasa lignoceluldsica y otro por su

productividad de aceite.
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2 Objetivo especifico B

Seleccionar y caracterizar la capacidad de produccidon de enzimas
lignoceluloliticas y etanol de hongos autoctonos degradadores de madera,
para su uso en las etapas de pretratamiento bioldgico, hidrélisis y

fermentacion de lignocelulosa de Moringa.
Objetivos subespecificos

1) Recolectar e identificar morfolégicamente cepas de hongos
ascomicetos y basidiomicetos, presentes en el Estado de Sinaloa, con

potencial para la produccion de etanol y enzimas lignoceluloliticas.

2) Determinar cuantitativamente la capacidad de produccion de etanol y
de celulasa, xilanasa, manganeso peroxidasa y lacasa de hongos
nativos del estado de Sinaloa, mediante fermentacién en medio
sumergido en M. oleifera. Seleccionar al menos una especie con

capacidades sobresalientes fermentativa, hidrolitica y lignolitica.

3) Identificar molecularmente los hongos sobresalientes por su
capacidad lignolitica, hidrolitica y fermentativa.
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3 Objetivo especifico C

Optimizar la produccién de enzima lacasa del hongo Trametes polyzona en
medio sumergido conteniendo madera de Moringa oleifera y determinar su

capacidad ligninolitica.
Objetivos subespecificos

1) Optimizar por la metodologia de superficie de respuesta y de disefio
ortogonal de Taguchi las condiciones de cultivo fisicas, quimicas y
nutricionales para la produccion de lacasas de un hongo seleccionado

en medio sumergido con sustrato a base de madera de M. oleifera.

2) Probar la actividad lignolitica de los extractos enzimaticos del hongo

basidiomiceto seleccionado en madera de M. oleifera.
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4 Obijetivo especifico D

Probar el efecto de la inclusion en la dieta sobre el crecimiento de
codornices japonesas (Coturnix japonica japonica) de las harinas de
semilla desgrasada y de un residuo fermentado de Moringa oleifera.

Objetivos subespecificos

1) Producir y caracterizar proximalmente torta de prensado de semillas
de M. oleifera y un fermentado alcohdlico del consorcio Mucor
circinelloides-Saccharomyces cerevisiae en medio sumergido

utilizando hoja de M. oleifera como sustrato.

2) Formular dietas de iniciacibn y de finalizacion isocaléricas e
isoproteicas del residuo fermentado de biomasa y de la torta de
prensado de semillas de M. oleifera.

3) Probar el efecto de la inclusion en la dieta de las formulaciones de los
residuos de M. oleifera sobre los siguientes parametros de
crecimiento en codornices japonesas: a) peso Vivo, b) ganancia de
peso, c) tasa de conversion alimenticia y d) mortalidad.

4) Determinar los siguientes parametros de rendimiento de la carne de
codornices alimentadas con los residuos de fermentados y de semilla
de M. oleifera: a) peso de canal caliente, b) peso de canal fria, c)

rendimiento de canal caliente, d) rendimiento de canal fria.
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V  MATERIALES Y METODOS

A Crecimiento, rendimientos y analisis quimico de M. oleifera
1 Ubicacion del area experimental
Este experimento se realizo entre el 8 de marzo de 2015 y el 30 de junio de
2016. Se localiz6 en el Valle de Culiacan, en las coordenadas 24° 59' 06"y 107°
22' 44" y entre 95-99 m sobre el nivel del mar, a 2 km de la comunidad de
Tecolotes, en el interior de un huerto de naranja conocido como Los Azahares. La
precipitacion para el periodo fue de 408 mm, concentrada en los meses de julio a
septiembre, con un promedio de 56 dias lluviosos. La temperatura maxima anual
en el afio fue 41 °C en julio y el minimo 7 °C en enero. La precipitacién promedio
para el afio fue de 407.67 mm. La estacion seca es entre noviembre y mayo y la
estacion lluviosa de junio a octubre.
2 Material biolégico
Se utilizaron semillas de 6 lugares de origen, de los estados de Sinaloa,
Sonora y Guerrero y fueron nombrados de acuerdo con su lugar de origen
“Culiacan”, “Elota”, “Guerrero”, “Mojolo”, “Sinaloa” y “Sonora”.
3 Manejo agronémico
Se sembraron 120 semillas de cada ecotipo en bandejas de germinacion de
poliestireno conteniendo suelo para germinacion de una mezcla comercial de
turba de musgo, vermiculita, calcita, dolomita, macro y micronutrientes (Sogemix
VTM, Canada). Se aplic6é un riego diario y después de 6 semanas las plantulas
se plantaron en el campo experimental. Los arboles se dividieron en dos lotes,
cada uno compuesto de 6 hileras con 24 plantas, separadas en 4 bloques de 6
plantas cada uno, donde se colocé una planta de cada ecotipo al azar, de tal
manera que en cada hilera crecieron 4 plantas de cada ecotipo, como se muestra
en la Figura 13. La distancia entre hileras fue de 3 metros y la separacién entre
plantas de 2 metros. Se aplicé un riego mensual a través de un sistema de riego
por goteo.
4 Medicién de crecimiento de arboles
Cada 45 dias a partir de la fecha de siembra y hasta el dia 180, se midieron
la altura de cada arbol (m) y el diametro (cm) del tallo en su base.
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Figura 13. Distribucion de los arboles de los seis ecotipos utilizados en el

lote experimental.
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5 Cuantificaciéon de la biomasa

La cosecha de los frutos secos y del material lignocelulésico se realizé 480
dias después de la siembra. Para ello se seleccionaron al azar 12 arboles de cada
ecotipo. Los tallos y follaje se recogieron cortando el tronco a 30 cm del suelo.
Todos los materiales, excepto frutos, se trituraron mecanicamente y se secaron a
60 °C por 48 h. Se determinoé la biomasa fresca y seca obtenida de tallos, hojas,
frutos y semillas para cada &rbol y se guardaron muestras para los analisis
guimicos.

6 Anélisis proximal de material lignoceluldsico

Se realizaron analisis proximales del material colectado mediante la
metodologia descrita por la AOAC (2005). Las determinaciones consideradas
fueron humedad, cenizas totales, proteinas, lipidos, fibra cruda y extracto libre de
nitrégeno (carbohidratos).

a Humedad

Se aplicé el método 930.04 de la AOAC (2005). Se coloc6é una capsula
destapada y la tapa durante al menos 1 hora en la estufa a la temperatura de
secado del producto. Se trasladé la capsula tapada al desecador y se dejé enfriar
durante 30 a 45 min. Se peso la capsula con tapa con una aproximacion de 0.1
mg. Registrar mi1. Se pesaron 5 g de muestra previamente homogeneizada.
Registrar mz. Se coloco la muestra con capsula destapada y la tapa en la estufa
a 105 °C por 5 h. Se tapé la capsula con la muestra, se sacé de la estufa, se enfrid
en desecador de 30 a 45 min. Se repiti6 el procedimiento de secado por una hora
adicional, hasta que las variaciones entre dos pesadas sucesivas no excedean de
5 mg (ms). El porcentaje de humedad se calculé con la siguiente formula:

% humedad = M x 100 (Ec. 1)

my—my)

Donde, m; masa de la capsula vacia y de su tapa, en gramos; m,: masa de
la capsula tapada con la muestra antes del secado, en gramos; ms: masa de la
capsula con tapa mas la muestra desecada, en gramos. Promediar los valores

obtenidos y expresar el resultado con dos decimales.
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b Cenizas totales

Se siguio el método 930.05 de la AOAC (2005). Para ello, se pesaron en una
capsula previamente calcinada y tarada (mo) 2 g de muestra homogeneizada (mz).
Se precalciné la muestra en placa calefactora, evitando que se inflame, luego se
colocé en la mufla e incineré 8 h a 550 °C, hasta cenizas blancas o grisaceas. Se
preenfrié en la mufla apagada y si no se logran cenizas blancas o grisaceas, se
humedecieron con agua destilada, se secaron en bafio de agua y se sometieron
nuevamente a incineracion. Se dejan enfriar en desecador y pesan (m2). El

contenido de cenizas se calcula como sigue:
(my—my)
(my-my)

% cenizas = x 100 (Ec. 2)

Donde, m, = masa en gramos de la capsula con las cenizas; m; = masa en
gramos de la capsula con la muestra; my = masa en gramos de la capsula vacia.
c Lipidos

Se determiné el contenido de aceite por el método de 920.39 de la AOAC
(2005). En muestras previamente secadas a 103 °C, se pulverizaron en un molino
eléctrico (Hoffman Manufacturing, Stein M-2 Sample Mill, USA) por 5 minutos y
se pasa por tamiz #40. Se pesaron por duplicado 2 a 5 gramos de muestra
preparada en un dedal de extraccion o papel filtro previamente pesado y tapado
con algodén desgrasado. Se coloca el dedal en un sistema de extraccion Soxhlet
(Kimax, México) y se adicionan aproximadamente 100 mL de éter de petrdleo al
matraz. Se colocé el aparato Soxhlet sobre una placa calefactora (Craft modelo
ES-600, México), donde se extrajo la muestra por 6 a 8 h a una velocidad de
condensacion de 3-6 gotas/s. Una vez terminada la extraccion se elimind el
solvente por evaporaciéon en bafio Maria bajo campana hasta que no se detecte
olor a éter. Se sec6 el matraz con la grasa en estufa a 103+ 2 °C por 10 min, se
enfrié en desecador y se peso. El porcentaje de lipidos se calcula de acuerdo a
la siguiente ecuacion:

(my—my)

% lipidos = ——=x 100 (Ec. 3)

(m-my)

Donde, m, = peso del dedal o papel filtro; m = peso del dedal méas la muestra;
m, = peso de matraz mas extracto; m, = peso de matraz.
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d Proteinas

Se utilizd6 el método 960.52, micro-Kjeldahl, de la AOAC (2005) para la
determinacién de nitrégeno en un equipo digestor Craft MKG-600 (México). Se
digirieron 0.2 g de muestra, con 2 mL de acido sulfarico y 0.3 g de catalizador de
sulfato de potasio con sulfato de cobre a una temperatura de 200 °C. Se destild
la muestra previamente diluida con 25 mL de agua en un microdestilador Craft
modelo MKD-100, se emplearon disoluciones de NaOH al 40% y é&cido borico al
4% como indicador para recibir el destilado. La titulacion se llevé a cabo con una
disolucion valorada de HCI 0.1 N utilizando un indicador de rojo de metilo.
Posteriormente, la proteina cruda se calculé por multiplicacién del contenido de

nitrégeno total por el factor 6.25.
(Normalidad *mL de HCl gastado %0.014x6.25)
(Peso de muestra)

% proteinas = x 100 (Ec. 4)

e Fibracruda

Se utilizé el método 962.09 (AOAC, 2005). Se pesaron alrededor de 2 g de
muestra previamente extraida de grasa y se trasfirieron a un vaso de Berzelius de
600 mL. Se agregaron 1.5 a 2.0 g de fibra ceramica preparada y 200 mL de H2SOa4
0.255 N, hirviente, gotas de antiespumante y perlas de vidrio. Se conecto el
aparato de calentamiento marca Craft, modelo FC-600 (México) y se hirvid
exactamente durante 30 minutos, rotando el vaso peridodicamente. Se desmontd
el equipo y se filtr6 a través de un embudo Blchner. Se lavé con 50 a 75 mL de
agua hirviente, repitiendo el lavado con 3 porciones de 50 mL de agua o hasta
gue cese la reaccion acida. Se retorné el residuo al aparato de calentamiento a
reflujo y se hirvid durante 30 minutos, rotando el matraz periédicamente. Se lavo
con 25 mL de H2S0O4 0.255 N hirviente, con 3 porciones de 50 mL de agua
hirviente y con 25 mL de etanol al 95%. Se removié el residuo y transfirio al crisol.
Se secO en estufa a 130 + 2 °C por 2 h y se enfrio en desecador y peso. Se
inciner6 30 minutos a 600 £ 15 °C, se enfrid en desecador y pesar. Se procesoé

un blanco en las mismas condiciones que la muestra.

(Pérdida de peso en inciniracién—pérdida de peso de blanco)

% Fibra cruda = x100  (Ec.5)

(Peso de muestra)
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f Extracto libre de nitrégeno
Se obtiene de restar los valores de ceniza, proteina, lipidos y fibra cruda del
100%:
% ELN = 100 — (ceniza + proteina + lipidos + fibra cruda) (Ec. 6)
7 Perfil de acidos grasos del aceite
a Extraccion del aceite
Para la obtencion del aceite que fue utilizado en la determinacion del perfil
lipidico y esteroles se realizd una extraccion hexanica asistida por ultrasonido.
Esta consistié en lo siguiente: se mezclaron 30 g de semilla destestada, molida y
tamizada (malla 1 mm) y hexano en una relaciéon 1:6. Después se sometio a
ultrasonicacién en un procesador Hielscher modelo UP200S a una amplitud de
65% por una hora utilizando un vastago de sonicacién. Se filtr6 al vacio en un
matraz Kitasato, un embudo de filtracion de 9 cm y papel filtro Whatman nimero
40. Se evaporo el hexano en un rotaevaporador Yamato RE-300 en un bafio Maria
a una temperatura de 40 °C y presion de vacio a -60 mmHg a una velocidad de
rotacion de 60 rpm hasta que cese la evaporacion de hexano. Posteriormente el
hexano residual se eliminé por evaporacion en una estufa de secado a 60 °C
durante 12 h. Se almacend el aceite en tubos para centrifuga de 50 mL (Soto-
Ledny col., 2014).
b Cuantificacion cromatografica
Para la caracterizacion del perfil lipidico, se llevé a cabo una sono-
transesterificacion del aceite extraido. Para esta reaccion se utilizé una relacion
molar metanol/aceite (60:1) y 0.85% en peso de KOH como catalizador, en un
procesador ultrasénico modelo UP200S Hielscher Ultrasonics por un tiempo de
60 segundos. Se separé el glicerol por evaporacion rotatoria al vacio y finalmente,
la fase oleosa se filtré usando filtros Whatman de 0.22 um. El analisis cualitativo
de la composicion de los acidos grasos en los aceites de moringa se realizo en
un equipo de cromatografia de gases Agilent 6890N acoplado a un espectrometro
de masas Agilent 5973, utilizando columna Omega Wax 250, helio como gas
acarreador e inyector automatico serie 7683. Las condiciones de operacion
fueron; volumen de inyeccion, 1 pL; flujo, 1 mL min-t; temperatura de columna, 50

123



°C a 270 °C (10 min) con rampa de calentamiento de 5 °C min (Soto-Ledn y
col., 2014).
8 Perfil lignocelulésico de tallos
a Extraibles
Para cuantificar extraibles que interfieren en las determinaciones de lignina 'y
celulosa, se siguié la metodologia de la norma TAPPI T 204 cm-97 (TAPPI, 1997).
A la muestra molida se mezcl6 con 10 volimenes de agua destilada a 95 °C con
agitacion durante 3 h. Se filtr6 la madera y sec6 a 105 °C en estufa (Fisher
Scientific, 625G, USA). Enseguida se lavé con una mezcla de solventes etanol-
benceno (agua) 1:2 v/v por 4 h. Se filtr6 al vacio y se lavd con etanol absoluto y
después se realizaron tres lavados con agua (un lavado cada hora). Se dejo
nuevamente en la estufa a 60 °C.
b Holocelulosa
La cuantificacion de la holocelulosa se realiza siguiendo el método ASTM D-
1104 (ASTM, 2010), el cual consiste en pesar 2 g de muestra libre de extraibles
y colocarlo en un frasco de 250 mL. Se tratan con 150 mL de agua, 0.2 mL de
acido acético y 1 g de clorito soédico en un bafio de agua a 70-80 °C. Cada hora,
y durante 5 h, se afiaden 0.22 mL de &cido acético muy frio y 1 g de clorito sodico.
Transcurridas las 5 horas, se coloca el frasco en un bafio de hielo hasta que la
temperatura alcance 10 °C. Finalmente se filtra el contenido del frasco, se lava
con 500 mL de agua fria y se observa que el residuo, que estaba amarillo, haya
virado a color blanco. Se secan los crisoles a 105 + 3 °C hasta peso constante. El
procedimiento se realiza por triplicado.
c Celulosa
El contenido de celulosa se determin6 mediante el método de Kushner y
Hoffer, reportado por Crespo y col. (2013). Se tomé 1 g de muestra anhidrida libre
de extraibles y se le agregaron 5 mL de HNO3s concentrado y 20 mL de etanol
absoluto. Se agito en bafio Maria durante 30 minutos. Se decanté el liquido y se
realiz6é una segunda hidrdlisis con la misma proporcién de HNOs:etanol. Después
de la segunda digestion se lavo con 100 mL de agua destilada, seguida de otro
con 100 mL de solucion saturada de acetato de sodio (25g en 100 mL). Se filtro
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en embudo Buchner de porosidad fina; al sélido se le agregan 500 mL de agua
caliente. El residuo se sec6 a 105 °C por 24 horas en un crisol previamente
secado bajo las mismas condiciones y tarado en balanza digital. El residuo seco
se pesa en balanza digital. El porcentaje de celulosa se calculé en base a la
siguiente ecuacion.

(Peso de crisol+celulosa)—(Peso de crisol)

% Celulosa = x 100 (Ec. 7)

Peso de muestra
d Lignina

La cuantificacion de la lignina se realizé segun el procedimiento NREL/TP-
510-42618 (Sluiter y col., 2008). Este procedimiento consiste en una hidrélisis
acida en dos etapas para fraccionar la biomasa en productos mas facilmente
cuantificables. La lignina se transforma de esta manera en materia &cida insoluble
y soluble. Para la determinacién de la lignina se pesan 300.0 + 10.0 mg de
muestra en un tubo con tapdn roscado. Cada muestra se analizé por duplicado.
Se afiaden 3.00 + 0.01 mL de acido sulfurico del 72% a cada tubo de presion. Se
dejan los tubos de presion en un bafio de agua a 30 + 3 °C e incubd la muestra
durante 60 minutos. Una vez completada la hidrélisis, se sacaron los tubos de
presiéon del bafio y se diluye el acido a una concentracion del 4% afiadiendo 84
mL de agua destilada. Se introducen los tubos de presion en una autoclave, se
mantienen durante 1 h a 121 °C. Una vez completado el ciclo se dejan enfriar
lentamente las muestras hidrolizadas antes de retirar los tapones.

La determinacién de la lignina &cida soluble se realiza filtrando a vacio las
disoluciones de hidrdlisis y se recoge el filtrado, siendo necesarias 6 horas de
hidrélisis. Una vez transcurridas las 6 horas de hidrdlisis de las alicuotas, se mide
la absorbancia de cada una de ellas en el espectrofotometro UV-VIS (PG
Instruments T80 UV/VIS Espectrometer). La lignina acida insoluble se determina
lavando los sélidos con agua destilada, se seca el residuo &cido insoluble a 105
+ 3 °C hasta alcanzar peso constante.

Para calcular la lignina acida soluble se aplica la siguiente ecuacion:

(UVabs x Vfil x FD)
(exWxL)

% Lignina Acida Soluble = x 100 (Ec. 8)
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Donde:

UVabs = promedio de absorbancia UV-Vis de la muestra a 240 nm.
Vfil = volumen del licor de filtrado, 26.019 mL,

€ = Absorcividad de la biomasa a la longitud de onda especifica, 25,
W = peso de la muestra en miligramos,

L = ancho de la celda UV-Vis en cm,

Y FD, factor de dilucién, est4 dada por la ecuacion siguiente:

FD = (Volumen de muestra+ Volumen de diluyente)
a (Volumen de muestra)

9 Disefio y andlisis experimental

(Ec. 9)

El disefio experimental consisti6 en un disefio totalmente al azar con 12
repeticiones por tratamiento (ecotipo) donde las variables de respuesta
correspondieron a cada una de las caracteristicas de crecimiento y produccién de
biomasa descritas en los incisos anteriores. El andlisis experimental se realiz
utilizandose el paquete estadistico Minitab 17, aplicandose un analisis de varianza
y una comparacién de rangos mdultiples de Tukey con un intervalo de confianza
de 95%. La Figura 14 muestra la estrategia experimental de esta seccion.
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Recoleccién de semillas de
ecotipos de M. oleifera
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Figura 14. Estrategia experimental para comparacion de crecimiento y

productividad de ecotipos de M. oleifera
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B PRODUCCION ENZIMATICA Y ETANOL DE HONGOS NATIVOS EN
MORINGA

1 Recolecciony preparacion del material lignocelulésico

Se recolectaron tallos y ramas de mas de 3 centimetros de grosor del ecotipo de
moringa “Culiacan” del predio de cultivo ubicado en el Rancho Tepuche, Culiacan, Sin., en
las coordenadas 24°56'0.78"N y 107°21'42.75"O.

El material fue transportado en cajas de plastico perforadas al laboratorio de
Biocombustibles de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Sinaloa para su inmediato procesamiento.

El material lignoceluldsico de moringa fue separado manualmente en hojas y ramas.
Los tallos de moringa se trituraron primeramente en una picadora de forraje (Bomeri
modelo PD6RMM, México). Posteriormente, hojas y tallos se secaron por separado en
gavetas con aire forzado a 60 °C en un horno de gabinete durante 3 dias. Una vez secos,
se molieron en un molino de laboratorio (Hoffman Manufacturing, Stein M-2 Sample Mill,
USA) durante 10 minutos.

2 Recoleccion de hongos

Se recolectaron muestras de carpoforos de hongos lignoliticos de diferentes arboles
en proceso de descomposicion. Los muestreos se efectuaron en los sitios mostrados en la
Figura 15, pertenecientes a los municipios de Culiacan y Elota. Los hongos se recogieron
manualmente junto con el material lefioso al que estaban adheridos y se depositaron en
bolsas de papel, trasladandose inmediatamente al Laboratorio de Bioenergéticos de la
Facultad de Ciencias Quimico Biologicas de la Universidad Autonoma de Sinaloa, en
Culiacan, Sinaloa, permaneciendo a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

3 Aislamiento y purificacion de hongos

Una vez recolectados los hongos y cuando el tamafio del cuerpo fructifero fue mayor
de 5 cm, se realizé una desinfeccién de las muestras sumergiéndose 1 minuto en etanol al
70% seguido de agua estéril e hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5% y agua estéril (Chaparro
y col., 2009). Cuando el tamafio del hongo fue menor de 5 cm se realiz6 la toma de muestra
directamente del basidiocarpo, haciendo un corte inicial en una regién no muy préxima al
lugar de donde se extraeria la muestra, a fin de evitar la contaminacion del interior del
hongo y rompiendo con un esfuerzo de las manos para exponer el tejido estéril, de donde,
con unas pinzas de diseccion estériles se extrajo un fragmento de unos 2 a 3 mmy se
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coloco en una caja Petri con medio de cultivo de Agar Papa Dextrosa (Robl y col., 2013).
Las cajas se incubaron a 28 °C por 5 dias y de la parte en crecimiento de micelio se tomé
una pequeia fraccion con asa de platino y resembro en otra caja Petri. Se incubo de nuevo
por 5 a 7 dias a 28 °C y se seleccionaron aquellas cajas en donde se observaron
condiciones homogéneas del micelio y no presentaron contaminaciones de otros hongos o
bacterias. Se conservaron las placas en refrigeracion a 4 °C. Se realizaron resiembras
periddicas en PDA cada 30 dias para mantener activa la cepa.
4 Identificacion morfolégica de hongos basidiomicetos

La identificacion morfologica de los ejemplares basidiomicetos se realizé observando
las caracteristicas de los cuerpos fructiferos de los hongos recolectados y se contrastaron
contra las claves dicotomicas de Dai (1999), Gilbertson y Ryvarden (1986), Jilich y Stalpers
(1980), Gilbertson y Ryvarden (1987), Larsen y Cobb-Poulle (1990), Parmasto (2001),
Ryvarden y Iturriaga (2003). Se considero el sistema de clasificacion de Kirk y col. (2008),
excepto en los taxones de la familia Hymenochaetaceae donde se siguio la propuesta de
Wagner y Fischer (2002). Los ejemplares se encuentran depositados en la coleccion del
Laboratorio de Biocombustibles de la Facultad de Ciencias Quimico Biologicas de la
Universidad Autonoma de Sinaloa.

5 lIdentificacion molecular
a Ascomicetos C6a, C7ay C1502

De los ascomicetos, se identificaron molecularmente las cepas C6a, C7ay C1502. Se
extrajo el ADN a partir de micelio cultivado en caldo YPD (extracto de levadura 10 g/L,
peptona 20 g/L y glucosa 20g/L) a 28 °C, 150 rpm por 7 dias. EI micelio se recuperd por
centrifugacion a 3030 x g por 5 min (centrifuga Eppendorf, 5702 r, US). En tubo Eppendorf
de 1.5 mL se afiadieron 50 mg de micelio y 500 uL de solucion DNAzol ® (Invitrogen, US).
Se macerd en mortero y se dejo reposar 10 min. Enseguida, se centrifugd (Spectrafuge
16M, US) 10 min a 11430 x g. A 500 pL del sobrenadante se le agregan 1 mL de etanol
absoluto y se reposa por 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a 13715 x g por 5
min. El sobrenadante obtenido se descartd. Se lavo dos veces la pastilla con 1 mL de etanol
al 75%, se dejo reposar 5 min y se centrifug6 a 13,715 x g. Se descarto el sobrenadante y
se dejé secar a temperatura ambiente. Se resuspendié con 250 uL de agua ultrapura (mili-

Q).
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Figura 15. Ubicaciones de los muestreos de hongos y biomasa de moringa
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La calidad del ADN se visualiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v) con amortiguador TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM) a 100
V, 400 mA, por 25 min. El gel se tifi6 con bromuro de etidio (0.01 pg/mL) y los
productos se digitalizaron en con un fotodocumentador Chemidoc® XRS (BIO-
RAD, CA, USA). El coctel de reaccion consistié en 0.5 pL de polimerasa 5 U/L
(GoTaqg DNA polimerasa, US), 10 uL de buffer 5X (GoTaq Flexi buffer, US), 2.5
ML de solucion de MgSO4 25 mM, 33 pL de agua libre de nucleasas y 1 pL de los
oligos ITS1 (5«-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3«) e ITS4 (5«-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3«) reportados por Guzeldag y Colak (2007) para
amplificar el fragmento que abarca las regiones ITS1, 5.8 S e ITS2 con un
termociclador Multigene (LabNet, USA), programado con un periodo inicial de
desnaturalizacién a 95 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min
a55°Cy1mina 72 °C, con un periodo final de extensiéon a 72 °C por 5 min. El
producto amplificado se separ6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% y
bromuro de etidio, a 100 V 400 mA por 25 min. El amplicon se cort6 del gel, se
purifico utilizando el kit QIAquick (Qiagen, Cat. No. 28106) y se evalud utilizando
Nanodrop 2000. Los productos de PCR fueron secuenciados en ambas
direcciones en un secuenciador ABI 3730XL (Applied Biosystems, USA). Las
secuencias fueron editadas en un CHrOMAS Pro 1.6 PCR (Technelysium Pty Ltd.,
Australia) y comparadas con secuencias en el NCBI usando el software BLAST-
Ny el algoritmo Megablast.

b Basidiomiceto Coc-1

La cepa de basidiomiceto Coc-1 se identific6 molecularmente siguiendo la
siguiente variacion de la metodologia explicada en el inciso anterior. Se maceraron
con un pistilo 50 a 100 mg de micelio del hongo Coc-1 en 500 puL de DNAzol. Se
dejaron reposar 30 min en congelacion y se macer6 cada 10 minutos. Se centrifugo
el homogenizado por 10 min a 10,000 rpm. Se transfirio el sobrenadante a un tubo
nuevo y se precipité con 500 pL de etanol absoluto frio y mezclar por inversion. Se
incubd 10 minutos a -20 °C. Se centrifugd 5 minutos a 12,000 rpm y se descarto el
sobrenadante. Se lavo la pastilla con 400 pL de etanol al 75% frio y se mezclé por
inversion 3 a 4 veces. Se dejo reposar 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugo
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a 10,000 rpm por 2 min. Se repitié el lavado de la pastilla. EI ADN se seco a
temperatura ambiente y se resuspendié en 30 mL de agua ultrapura. La region ITS
rDNA se amplific6é utilizando los cebadores universales ITS1 (5 -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
reportados por Cordero-Ramirez y col. (2012) y White y col. (1990). Se prepararon
100 pL de un coctel de reactivos para PCR que contenian 66 pL de agua ultrapura,
20 pL Buffer 5X, 5 pL de MgCl2 1.5 mM, 2 mM de cada dNTP, 2 M de iniciadores
directos e inversos y 1 U de ADN polimerasa Taq (Invitro-gen). El termociclador se
programo para la desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 4 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C, alineamiento a 54 °C, extension a 72 °C, cada
uno durante 1 minuto y una extension final a 72 °C durante 5 minutos. Los productos
de PCR de aproximadamente 500 pb de longitud se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa (1% (p/v) en buffer 0.5x de Tris acetato EDTA (Choi
y col.), se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio, se purificaron usando
el kit de purificacion por PCR QIAquick (Qiagen, cat. No. 28106) y se cuantificaron
utilizando un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.).
Los productos de PCR se mandaron secuenciar al de la forma descrita en el parrafo
anterior.
¢ Anélisis de secuencias de ADN

El andlisis de las secuencias obtenidas se realizé en el programa informético
Editseq, para obtener la secuencia consenso a partir de la secuencia directa e
inversa. Posteriormente, la secuencia consenso se comparé mediante la
herramienta en linea BLAST (Basic Local Aligment Search Tool,
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para verificar la edicién de la secuencia y
la identidad del microorganismo. Por ultimo, la secuencias consenso se
depositaron en el banco de genes del NCBI mediante la plataforma bank it, para
obtener los numeros de acceso.

6 Evaluacion cualitativa de produccion de enzimas
a Celulasas

Se evaluo cualitativamente la produccion de celulasas en cajas de Petri

conteniendo medio CBM (Pointing, 1999), 2% de papel filtro pulverizado y 1.5%
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de agar bacteriolégico. Para ello se inocularon las cepas de hongos aisladas y se
incubaron a 28 °C por 7 dias, observandose el crecimiento micelial y la formacion
de un halo de degradacion de la celulosa de papel.
b Xilanasas
Se prepararon placas de Petri conteniendo buffer de acetatos 25 mM ajustado
a pH 4, con agar microbiolégico (15 g L), se esterilizé y se dejé enfriar hasta
alcanzar los 60 °C, agregandose 0.1% de AZCL-arabinoxilano (Megazyme, 2017).
Se agitd y se vertié en placas Petri. Cada placa se inoculé con micelio de cada
cepa y se incubo a 28 °C durante 7 dias. Al hidrolizarse el sustrato se libera el
colorante AZCL que produjo coloracién azul que revela la presencia de xilanasas
(Phalip y col., 2009).
c Manganeso peroxidasas
Se agreg6 0.2% de rojo fenol en medio PDA recién esterilizado a 60 °C, se
agitd y se vertio en placas Petri. Se inoculé cada placa con su respectiva cepa y
se incubd a 28 °C. La presencia de la enzima se manifesté por un cambio de
coloracion de amarillo a rojo-naranja.
d Lacasas
Se utiliz6 medio de cultivo basal con KH2PO4 1 g L; (NH4)2S04 0.5 g L;
MgSOa4 g LY CaCl2-:2H20 0.01 g Lt; extracto de levadura 0.01 g L%; CuSO4-5H20
0.001 g L%; Fe2(S04)3 0.001 g LY, MnSO4-H20 0.001 g L; y se adicion6 ABTS al
0.1% p/v y agar microbiolégico al 1.5%, se esterilizé a 121 °Cy 1.1 kg/cm? por 15
minutos, se vertié en placas Petri. Se inocul6 cada placa con su respectiva cepa
y se incubd a 28 °C. Al oxidarse el sustrato se revelé un color verde azulado que
indica la presencia de lacasas (Pointing, 1999).
7 Determinacion de produccion de etanol
a Sacarosa
Para las 19 cepas aisladas en la primera recoleccion se realizo por triplicado
una fermentacion en matraces Erlenmeyer de 250 mL, conteniendo 150 mL del
siguiente medio esterilizado (121 °C, 1.1 kg/cm?, 15 min): sacarosa 30 g L*;
extracto de levadura 10 g LY; KH2PO410 g L1; (NH4)2S04 2 g LY y MgSO4-7H20
0.5gL*se ajusté el pH a 5.0 con H2SO4 2N (Okamoto y col., 2014). Se inocularon
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asépticamente con 3 cm? de micelio de la cepa en cultivo de PDA de 7 dias. Se
incubaron a 28 °C y sin agitacion durante 96 h, extrayendo una alicuota del cultivo
de 5 mL cada 12 h (Elisashvili y col., 2008), a la cual se le determiné la
concentracion de etanol por cromatografia de gases utilizando un cromatografo
Agilent 6890N acoplado a un detector de masas Agilent 5973 N (Agilent
Technologies, USA), con una columna Supelcowax-10 (30mx0.25mm, df=0.5
pm). El gas acarreador fue helio a 10 psi. La muestra proveniente de la
fermentacion se centrifugd 30 min a 4400 rpm y el sobrenadante se filtré a través
de un filtro de membrana de 0.2 um. Se inyect6 directamente al cromatégrafo 1
pl de sobrenadante. La columna inicié a 40 °C por 5 minutos, seguida por una
rampa de 15 °C / min hasta alcanzar 150 °C. Para la cuantificacion se realizaron
curvas de calibracion preparadas con estandares acuosos de etanol 0.1. 0.5, 1,
1.5, 2, 3,4,5g/L (Anasontzis y col., 2011) empleando un patrén de etanol absoluto
(Sigma-Aldrich, USA).
b Glucosay xilosa

Para las cepas seleccionadas por su mayor capacidad etanologénica en
sacarosa, se determind su capacidad de fermentar glucosa y xilosa en
condiciones anaerobias, repitiendo el procedimiento descrito anteriormente, pero
sustituyendo la sacarosa con 20 g/L de glucosa o xilosa.

¢ Produccion de etanol en SMF con M. oleifera
1) Fermentacién sin S. cerevisiae

Las 5 cepas seleccionadas se cultivaron por triplicado en matraces de 250 mL
con 100 mL del caldo de cultivo descrito antes y sustituyendo la sacarosa por 20
g/L de tallo de M. oleifera molida, inoculando con 3 cm? de un cultivo de 7 dias en
PDA del hongo seleccionado. Enseguida se almacenaron todos bajo las mismas
condiciones de temperatura 28 °C y sin agitacion (Xiao y col., 2004) por 132 h. La
toma de muestras se realiz6 cada 12 horas y se determind la concentracion de
etanol por el método descrito antes.

2) Fermentacién con S. cerevisiae

En este experimento se probo la produccion de etanol en cultivo sumergido

con M. oleifera de las cepas de hongos seleccionadas en consorcio con S.
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cerevisisae. Se repiti6 el procedimiento anterior, pero agregando 1 mL de una
suspension 1 x 107 de células de S. cerevisiae ATCC 200062, previamente
cultivadas en medio YPD gelificado. Se incub6 a 28 °C por 132 h sin agitacion,
toméandose alicuotas de 5 mL cada 12 horas, a las cuales se les determind la
concentracion de células de S. cerevisiae, empleando camara de Neubauer. La
concentracion de azUcares reductores por el método DNS, la actividad de
endoglucanasas (CMCasa) y la concentracion de etanol se midieron utilizando los
métodos descritos anteriormente.
3) Anélisis estadistico
Todos los experimentos se realizaron por duplicado con tres réplicas por
tratamiento. El disefio experimental fue unifactorial, siendo la cepa de hongo el
factor. Los datos se analizaron por medio de una ANDEVA y las medias se
analizaron por la prueba de rangos mdultiples de Tukey con un intervalo de
confianza de 95%, utilizando el software Minitab version 17 para analizar los
datos.
8 Cuantificacién de actividad lignoceluloliticade hongos nativos
en medio sumergido con madera de M. oleifera
a Preparacion del in6culo
Para realizar este experimento, se utilizaron 12 cepas de hongos
basidiomicetes y dos ascomicetes (Cuadro 13). De ellas, 5 pertenecen a la
primera etapa de recoleccién, 7 a la segunda etapa y dos fueron adquiridos de
proveedores externos. Estas Ultimas fueron la cepa comercial J-5 de Pleurotus
ostreatus (etiquetada como Pos J-5) obtenida de un productor del Estado de
México (Grupo Hongo Zeta Endotzi, S.P.R. de R.L.) y la cepa G-1 de Ganoderma
lucidum (etiguetada como Glu G-1) proveniente de Sierra de Lobos, Guanajuato
y adquirida de la empresa Micelios MX (Guanajuato, México). Ambas especies de
hongos son conocidas por su alta capacidad de produccion de lacasas. A partir
de los cultivos purificados se prepararon indculos en medio sumergido. Para ello
se utilizaron 5 cm? de micelio y agar de las placas con cultivo y se colocaron en
matraces de 250 conteniendo 100 mL de medio sugerido por Okamoto y col.
(2014) con ligeras modificaciones.
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Cuadro 13. Especies de hongos utilizadas para la cuantificacién de la
actividad lignocelulolitica en madera de moringa

Identificador Género, especie Recoleccioén, Procedencia

C1503 Trametes sp. 12 recoleccion, Elota, Sin.

C1505 Pycnoporus sanguineus 12 recoleccién, Tecolotes, Sin.

C1507 Trametes sp. 12 recoleccion, Elota, Sin.

Coc-1 Trametes polyzona 22 recoleccion, Elota, Sin.

C7b Curvularia sp. 12 recoleccioén, Tecolotes, Culiacan, Sin.
Gap Ganoderma oregonense 22 recoleccion, Elota, Sin.

Glu Ganoderma lucidum G-1  Adquirida, Sierra de Lobos, Gto.

Gst Lenzites betulina 22 recoleccion, Tecorito, Culiacén, Sin.

Hhy-1 Hexagonia hydnoides 22 recoleccion, Elota, Sin.

Hhy-2 Hexagonia hydnoides 22 recoleccion, Tecorito, Culiacén, Sin.

Muc (C1502) Mucor circinelloides 12 recoleccion, Elota, Sinaloa

Phe Fuscoporia mesophila 22 recoleccion, Tecorito, Culiacén, Sin.

Pos Pleurotus ostreatus J-5 Adquirida, Edo. De México

Ppu Pleurotus opuntiae 22 recoleccién, Tepuche, Culiacan, Sin.
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El medio consistié en glucosa 20 g L, extracto de levadura 10 g L%, KH2POa4
10 g L% (NH4)2S04 5 g L1, MgS04 0.001 g/L CuS04-5H20 0.002 g L'y MnSO4
0.001 g L1. El medio se ajusté a pH 5.5 con NaOH 5 N previo a la esterilizacion,
la cual se realizd a 121 °C por 15 minutos en autoclave (YAMATO, SK110c JP).
Los matraces se colocaron en un agitador rotatorio a 140 rpm a 28 °C durante 7
dias.

a Fermentacién en medio sumergido

Para cada cepa seleccionada a través del cribado cualitativo se determiné la
actividad enzimatica de celulasas (CMCasas), xilanasas, manganeso peroxidasa
y lacasas, utilizando el medio compuesto del parrafo anterior modificado, donde
se sustituyd la glucosa con harina pulverizada de tallos de moringa.

Para ello se emplearon por triplicado frascos de vidrio de 60 mL, conteniendo
20 mL de medio de cultivo compuesto descrito anteriormente y donde se sustituyo
la glucosa por 20 g L de tallo pulverizado de moringa como fuente de carbono.

Los frascos tapados con un tapon de silicdn provisto interiormente de una
torunda de algodon (que hace las veces de filtro microbiol6gico) y un casquete de
aluminio se esterilizaron a 121 °C por 15 minutos. Una vez a temperatura
ambiente, los frascos se inocularon con 200 pL (1%) del cultivo descrito
previamente y se colocaron en incubacion a 28 °C con agitacion a 140 rpm. Se
hicieron muestreos a los 3, 5y 7 dias, extrayendo en condiciones asépticas 1 mL
del sobrenadante y colocandolo en un tubo de Eppendorf de 2 mL, conservandose
en refrigeracion a 4 °C hasta su analisis, el cual se realizé a mas tardar en los tres
dias siguientes. Las alicuotas obtenidas se separaron por centrifugacién (4.400

rpm; 15 min, 20 °C) en una centrifuga Eppendorf 5702.
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¢ Medicion de la actividad enzimatica y azicares reductores
1) Actividad endo B-1,4 glucanasa (CMCasa)

La actividad endo B-1,4 glucanasa se determin6 siguiendo el procedimiento de
Stutzenberger (1972) con algunas modificaciones. En un pocillo de microplaca de 96
cavidades se vertieron 35 L de carboximetilcelulosa al 2% y se agregaron 35 pL de
sobrenadante de enzima. Se colocan a calentaron las placas en una incubadora a 50
°C por 120 minutos. Se midio la liberacion de azucares reductores por el método del
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) con algunas modificaciones (Miller, 1959) como se
describe en el apartado 3.c.4.

2) Actividad de xilanasa

La actividad xilanasa se determind colocando en un pocillo 35 pL de xilano de
abedul (Sigma) al 2% en tampon citrato 0.05 M, pH 5 (Bailey y col., 1991) y 35 uL de
sobrenadante de enzima. Se incubd durante 120 minutos a 50 °C y tras terminar la
reaccion, la concentracidn de azucares reductores se midié por el método DNS.

3) Azlcares reductores

A cada pocillo donde se realiz6 la reaccion se agregaron 70 pL de solucion de
DNS. Se calent6 la microplaca a 100 °C en bafio Maria por 5 minutos. Se enfrio
rapidamente en hielo. Se transfieren a otro pocillo de otra microplaca 36 pL del
producto de la reaccién y se agregaron 160 pL de agua destilada. Se midio la
absorbancia a 540 nm en espectrofotometro de microplacas Thermoscientific
Multiskan GO (Miller, 1959).

4) Calculos de actividades celulasay xilanasa
Las actividades enzimaticas de endo -1,4 glucanasa, exo B-1,4 glucanasa y

xilanasas fueron calculadas de acuerdo con la férmula siguiente:

(Vr x AR x FD)

Actividad enzimética = )

(Ec. 10)

Vr = volumen de reaccioén, 0.070 mL;
AR = Azucares reductores, obtenidos de la lectura de absorbancia y convertidos
a equivalentes de glucosa o xilosa segun el caso;

t = tiempo de reaccion, 60 min;
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Y FD = factor de dilucion de la enzima, obtenido de la Ec. 9.

Las actividades enzimaticas se expresaron en unidades internacionales (Ul)
mL-1, considerando una unidad como la cantidad de enzima que libera 1 ymol de
glucosa por min.

5) Actividad de MnP

La actividad de la manganeso peroxidasa se midi6é por oxidacién de rojo fenol
(Glenn y Gold, 1985). La reaccion se realiza con 1 mL de mezcla conteniendo
0.89 mL de tampdén de lactato-succinato (50 mM, pH 4.5) con sulfato de
manganeso (0.1 mM), rojo fenol (0.1 mM), gelatina (0.1%) y 100 uL del
sobrenadante. La reaccion se inicia con 0.01 mL de H202 (0.1 mM), las mezclas
se incubaron durante 1 a 5 min a 30 £ 1 °C y finalmente se para la reaccion con
50 pL de NaOH 4M. La absorbancia se lee a 610 nm en un espectrofotometro
(Thermoscientific Genesys 10S UV VIS). Una unidad de actividad enzimatica se
expreso como la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 p-mol de rojo fenol
en 1 min. Las actividades en la ausencia de H202 fueron restadas de los valores
obtenidos en la presencia de peroxido de hidrégeno para establecer la verdadera
actividad de peroxidasa.

6) Actividad de lacasa

La actividad enzimatica de lacasas se determind midiendo por
espectrofotometria la oxidacion de ABTS (acido 2,2°-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico), mediante el incremento de absorbancia a 436 nm
(Tinoco y col., 2001). La mezcla de la reaccién consiste en 1 mL, compuesta por
volimenes variables (1 a 100 uL) de alicuotas del extracto enziméatico mezclados
con solucion de ABTS 1 mM en amortiguador de acetatos (pH 3.6, 100 mM). La
mezcla se coloca inmediatamente en una celda y se mide la cinética de la
reaccion por 2 minutos a 25 °C en un espectrofotometro (Thermoscientific
Genesys 10S UV VIS).

7) Célculo de actividad enziméatica de MnP y lacasa

Una unidad de actividad enzimatica de manganeso peroxidasa o de lacasa

se define como la cantidad de enzima que oxida respectivamente 1 uM de rojo
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fenol o ABTS por minuto a las condiciones de reaccion. A continuacion, se

muestra la ecuacion para determinar la actividad enzimatica, en unidades U L.

AE= min y

Enm Vmuestra 1L

bs
resultado-— 1000 uL de reaccién 1000 mL
E x x FD (Ec. 11)

Donde:
¢ = coeficiente de extincidon molar para el rojo fenol (610 nm) es 22,000 mol* cm-
1 (Vijaya y Jatin, 2017) y el ABTS (436 nm) es de 29,300 mol* cm (Ben-Younes
y col., 2007);
Vmuestra = VOlumen de muestra, en pL;
FD = factor de dilucion de la muestra, calculado segun la Ec. 9.
8) Disefio y analisis experimental

El disefio experimental fue unifactorial (cepa de hongo) con 3 repeticiones por
tratamiento. Los datos se analizaron por medio de un ANDEVA y las medias se
compararon por la prueba de rangos multiples de Tukey con un a=0.05, utilizando
el software Minitab 17. La estrategia experimental general de los experimentos de

esta seccion se esquematiza en la Figura 16.
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Figura 16. Estrategia experimental para la evaluaciéon de la capacidad
lignocelulolitica y etanologénica de cepas de hongos regionales
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C OPTIMIZACION DE PRODUCCION DE LACASAS DE T. polyzona

1 Optimizacion mediante el modelo ortogonal de Taguchi

Para una expresion efectiva de lacasa, es esencial optimizar las condiciones
fisicoguimicas y nutricionales del medio de cultivo. El enfoque de esta
investigacion esta orientado hacia la optimizacion de los componentes del medio
de cultivo por métodos estadisticos. Los procedimientos de optimizacion
convencionales implican alterar un pardmetro a la vez mientras se mantienen
constantes todos los demas, lo que permite una evaluacion de impacto de esos
pardmetros particulares en el rendimiento del proceso. Estos procedimientos son
lentos y laboriosos, y requieren muchos conjuntos de datos experimentales y no
pueden proporcionar informacién sobre las interacciones mutuas de los
parametros (Hou y col., 2004; Desai y Nityanand, 2011). El presente experimento
se dirigié hacia la optimizacion en medio sumergido de la produccion de lacasa
utilizando una cepa nativa de Trametes polyzona (Coc-1) y sustrato
lignocelul6sico de M. oleifera.

La metodologia de optimizacion adoptada en este estudio fue la de un modelo
ortogonal de Taguchi. Esta consiste en cuatro fases a saber: planificacién,
realizacion, anélisis y validacion (Prasad y col., 2005; Bel$ak-Sel y col., 2015).

a Condiciones generales

Para el hongo seleccionado por su mayor produccion de enzimas lignoliticas
(Coc-1), se determinaron las condiciones Optimas de pH, temperatura y
concentracion de cobre, para una produccion maximizada de esta enzima,
empleando la metodologia de superficie de respuesta, utilizando un disefio central
compuesto, con tres factores: pH (4.2 a 6.8), temperatura (24 a 34 °C) y
concentracion de cobre [Cu] (0 a 1 mM), resultando 20 tratamientos, con dos
repeticiones. Para ello se utilizaron frascos viales de vidrio de 30 mL conteniendo
20 mL de medio modificado de Okamoto y col. (2014) (parrafo B8a) donde se
sustituyo la glucosa con aserrin de tallos de M. oleifera y se ajusto el pH al valor
correspondiente con NaOH 5N o0 H2SO4 a 5%. Los frascos se taparon con tapones

de silicon provistos de una torunda de algodén y un casquete de aluminio, se
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esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos en autoclave. Una vez enfriados a
temperatura ambiente, se inocularon con 200 pL de una suspension de esporas
de 7 dias de cultivo de la cepa Coc-1, preparada como se describe en el parrafo
B8a. El disefio experimental correspondié a un disefio central compuesto que se
describe en el Cuadro 14. El experimento se realizé por duplicado y el promedio
de los dos valores se introdujo en el software estadistico Design Expert 11 para
su analisis e interpretacion, utilizdndose el método numérico. Una vez realizados
los experimentos, se utilizé una ecuacion polinémica de segundo orden mostrada
a continuacién para describir el efecto de las variables en términos de funciones

lineales, cuadraticas y de productos cruzados (Saini y col., 2013):

3 k k k
Y=by+) bXi+) bX}+> Y bXX +e (Ec. 12)

i=1 i=1 ii<j
donde iy j son coeficientes lineales y cuadraticos, respectivamente, mientras que
los simbolos 'b' representan los coeficientes de regresion, Y es el rendimiento de
la enzima, k el nimero de factores estudiados y optimizados en el experimento y
‘e’ es un error aleatorio. En el desarrollo de la ecuacion de regresion, los factores

de prueba fueron codificados de acuerdo con la siguiente ecuacion:

i=1,2,3,....k (Ec. 13)

X, = (X!_X[J)

]
AX, . . . )
donde X;i es el y valor sin dimensiones de una variable

independiente, Xies el valor real de una variable independiente, X, es el valor real

de la variable independiente en el punto central, y AXi es el valor de cambio de la
etapa (Yasmeen y col., 2013).
b Optimizacién de nutrientes
Durante esta fase, se analizaron 8 nutrientes que en trabajos previos han
mostrado ser de los mas importantes para la produccion de enzimas lacasas en
la familia de basidiomicetos (Prasad y col., 2005; Quaratino y col., 2008; Liu y col.,
2009; Bel$ak-Sel y col., 2015).
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Cuadro 14. Disefio central compuesto utilizado para optimizar pH, temperatura
y concentracion de CuSO4 (mM) en el crecimiento de Coc-1

Orden Orden de
Estadistico Corrida PH Temperatura Lcul
10 1 5.50 29.0 0.5000
7 2 4.30 32.0 0.7973
2 3 5.20 26.0 0.2027
17 4 4.75 29.0 0.5000
13 5 4.75 29.0 0.0000
12 6 4.75 34.0 0.5000
19 7 4.75 29.0 0.5000
16 8 4.75 29.0 0.5000
6 9 5.20 26.0 0.7973
11 10 4.75 24.0 0.5000
15 11 4.75 29.0 0.5000
18 12 4.75 29.0 0.5000
14 13 4.75 29.0 1.0000
20 14 4.75 29.0 0.5000
8 15 5.20 32.0 0.7973
9 16 4.00 29.0 0.5000
4 17 5.20 32.0 0.2027
3 18 4.30 32.0 0.2027
1 19 4.30 26.0 0.2027
5 20 4.30 26.0 0.7973
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Los 8 nutrientes seleccionados son: MnSOg4, glucosa, fuente de fibra,
(NH4)2S0a4, extracto de levadura, KH2PO4, CuSO4 y MgSOa. Ya que uno de los
objetivos de este trabajo es encontrar alternativas enziméticas para la
deslignificacion de madera de Moringa oleifera, se utilizd ésta en sustitucion de
fibra de trigo, que la mas comunmente utilizada como fuente de lignina. El modelo
de Taguchi seleccionado para la realizacién de los experimentos un arreglo L18
(2% x 37) que indica 18 tratamientos experimentales, de los cuales un factor es de
2 niveles y 7 de 3. Este disefio se introdujo al paquete estadistico Minitab version
17 con los factores y niveles asignados, mostrados en el Cuadro 15. Cada
tratamiento se corri6 por triplicado en matraces Erlenmeyer de 250 mL,
totalizando 54 matraces (Figura 17). Para cada matraz se realiz6 una mezcla de
medio de cultivo con las concentraciones de ingredientes indicadas en el Cuadro
16. Como fuentes de nutrientes se utilizaron: 1) manganeso, MnSO4-H20 N° CAS
10034-96-5 (Karal®, México); 2) glucosa, dextrosa, N° CAS 50-99-7 (Sigma-
Aldrich®, EEUU); 3) tallo de moringa molido, preparado de la manera descrita en
el apartado Al; 4) amonio, (NH4)2S04-H20, N° CAS 7782-20-2 (Fermont®,
México); 5) extracto de levadura (MCD Lab®, México); 6) KH2POa4, N° CAS 7778-
77-0 (PQF®, México); 7) cobre, CuSO4-5H20, N° CAS 7758-99-8 (J.T. Baker®,
EEUU); 8) magnesio, MgSQOa4-7H20 N° CAS 7487-88-9 (Merck®, EEUU). Todos
los medios se ajustaron a pH 5.5. Los matraces se agitaron vigorosamente hasta
la completa disolucion de los ingredientes, se taparon con torunda de algodén
como filtro y se cubrieron con un casquillo de papel de aluminio, esterilizandose
en autoclave por 20 minutos a 121 °C. Los matraces se enfriaron y se inocularon
con 2 mL de una suspension del hongo seleccionado (Coc-1) preparada como se
describe en el parrafo B8a. Se cultivaron con agitacién a 150 rpm dentro de una
incubadora (ThermoScientific®, EEUU) a 34.0 °C durante 11 dias, tomandose
alicuotas de 1 mL los dias 5, 7 y 11. Se determind la actividad de lacasa de la

manera descrita en el parrafo B8c6 de esta seccion de materiales y métodos.
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Figura 17. Incubacién de Coc-1 para la optimizacion de nutrientes
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Cuadro 15. Niveles asignados de los factores de cultivo

Factor Nombre Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

X1 MnSO4-H20,% 0.015 0.025 -

X2 Glucosa,% 1.00 1.50 2.00
X3 Tallo de moringa,% 2.00 2.50 3.00
Xa (NH4)2S04,% 0.00 0.50 1.00
Xs Extracto de levadura,% 0.00 1.00 2.00
Xe KH2PO4,% 1.50 2.00 2.50
X7 CuS0a4-5H20,% 0.01 0.02 0.03
Xs MgSOa4-7H20,% 0.05 0.10 0.15
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Cuadro 16. Tratamientos del arreglo ortogonal de Taguchi utilizado

X1 X2 Xs Xa Xs X X7 Xs
Trat MnSOs Glucosa TMO (NH4)2SOs4 E.Levad. KH2POs CuSOs4-5H20 MgSOas-7H20
% % % % % % % %
1 0.015 1.0 2.0 0.0 0.0 15 0.01 0.05
2 0.015 1.0 2.5 0.5 1.0 2.0 0.02 0.10
3 0.015 1.0 3.0 1.0 2.0 2.5 0.03 0.15
4 0.015 15 2.0 0.0 1.0 2.0 0.03 0.15
5 0.015 15 2.5 0.5 2.0 2.5 0.01 0.05
6 0.015 15 3.0 1.0 0.0 1.5 0.02 0.10
7 0.015 2.0 2.0 0.5 0.0 2.5 0.02 0.15
8 0.015 2.0 2.5 1.0 1.0 1.5 0.03 0.05
9 0.015 2.0 3.0 0.0 2.0 2.0 0.01 0.10
10 0.025 1.0 2.0 1.0 2.0 2.0 0.02 0.05
11 0.025 1.0 2.5 0.0 0.0 2.5 0.03 0.10
12 0.025 1.0 3.0 0.5 1.0 1.5 0.01 0.15
13 0.025 15 2.0 0.5 2.0 15 0.03 0.10
14 0.025 15 2.5 1.0 0.0 2.0 0.01 0.15
15 0.025 15 3.0 0.0 1.0 2.5 0.02 0.05
16 0.025 2.0 2.0 1.0 1.0 2.5 0.01 0.10
17 0.025 2.0 2.5 0.0 2.0 15 0.02 0.15
18 0.025 2.0 3.0 0.5 0.0 2.0 0.03 0.05
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c Analisis del modelo y prediccion de valores optimizados

El correcto analisis de la contribucion de los factores individuales es la clave
para el control de la optimizacion de la produccion de lacasa (Bel$ak-Sel y col.,
2015). Para llevarlo a cabo, se realiz6 un ANDEVA del arreglo ortogonal de
Taguchi y se determiné la aportacion de cada factor y se obtuvo una ecuacion
para representar el modelo. Para confirmar la aceptacion del modelo, se realizo
con el paquete estadistico Minitab® 17 una prueba de precisién adecuada, que
midié la relacion sefal / ruido. Es deseable un valor de precision adecuado
superior a 4. También se analiz6 mediante este paquete estadistico la
contribucion de cada factor mediante un analisis de los factores Delta y una

prediccion de los niveles pronosticados 6ptimos.

d Validacién de condiciones optimizadas
El cuarto y altimo paso fue validar las condiciones Optimas predichas para la
produccion de lacasas por el modelo en la etapa de analisis (Paso 3). Para ello
se cultivé el hongo seleccionado en las mismas condiciones descritas en el inciso
b anterior, pero con las proporciones de ingredientes optimizadas pronosticadas
por el paquete estadistico Minitab 17. Se compard contra un testigo, que fue el
tratamiento que obtuvo los mayores rendimientos de la etapa previa. El
experimento se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 250 mL, utilizando 100 mL del
medio de cultivo optimizado, esterilizado 15 min a 121 °C, inoculados con 3% de
cultivo de 7 dias. Se incubaron os matraces por 15 dias a las condiciones
optimizadas de temperatura (34 °C), agitacion de 140 rpm. Cada 24 h se tomé
una alicuota de 1 mL de cada matraz a la cual se le determin¢ la actividad de
lacasa de la manera descrita anteriormente. Los resultados se analizaron con el
paquete estadistico Minitab 17 y se corri6 un ANDEVA y comparacion de medias
por el método de Tukey.
2 Deslignificacion de madera de moringa
a Deslignificacion con extracto enzimatico
Una vez definidas las condiciones oOptimas de cultivo que favorecieron la

secrecion de lacasas, el extracto enzimatico crudo se aplic6 para la

149



deslignificacion de madera de tallos de Moringa oleifera. El buffer de reaccién
consisti6 en KH2PO4 10 g L% MgSOa4 0.5 g L, CuSO4:5H20 0.002 g Lty
MnSO4 0.001 g L, ajustado a pH 5.0. En viales de antibiético tarados de 30 mL
se mezclaron 100 0.1 mg de harina de tallos de moringa del ecotipo “Culiacan”
(previamente secada en horno por 8 h 100 °C) y las cantidades de medio de
reaccion (buffer) y extracto enzimatico crudo que se indican en el Cuadro 17,
segun el tratamiento correspondiente. La actividad de lacasa medida del extracto
enzimético crudo utilizado fue de 4,122 U/L, ajustado a 4,000 U/L con agua
destilada estéril. Se corrid un blanco sin presencia de enzima utilizando 2.0 mL
de buffer. Se colocaron los viales en una incubadora a 35 °C y 150 rpm. A las 4,
8, 24y 72 h, se sacaron de la incubadora los frascos correspondientes al tiempo,
se les agregaron 10 mL de agua destilada a cada uno y se centrifugaron por 15
minutos a 4,400 rpm en una centrifuga Eppendorf modelo 5702. Se eliminé el
sobrenadante, evitando desechar residuos solidos. Se secaron los frascos a 100
°C por 8 horas y se pesaron. El residuo seco se utilizo para cuantificar el contenido

de lignina. Se corrieron tres repeticiones por tratamiento.
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Cuadro 17. Composicion de enzimay tiempo de incubacion de tratamientos

de deslignificacion de madera de M. oleifera

Tiempo de Concentracion de

Tratamiento incubacion (h) Buffer (mL) Extracto (ML) ~|3casa (UIL)
1 4 1.950 50 100
5 4 1.900 100 200
3 4 1.800 200 400
4 8 1.950 50 100
5 8 1.900 100 200
6 8 1.800 200 400
7 24 1.950 50 100
8 24 1.900 100 200
9 24 1.800 200 400
10 72 1.950 50 100
11 72 1.900 100 200
12 72 1.800 200 400
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b Cuantificacion de lignina

La medicion cuantitativa de la lignina insoluble se realiz6 siguiendo el
procedimiento NREL/TP-510-42618 (Sluiter y col., 2008) con algunas
modificaciones, tendientes a reducir el tamafio de muestra utilizada. Para ello se
utilizaron los mismos viales de antibiotico de vidrio (provistos de tapones de hule
y precinto) conteniendo el residuo sélido de la hidrdlisis del parrafo anterior
(aproximadamente 90 mg), a los cuales se les afiaden 900 pL de &cido sulfarico
al 72%. Se incuban los frascos en un bafo de agua a 30 °C durante 60 minutos
para realizar la hidrdlisis y se tapan con los tapones de hule, cubriendo la parte
gue se introduce al frasco con cinta de teflén (no se colocan aun los precintos),
agitandose periddicamente para asegurar la hidrolisis. Se sacan los viales del
bafio y se diluye la concentracion del acido a 4% agregando 25.2 mL de agua
destilada. Se coloca el precinto y se fija a presion el tapon al vial. Se introducen
los viales en autoclave (Yamato SM300, Japon) durante 1 hora a 121 °C. Se dejan
enfriar lentamente las muestras hidrolizadas antes de retirar los precintos y los
tapones.

Los célculos se hicieron de la manera descrita en el apartado A7d.

El porcentaje de lignina removida se determind por la ecuacion siguiente,

reportada por (Cardoso-Silva y col., 2014):

Peso de lignina inicial—Peso de lignina final

% Lignina removida = x 100 (Ec. 14)

Peso de lignina inicial

c Disefio y andlisis experimental
El disefio experimental fue completamente al azar con dos factores, tiempo y
concentracion de lacasa. Al primer factor se le asignaron 4 niveles (4, 8, 24y 48
h) y al segundo 3 (50, 100 y 200 U/L), resultando 12 tratamientos, cada uno con
3 repeticiones. Los resultados fueron analizados con el paquete estadistico
Minitab® 17. Se realiz6 comparaciéon entre medias por la prueba de rangos
multiples de Tukey (p<0.05). La Figura 18 esquematiza la estrategia para esta

seccion experimental.
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D Uso deresiduos de biorrefineria de M. oleifera en la alimentacion de
codornices
1 Materias primas

Las materias primas utilizadas para la formulacion de las dietas (maiz, soya,
sal, caliza, aceite de soya, azucar, metionina, ortofosfato de sodio y las
premezclas de vitaminas y minerales) fueron adquiridas localmente. La hojay las
semillas de moringa se obtuvieron de una plantacion ubicada en las coordenadas
24° 59' 06" N y 107° 22' 44" O a 95 m sobre el nivel del mar, en el municipio de
Culiacan, Sinaloa. La variedad utilizada fue “Mojolo”. Las hojas se cosecharon
incluyendo raquis; las semillas secas se recogieron con su capsula. Ambos
materiales se llevaron al laboratorio donde se secaron en un horno eléctrico con
circulacion de aire a 60 °C durante 24 h.

Las semillas, del ecotipo “Guerrero”, se extrajeron manualmente de su
capsula, la cascarilla se elimind mecanicamente en una descascarilladora modelo
HD-11 (Reinmac, MX) y se extrajo el aceite en una prensa de extraccion de aceite
en frio EPS-01 (EPS Group Surat, India), a una temperatura promedio de
prensado de 120 °C.

2 Preparacion de harina hidrolizada de M. oleifera

Se prepararon 2 L de inéculo de cepas seleccionadas de Mucor circinelloides
(C1502) y Saccharomyces cerevisiae (ATCC 200062) haciéndolos crecer
respectivamente en caldo YPD (glucosa 20 g/L, peptona 20 g/L y extracto de
levadura 10 g/L) a 28 °C, sin agitacion durante 7 dias (d). Por otro lado, en 5
biorreactores de vidrio de 19 L (disefio propio) se prepararon caldos conteniendo
750 g de harina de MO en 15 L de agua, esterilizando en autoclave la mezcla a
121 °C / 25 min. A cada biorreactor se le agregé 250 mL de cada inéculo y se
mantuvo a 28 °C por 48 h con agitacién a 200 rpm y condiciones aerobias seguido
de 72 h sin agitacién en condiciones anaerobias, lo cual se consiguié colocando
una esclusa de aire tipo S en la salida del biorreactor. Una vez terminada la
fermentacion se filtré por completo el contenido de los biorreactores utilizando una

manta de polipropileno y el sélido obtenido se inactivd en autoclave (SK110c
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(Yamato, JP), a 121 °C / 15 min, seguido de secado en horno a 60 °C durante 12
h. Tanto las hojas secas, el residuo hidrolizado, como la pasta de semilla
desgrasada por prensado fueron trituradas por separado en un molino modelo
200 (Pulvex, MX) utilizando cedazo con orificios de 1 mm.
3 Andlisis proximales de materias primas y procesadas

Muestras de hojas secas, de residuo fermentado y de torta de semilla
desgrasada por prensado, fueron adicionalmente trituradas por separado en un
molino Stein M-2 (Hoffman Manufacturing, Sample Mill, USA) durante 3 minutos
hasta obtener una harina fina. Se determinaron los parametros proximales de
humedad, proteinas, lipidos, fibra cruda y carbohidratos de la harina de hoja
(HMNT), harina de hoja fermentada (HMHF), de semilla sin desgrasar (SMOC) y
desgrasada (SMOD) de moringa, empleando la metodologia de la AOAC (2005).
Para la determinacion de humedad se utilizé el método 930.04; para cenizas,
930.05; para lipidos, 920.39; para fibra cruda, 962.09; para proteinas, 960.52, con
un factor de conversion de 6.25. Los carbohidratos se calcularon como extracto
libre de nitrégeno (ELN) restando de 100%, los valores de cenizas, proteinas,
lipidos y fibra cruda. La metodologia se describe detalladamente en la seccion
A7.

4 Formulacion de dietas

Considerando la informacion del andlisis proximal practicado a las materias
primas provenientes de moringa, se formularon respectivamente las siguientes
dietas para iniciacion (1 a 14 d) y para finalizacién (15 a 35 d): harina de hoja de
M. oleifera no tratada al 10% (HMNT1, HMNT2), harina de hoja de M. oleifera
hidrolizada y fermentada al 10% (HMHF1, HMHF2), harina de semilla de M.
oleifera desgrasada al 5% (SMOD1 y SMOD?2) y testigos (TEST1y TEST2). Para
las materias primas como maiz y soya, los calculos nutrimentales se basaron en
las tablas de requerimientos nutricionales para aves de la National Research
Council (NRC, 1994) mientras que los perfiles de minerales, contenido de acidos
grasos y aminoacidos de la hoja y semilla de moringa se calcularon a partir de los

datos publicados por Al-Juhaimi y col. (2015) y Oliveira y col. (1999).
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5 Medicion de los parametros de crecimiento

a Manejo de las aves

Se realizé en la Unidad Avicola Experimental de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma de Sinaloa. Para la
determinacion del crecimiento de las aves se seleccionaron aleatoriamente 180
codornices japonesas no sexadas de un dia de edad, 15 codornices se asignaron
al azar a cada jaula metalica marcada con uno de los siguientes tratamientos:
HMNT, dieta conteniendo 10% de harina de hoja de Moringa oleifera cruda;
HMHF, dieta conteniendo 10% de harina de hoja de M. oleifera fermentada;
SMOD, dieta conteniendo 5% de pasta de semilla de M. oleifera desgrasada y
TEST, testigo. Las jaulas se colocaron dentro de una caseta avicola tipo
convencional (9 x 9 m); el microclima al interior de la caseta fue 25.6 a 32.3 °Cy
51 a 77% de HR. Cada jaula metalica de 90 x 90 x 60 cm, colocada sobre piso de
cemento con cama de heno de Sudan (Sorghum vulgare var. sudanensi) se
equipd con comederos de charola metalica rectangular (20 x 30 cm) y bebederos
de 1 L durante la etapa de iniciacion y comederos tipo tolva semiautomatico de
piso de 25 x 17.5 x 25 cm y un bebedero vitrolero de 3.8 L en la etapa de
finalizacion. Al agua se le agregd 1 g/10L de un complejo de vitaminas (Carosen®
concentrado) y 10 g/20L de electrdlitos orales (Electrdlitos®, Riverfarma) durante
la primera semana. Las aves se alimentaron ad libitum, pesandose diariamente el
alimento servido y semanalmente, el alimento no consumido.

b Medicion de parametros de crecimiento

Se midieron los pesos corporales de todas las codornices al inicio y a los dias
7, 14, 21, 28 y 35. Los parametros medidos son peso vivo, ganancia de peso,
consumo de alimento, tasa de conversién alimenticia y porcentaje de mortalidad,
determinadas de acuerdo a la metodologia utilizada por Ochi y col. (2015), y que
consiste en lo siguiente.

1) Alimento consumido
El alimento se pes6 todos los dias para determinar el consumo promedio de
alimento por animal para los diferentes tratamientos. El consumo de alimento se
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calculo restando el alimento sobrante al alimento servido y se dividio por el
numero de aves en cada grupo por dia y totalizado para cada semana.
Alimento consumido = Alimento servido — alimento sobrante ( Ec. 15)

2) Ganancia de peso (Q)

Las aves se pesaron todas las semanas para determinar el aumento de peso
promedio por pollito para los diferentes tratamientos. EI aumento de peso se
calculé como la diferencia entre dos pesos corporales semanales sucesivos de la
siguiente manera:

Ganancia de peso = Peso final — peso inicial (Ec. 16)
3) Tasa de conversion alimenticia (TCA)

Las aves y el alimento se pesaron todas las semanas para determinar la TCA
promedio por ave para los diferentes tratamientos. La tasa de conversion
alimenticia se calcul6 dividiendo la cantidad de alimento consumido (g) entre la

ganancia de peso:
Alimento consumido

Tasa de conversion alimenticia = (Ec. 17)

Ganancia de peso

4) Mortalidad

Se realizé un control diario de las jaulas para verificar y registrar cualquier
caso de muerte en cada tratamiento. El calculo de la mortalidad se expresa como

porcentaje de la siguiente manera:
Tasa de mortalidad = ——merodemuertes , 4 (Ec. 18)

Nuamero total de aves

5) Disefo experimental

El diseiio experimental fue completamente al azar con cuatro tratamientos,
cada uno con tres repeticiones (jaulas) por tratamiento. Se consideraron dos
medidas repetidas en el tiempo, correspondientes a las etapas de iniciacion (0-14
d) y finalizacion (15-35 d). Los resultados fueron analizados con el paquete
estadistico Minitab® 17. Se realiz6 comparaciéon entre medias por la prueba de

Tukey (p<0.05).
6 Rendimientos de canal

a Sacrificio de aves
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En el dia 35 de experimento, se tomaron al azar tres codornices macho de
cada jaula, las cuales fueron sometidas a 12 h de ayuno de alimento. El sacrificio
que fue realizado por decapitacion (SAGARPA, 2014) y se desangraron por 4
minutos. En el proceso de faenado se separo la piel y plumas manualmente, se
realizo el corte de las articulaciones radio-carpiana y tibio-tarsiana, extraccion de
los 6rganos digestivos y respiratorios, a excepcion del corazon y riflones

b Calculos de rendimientos de canal

Las canales fueron pesadas (peso en canal caliente); enseguida se enfriaron
sumergiéndolas por 10 min en agua (aproximadamente 4 °C) con hielo y
escurridas para medir el peso de la canal fria (Tserveni-Gousi et al., 1999). Los
rendimientos en canal caliente y en canal fria se calculan segun la siguiente

ecuacion (Cori y col., 2009):

Peso canal

Rendimiento de canal = ——— X 100 (Ec. 19)

Peso vivo

El porcentaje de absorcion de agua de la canal se calcula con la siguiente

formula:

Peso canal frio—Peso canal caliente

Absorcion agua de canal = x 100 (Ec. 20)

Peso canal caliente

c Disefio experimental
La unidad experimental correspondié al conjunto de tres aves de las quince
colocadas en cada jaula, evaluandose las siguientes variables: a) Peso de canal
caliente; b) Peso de canal fria; c) Porcentaje de canal caliente; d) Porcentaje de
canal fria; e) Porcentaje de absorcidén de agua de la canal. Los resultados fueron
analizados con el paquete estadistico Minitab® 17. Se realizé comparacién entre
medias por la prueba de Tukey (p<0.05). La estrategia general de esta seccién

experimental se muestra en la Figura 19.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION
A RENDIMIENTOS Y ANALISIS DE BIOMASA DE MORINGA
1 Crecimiento aéreo

En las Figuras 20a y 20b se puede apreciar la evolucion en el crecimiento de
los 6 ecotipos estudiados medidos a través de la altura de arbol y diametro de
tallo. Si bien los arboles inician teniendo valores similares, las diferencias
comienzan a ser notorias a partir del dia 90, siendo significativas el dia 180
(Cuadro 18 y Figura 21). Se encontraron alturas menores para los ecotipos
“Sonora” y “Mojolo”, mientras que, para el diametro de tallo, los ecotipos
“Culiacan” y “Elota” presentaron los valores mas altos (p<0.05). Cabe sefialar que
el rapido crecimiento del tallo del ecotipo anual “Elota” contrasta con el lento
desarrollo de “Sonora” que es de tipo perenne, lo cual concuerda con lo sefalado
por Raja y col. (2013), quienes encontraron que las variedades de tasa anual o
hibridas por ellos estudiadas crecieron mas rapidamente que los tipos perennes.
Sin embargo, en nuestro estudio, “Culiacan”, que es de tipo perenne, no se ajusté
a este comportamiento. Esto podria deberse a que dicho ecotipo tiene un mayor
tiempo de aclimatacion a las condiciones locales, ya que proviene de
generaciones de arboles encontrados en plazas y lugares publicos de la ciudad
de Culiacan, que muy probablemente hayan sido introducidos a la region hace
mas de 80 afios (Martinez, 1959), lo que no sucede con “Sonora”, apenas
importados en el afio 2013.

2 Componentes de la biomasa aérea a los 16 meses

Los componentes del rendimiento de la biomasa y semilla se dan en el Cuadro
19. “Mojolo” tuvo el mayor rendimiento de tallos por arbol de todos los ecotipos.
El peso promedio de hojas frescas y secas para “Mojolo” también fue
significativamente mayor que el promedio del resto de los ecotipos, siendo
“Sinaloa” y “Sonora” los que presentaron los menores pesos. Respecto al
porcentaje promedio de las partes de la biomasa aérea se encontro que los tallos
son el componente principal, siendo el ecotipo “Guerrero” el que mayor porcentaje

obtuvo y “Sinaloa” el menor Del mismo modo, “Mojolo” tuvo la mayor proporcion
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de hojas frescas y secas de todos los ecotipos siendo significativamente diferente
de “Elota”, “Sinaloa” y “Sonora”.

Cuadro 18. Altura 'y diametro de tallos de seis ecotipos de Moringa oleifera a
los 180 dias de crecimiento

Ecotipo Culiacan Elota Guerrero Mojolo Sinaloa Sonora
Altura de arbol 230.4a 238.7a 237.7a 211.2b 233.3a 2106Db
D.E. 45.5 52.0 46.3 47.6 54.1 49.7
Diametro de tallo 37.0a 395a 34.1ab 33.2ab 352ab 29.1b
D.E. 111 12.0 10.5 12.0 10.5 9.4

D.E. = desviacién estandar. Filas que comparten una misma letra son iguales
(p<0.05).
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Cuadro 19. Componentes del rendimiento promedio por arbol de la biomasa

para plantas de 16 meses de seis ecotipos de M. oleifera

Ecotipo Culiacan  Elota  Guerrero Mojolo  Sinaloa  Sonora
Ramas

Ramas frescas () 8493 b 9103 b 8200 b 13857 a 7218 b 8198 b
Ramas secas (g) 2158ab 1706 b 2110ab 2571 a 1738 b 1391 b
Ramas secas (%) 669 bc 63.3cd 747 a 688 b 626d 651cd
Hojas

Hojas frescas () 953 b 918 b 1076 b 1741 a 789 b 629 b
Hojas secas (Q) 261 b 248 b 330 b 502 a 209 b 223 b
Hojas secas (%) 9.0 b 92 b 114ab 134 a 9.0 b 109ab
Frutos secos:

Frutos secos (g) 83lab 747 ab 400 b 664ab 1117 a 501 ab
Frutos secos (%) 241ab 275a 139d 178 c 284 a 240b
Semillas:

Semillas (g) 266 ab 244ab 154 b 262ab 412 a 164 b
Semillas (%) 8.2 bc 9.0 b 54 d 79bc 105 a 7.9 bc
Rend. fruto/semilla (%) 32.0 32.7 385 395 36.9 32.7
Semillas por fruto 176 ab 190a 143 c 159bc 199 a 199 a
Peso semillas/fruto (g) 33 ¢ 4.8 b 36 c 3.7 bc 6.1 a 5.8 a
Kernel

Kernel (g) 175 ab 170 ab 9% b 196 ab 305 a 112 b
Kernel (%) 5.7 bc 7.3 a 3.8d 49 ¢ 7.3 a 5.5 bc
Rel. semila/kernel (%) 65.8 69.7 62.3 74.8 74.0 68.3

Filas que comparten una misma letra son iguales (p<0.05).
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En cuanto al rendimiento de frutos secos, semillas y granos, el ecotipo que
presentd el mayor peso fue “Sinaloa”, siendo significativamente diferente de
“‘Guerrero” y “Sonora” que tuvieron los menores pesos. A pesar de que los
ecotipos “Elota” y “Culiacan” también tuvieron altos rendimientos porcentuales de
frutos secos, los pesos obtenidos de semilla entera y descascarillada fueron los
mas bajos, debido a la caracteristica de sus frutos de tener cascara mas gruesa
(“Culiacan”) o separaciones entre semillas mas grandes (“Elota”). Por el contrario,
los ecotipos “Sinaloa” y “Elota” produjeron la mayor proporcion de frutos, semillas
y semillas descascarilladas del total de la biomasa seca.

En lo referente al nimero de semillas por fruto, se encontré que “Sinaloa”,
“Sonora”, y “Elota” (19.9, 19.9, 19.0) mostraron claramente los valores mas altos.
Estos resultados son superiores a los reportados por Ayerza (2012) en Argentina,
para los cuales se promediaron 16.25 semillas por fruto para la variedad PKM-1
y 16.12 para la variedad de origen africano.

En cuanto al peso de semilla por fruto, se encontr6 que los mayores
rendimientos fueron obtenidos con los ecotipos “Sinaloa”, “Sonora” y “Elota” (6,1,
5.8, 4.8 g). En el caso de “Sinaloa”, esto pudiera deberse al mayor tamafio de las
semillas. Como en el caso del nimero de semillas, el peso de las semillas en el
ecotipo “Sinaloa” es superior al encontrado por Ayerza (2011), quien sefala un
promedio de 4.03 g de semilla para la variedad de vaina larga PKM-1 y 3.07 para
un ecotipo de Tanzania.

Por su parte, Raja y col. (2013), en un estudio comparativo de 14 ecotipos y
variedades de Moringa oleifera en India, reportaron los mayores rendimientos en
los hibridos de frutos largos PKM-1 y PKM-2, los cuales, al parecer por el tamafio
de los frutos y semillas, podrian estar emparentados cercanamente con los
ecotipos “Elota” y “Sinaloa”, de los que se desconoce su proveniencia original.
Destaca que el ecotipo “Sinaloa”, si bien presenté menor cantidad de biomasa de
ramas y hoja, tuvo rendimientos de semilla y semilla descascarillada mayores a
los de los otros ecotipos. Esta cualidad lo hace sobresaliente para la produccion

de semilla y aceite.
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3 Andlisis proximales

El Cuadro 20 muestra los resultados del analisis quimico de tallos, hojas y

semillas. Los resultados se expresan en porcentaje de composicion (g/100g).
a Tallos

El contenido de cenizas en tallos fue similar en todos los ecotipos, siendo solo
diferente (p<0.05) para “Culiacan” y “Guerrero” que presentaron los valores mas
bajos (4.54 y 4.68%). Estos resultados son equiparables a los reportados por
Abdulkadir y col. (2016) y mas bajos que los obtenidos por Mahmoud (2013) y por
Pérez y col. (2010). Estas diferencias podrian ser atribuibles a las variedades y a
las condiciones de cultivo las cuales pueden ser de gran influencia (Anwar y col.,
2006; Nouman y col., 2012). En contraste, el contenido de lipidos de los ecotipos
mencionados fue el mas alto, mientras que “Sinaloa” y “Sonora” presentaron los
mas bajos. Pérez y col. (2010) reportan contenidos de lipidos similares a los del
presente trabajo, mientras que Abdulkadir y col. (2016) citan valores mucho
mayores (11.80%).

El contenido de proteinas fue significativamente mayor (p<0.05) para
“Sonora” y “Sinaloa” y bajo para “Guerrero”. Los valores encontrados son muy
inferiores a los que reportan otros autores (12.00, 16.14 y 11.22%) (Pérez y col.,
2010; Mahmoud, 2013; Abdulkadir y col., 2016). Es probable que esta diferencia
se deba a la edad juvenil de las ramas utilizadas por estos autores en la
realizacion de los andlisis, mientras que en este trabajo se usaron ramas y troncos
maduros. En estudios realizados por Pérez-Angel y col. (2010) y por Shih y col.
(2011) se observa este mismo comportamiento, donde el contenido de proteinas
de M. oleifera decrece conforme aumenta la edad de las ramas o troncos.

Para el contenido de fibra cruda, la variedad “Sonora” tuvo el mayor
porcentaje, mientras que “Mojolo” y “Guerrero” el menor (p<0.05). Los promedios
de los resultados obtenidos con los ecotipos estudiados son similares a los
encontrados por otros autores para variedades de Malasia, Egipto y Cuba (Pérez
y col., 2010; Mahmoud, 2013; Abdulkadir y col., 2016).
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Cuadro 20. Composicion proximal de tallo, hojay semillas de seis ecotipos de M. oleifera

Ecotipo | Culiacan Elota Guerrero Mojolo Sinaloa Sonora Literatura
Tallos Pérez y col. Abdulkadiry col. Mahmoud
(2010) (2016) (2013)
Humedad% 6.13+0.63ab 6.63 +0.67 a 6.00+x0.21bc 582+021bc 559+045cd 516+0.31d 11.13 5.10 5.77
Cenizas*% 454+053 b 590+063ab 468+099 b 644 +3.28 a 571+054ab 508+0.75ab 11.38 5.50 9.18
Lipidos*% 390+0.28 a 349+091b 395+011a 257+017d 3.06+0.05c 3.01+0.10 c 2.05 11.80 0.87
Proteinas*% 525+1.10ab 546+0.63ab 459+051 b 565+0.86ab 579+1.10 a 6.13+1.45 a 11.22 12.00 16.14
Fibra cruda*% 3543+008ab 37.32+158 a 3348+184b 3334+030b 3533+1.16ab 39.20+2.18 a 41.90 34.20 30.53
Extracto M| 5089+1.01ab 47.84+137bc 53.30£2.02 a 5201+342 a 50.11+1.30ab 46.59+122 ¢ 33.45 36.50 43.28
nitrogenado*%
Hojas Pérez y col. Castillo y col. Olugbemiy
(2010) (2018) col. (2010)
Humedad% 867+043 a 694+1.08b 7.41+037ab 822+098ab 7.23x0.52ab 8.14+1.23ab 10.40 6.27 5.40
Cenizas*% 8.60+0.17bc 9.08+0.40ab 9.17+0.70ab  9.62+0.60 a 8.97+0.68ab 7.98+0.59 c 10.42 9.54 12.20
Lipidos*% 8.74+030ab 6.09+0.75d 828+020bc 9.17+107 a 874+1.07ab 7.62+058 c 4.62 12.63 5.90
Proteinas*% 29.24+050 a 30.36+0.44 a 2893+0.78 a 2954+0.76 a 29.87+0.95 a 24.90+091 b 24.99 28.90 28.00
Fibra cruda*% 13.18+0.42 a 12.44+0.58 ab 9.46+0.34 ¢ 12.60+0.71ab 12.65+0.44ab 11.52+0.43 b 23.60 8.49 7.10
Extracto MOl 4024+085ab 42.02+2.27ab 44.16+059bc 39.07+2.66 ¢ 39.77+161 ¢ 47.99+1.25 a 36.37 40.447 46.80
nitrogenado*%

. Liang y col. Anwar y Barakat y
Semillas (2019)  Rashid (2007)  Ghazal (2016)
Humedad% 451+0.05a 3.85+004c 3.88+009bc 420+0.09ab 3.99+0.21 bc 6.78 5.70 7.50 7.50
Cenizas*% 3.78+0.11ab 332007 ¢ 3.34+0.08c 394008 a 3.53+0.20hc 3.50 6.60 4.73 4.73
Lipidos*% 42.63+1.17c 4823+0.07 a 40.62+0.52 d 41.73+0.80cd 4522+031 b 39.12 40.39 29.61 29.61
Proteinas*% 36.95+0.03 a 31.51+036d 3277+0.08 c 3518+0.31 b 33.61+022 c 40.34 29.36 35.54 35.54
Fibra cruda*% 14.81£0.16b 13.63+0.11 ¢ 21.93+001 a 6.89+0.29 e 12.26 0.22 d 8.10 7.20 10.92 10.92
Extracto no 8.94 16.45 20.03 20.03

’ 1.83+1.25¢ 3.32+0.37bc 1.35+036 c 10.14+0.82a 538+020 b
nitrogenado*%

Filas que comparten una misma letra son iguales (p<0.05). * Los resultados se expresan en base seca.
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Con respecto al contenido de carbohidratos totales (determinado como
extracto libre de nitrogeno), el porcentaje mayor (p<0.05) fue encontrado en
los ecotipos “Guerrero” (53.30%) y “Mojolo” (52.01%), mientras que el menor
porcentaje lo presentd “Sonora” (46.59%). Estos resultados son superiores en
aproximadamente 12 puntos porcentuales a los reportados por otros autores
(33.45 a 43.28%), lo que también podria deberse a la edad de las partes
analizadas de los arboles, al aumentar el contenido de carbohidratos
(estructurales) conforme disminuyen el contenido de lipidos y proteinas
(Pérez-Angel y col., 2010; Shih y col., 2011).

b Hojas

Como era de esperarse, el contenido de cenizas, lipidos y proteinas es
drasticamente superior en hojas que en tallos. Esto es debido a las funciones
diferentes que tienen estas partes del arbol. EI Cuadro 20 muestra que, de las
variedades estudiadas, “Mojolo” presentd el contenido de cenizas mas alto
(p<0.05), pero, aun siendo las diferencias estadisticamente significativas, son
numéricamente menores a 2%. Castillo y col. (2018), quienes trabajaron
también con moringa de Sinaloa, reportaron valores similares a los
encontrados en este trabajo, mientras que Olugbemi y col. (2010) asi como
Chatepa y Mbewe (2018), sefialan contenidos ligeramente superiores.

Para al contenido de lipidos en hojas, destaca el ecotipo “Mojolo” que
promedié 9.17%, seguidos de “Culiacan” y “Sinaloa” (8.74%). Estos valores
son superiores a los reportados por Pérez y col. (2010) y por Olugbemi y col.
(2010), e inferiores a los encontrados por Castillo y col. (2018) y por Chatepa
y Mbewe (2018) como se puede observar en el Cuadro 20. La menor cantidad
se encontro en la variedad “Elota”.

Para la proteina en hojas, no se observaron diferencias para los distintos
ecotipos, excepto para “Sonora” que presenté un valor significativamente
(p<0.05) mas bajo (24.9%) y similar al reportado por Chatepa y Mbewe (2018).
El resto de las variedades presentaron promedios similares a los reportados
por Castillo y col. (2018) y Olugbemiy col. (2010), que es de alrededor de 29%.
Por los resultados obtenidos en el presente estudio, cualesquiera de los

ecotipos estudiados puede ser considerado una buena fuente de proteinas, e
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interesantes como uno de los coproductos a explotar desde el punto de vista
de una biorrefineria (Foidl y col., 2001; Benitez y col., 2014; Raman y col.,
2017; Gandji y col., 2018).

El contenido de fibra cruda en hojas fue drasticamente menor en hojas que
en tallos, siendo el ecotipo “Culiacan” el de mayor contenido, pero no
significativamente diferente de “Elota”, “Mojolo” y “Sinaloa”. “Sonora” y
“Guerrero” alcanzaron los valores mas bajos (9.46%). Estos valores estan
dentro de los rangos reportados por otros autores (Olugbemi y col., 2010;
Pérez y col., 2010; Castillo y col., 2018; Chatepa y Mbewe, 2018).

Por otro lado, el ecotipo “Sonora” presentd el mas alto tenor de
carbohidratos (47.99%), en detrimento del contenido de proteinas en la hoja,
como también se puede constatar en el Cuadro 20. Las variedades con menor
contenido de glucidos fueron “Mojolo” (39.07%) y “Sinaloa” (39.77%). Otros
autores reportan resultados similares a los encontrados en el presente trabajo
(Olugbemi y col., 2010; Pérez y col., 2010; Castillo y col., 2018).

Como lo sefala Shih y col. (2011), aparte de la variedad, diversos factores
como la temperatura, latitud, altitud, temperatura, época del afio y las
caracteristicas del suelo (Anwar y col., 2006; Nouman y col., 2012) pueden
influir de manera importante sobre el contenido de los componentes quimicos

mayores en las hojas y tallos de moringa.

c Semillas

No se encontraron diferencias significativas entre ecotipos para el
contenido de cenizas de la semilla descascarillada de moringa. Los resultados
fueron similares a los reportados por Nzikou y col. (2009) para M. oleifera
procedente del Congo (4.2%) y Liang y col. (2019), y ligeramente inferiores a
los reportados por Anwar y Rashid (2007) y Barakat y Ghazal (2016).

Dentro de los componentes quimicos mas importantes de las semillas de
M. oleifera se encuentran los lipidos. Para los ecotipos estudiados, se observo
gue “Elota” y “Sinaloa” presentaron los mas altos porcentajes de grasa, y los
mas bajos se encontraron en las variedades “Guerrero” y “Sonora”. Los seis
ecotipos de semilla de moringa analizados mostraron mayor contenido de

lipidos que lo reportado por otros autores (Anwar y Rashid, 2007; Nzikou y col.,
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2009; Liang y col., 2019). Destaca en el presente trabajo el contenido de lipidos
del ecotipo “Elota” (48.22%), que sobrepasa lo reportado por otros autores,
como Gdémez-Mitjans y col. (2016) (45.04%), quien analiz6 la variedad
Nicaragua utilizando hexano como solvente al igual que en este trabajo. Otros
investigadores, como Makkar y Becker (1997), Al-Juhaimi y col. (2017) y
Ayerza (2012) reportan también contenidos inferiores a los encontrados en el
presente estudio (41.7%, 40.98%, 40.68%). Por su alto contenido de lipidos,
los ecotipos “Elota” y “Sinaloa” son interesantes para la produccion de
biodiésel a partir del aceite. Es pertinente aclarar que estos resultados
comprenden solo los andlisis realizados a la semilla de la primera cosecha, sin
embargo, se observa una clara tendencia de las variedades mencionadas a
producir altos contenidos de aceite.

Para el contenido de proteinas, los ecotipos “Culiacan” (36.95%) vy
“‘Sonora” (36.91%) se encontraron los porcentajes mas altos. Estas
proporciones son semejantes a las reportadas por Liang y col. (2019)
(40.34%), Abdulkarim y col. (2005) (38.3%) y Nzikou y col. (2009) (37.6%). Se
encontraron cantidades no lejanas de proteinas en los ecotipos de “Culiacan”,
“Sonora” y “Mojolo” que en alimentos considerados altos en estos nutrientes
como la soja (36.49%) (USDA, 2010).

El ecotipo con el mas alto porcentaje de fibra cruda fue “Guerrero” con
21.93% (p<0.05) y no se encontraron diferencias significativas entre si para el
resto de los otros ecotipos. Entre los seis ecotipos se observé un promedio de
14.65%, lo cual es mayor que lo reportado en la literatura, donde varian de 3.2
a 7.72% (Nzikou y col., 2009). Esta diferencia podria explicarse por el hecho
de que en este trabajo se utiliz6 en método 962.09 de la AOAC (2005), que
incluye dos digestiones, una acida y otra alcalina, mientras que Anwar y col.
(2007) utilizaron una sola digestion acida.

4 Perfil de &cidos grasos de aceite de semilla

En el Cuadro 21 se observan los principales acidos grasos encontrados en
el aceite de semilla de moringa de 4 de los 6 ecotipos estudiados. Los
principales acidos grasos saturados fueron el palmitico, behénico, estearico,

araquidico y el lignocérico. El oleico fue el principal acido graso insaturado
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(media de 74.44% entre los cuatro ecotipos). El oleico fue ademas, el Gnico
acido graso insaturado que presento diferencias significativas entre los cuatro
ecotipos siendo las semillas de “Elota” y “Culiacan” donde se encontr6 mayor
contenido y la de “Guerrero” la que obtuvo menor porcentaje. Esta diferencia
en el contenido de acido oleico, se pudiera deber a la variabilidad genética
presentada entre los ecotipos (Leone y col., 2016).

Los valores anteriores son similares a los reportados en Kenia para la
variedad Mbololo por Tsaknis y col. (1998), por Lalas y Tsaknis (2002) para el
hibrido PKM-1 y Anwar y Rashid (2007) para una variedad silvestre de
Pakistan (71.21%, 73.60%, 73.22%), e inferiores (76.00%) a lo encontrado por
Anwar y col. (2005), para un ecotipo de otra regién de Pakistan. Sin embargo,
el ecotipo “Elota”, present6 valores igualmente altos (75.90%) de este &cido
graso.

El siguiente acido graso en importancia fue el &cido saturado behénico, el
cual present6 valores ligeramente por encima a los reportados por los autores
mencionados anteriormente. Este acido graso es caracteristico del aceite de
semilla de moringa, y no es muy comun en otros tipos de aceites o grasas. De
hecho, el nombre lo recibe de esta planta, también llamada “Ben” .

El tercero en importancia de los acidos grasos presentes en las semillas
de los ecotipos de moringa analizados fue otro &cido graso saturado, el
palmitico. Los promedios encontrados fueron inferiores en aproximadamente
un punto porcentual a los reportados para variedades de Africa, India y
Pakistan (Tsaknis y col., 1998; Tsaknis y col., 1999; Lalas y Tsaknis, 2002,
Anwar y col., 2005; Anwar y Rashid, 2007; Leone y col., 2016). Es importante
recalcar que de los 4 acidos grasos presentes en mayor proporcion, tres son
saturados y solamente uno monoinsaturado. Los poliinsaturados representan
menos del 0.8% del total. Esta caracteristica le da al aceite de moringa mayor
resistencia a la oxidacion, por lo que desde el punto de vista industrial es una
enorme ventaja, por lo que es ideal para ser considerado para su uso en la

elaboracién de biodiésel (Anwar y col., 2005).

171



Cuadro 21. Acidos grasos detectados por CG del aceite de semilla de cuatro ecotipos de M. oleifera

o o _ Tsaknis Lalasy . o y col. Anwar 'y
Acido graso Elota Culiacan Mojolo Guerrero y col. Tsaknis (2005) Rashid
(1998) (2002) (2007)
Palmitico C16:0 4.82+0.66 a 5.11+0.43a 537+0.32a 456+0.05a| 6.04 6.46 5.98 6.45
Palmitoleico Cl6:1 1.18+0.23a 1.11+0.07 a 1.29+0.07a 1.28+0.02a 1.46 1.36 1.10 0.97
Margérico C17:0 0.031+ 0.04a 0.017+0.007a 0.036+0.004a 0.020+0.003 a 0.09 0.08 ND ND
Esteérico C18:0 461+1.11b 4.72+0.27b 6.69+0.34a 6.57+0.25a 414 5.88 4.47 5.50
Oleico Ci18:1 75.91+0.70a 75.18£0.06 ab 74.14+0.93b 7251 +£0.99¢c 73.6 71.21 76.00 73.22
Linoleico C18:2 0.538x0.12a 0.418 £0.09 a 0.575+£0.02a 0.443+£0.05a 0.73 0.66 1.20 1.27
Linolénico C18:3 0.162+0.12a 0.128 £ 0.04 a 0.061£0.02a 0.060+0.10 a ND 0.22 ND 0.30
Araquidico C20:0 3.31+£0.58a 3.23x0.24a 492+111a 441 +0.02a 2.76 3.62 3.50 4.08
Gondoico C20:1 1.78+0.17a 1.80+0.06 a 1.89+0.06 a 1.70+0.16 a 24 2.22 1.40 1.68
Behénico C22:0 7.04+0.71a 7.17+042a 7.54 +0.07 a 7.36 £0.52 a 6.73 6.41 5.65 6.16
Lignocérico C24:0 1.26+ 0.30a 1.19+0.18 a 1.13+0.03a 1.10+0.08 a ND ND ND ND

La desviacién estandar se debajo del valor promedio. Letras diferentes en la misma fila denotan diferencias significativas

entre ecotipos para un acido graso determinado.
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5 Perfil lignocelulésico de tallo de moringa

Los resultados presentados en el Cuadro y Figura 22 muestran que el tallo
libre de extraibles de los ecotipos estudiados contiene de 52.12% (“Guerrero”)
a 55.87% (“Culiacan”) de celulosa. Estos resultados son semejantes a los
reportados por Khider (2012), y Benitez y col. (2014), e inferiores a los
sefialados por Mahmoud (2013). En cuanto al contenido de hemicelulosa, se
encontraron promedios entre 13.88% para el ecotipo “Culiacan”y 26.30% para
“Sonora”. Basado en estos resultados se puede estimar la parte fermentable,
proveniente de la celulosa y hemicelulosa (holocelulosa), que representan del
69.75% (“Culiacan”) al 79.48% (“Sonora”) del total. Los porcentajes de lignina
complementan el 100%, por lo que a mayor proporcion de holocelulosa, menor
la de lignina. Los resultados del contenido de holocelulosa obtenidos en este
trabajo son similares a los reportados para moringa de Argentina (Benitez y
col., 2014), donde se encontré 73.31% de holocelulosa, y superiores a los de
Khider (2012) para moringa de Sudan con 68.5%. Tomando en consideracion
este factor, se infiere que el ecotipo “Sonora” seria mas apropiado para ser
utilizado en un bioproceso para la produccion de etanol, al contar con la mayor
proporcién de holocelulosa y menor de lignina. Sin embargo, las diferencias
gue existen entre este ecotipo, “Sinaloa” y “Elota” no son significativas
(p<0.05), por lo que de ninguna manera se pueden descartar estos ultimos.
Ademas, como también se mostré en Cuadro 19, el ecotipo “Sonora” fue el de
menor productividad de ramas de todos los estudiados. En cambio, el ecotipo
“Mojolo” fue el de mayor produccion de biomasa (tallos y hojas), por lo que lo
hacen, desde este punto de vista, como el mas apropiado para tal propadsito.

6 Productividad de biomasa lignocelul6sica de tallos

En el Cuadro 23 se presentan los comparativos de las cantidades
calculadas por hectarea (densidad de siembra de 1,667 plantas ha) de los
componentes de la biomasa de 6 ecotipos de M. oleifera. Como se aprecia en
dicho cuadro, a los 16 meses de la siembra, el mayor rendimiento por hectarea
de biomasa lignocelulésica de tallo fue obtenido claramente para el ecotipo
“Mojolo” (4,287.6 kg), seguida de “Culiacan” (3,598.8 kg) y “Guerrero” (3,518.8

kg). Para el resto de los ecotipos se obtuvieron rendimientos mucho menores.
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Cuadro 22. Proporciones de celulosa, hemicelulosa y lignina de la parte libre de extraibles de tallo de seis ecotipos

regionales de M. oleifera

Benitez y .

Fraccion Culiacén Elota Guerrero Mojolo Sinaloa Sonora col. Khlderl Mahmoluzd

1 (2012) (2013)*

(2014)

Celulosa 5587+1.75 a 5546+0.72ab 52.12+031 c 56.19+0.39 a 5448+0.82ab 53.18+0.73bc | 53.85 52.01 65.09
Hemicelulosa 13.88+0.96 ¢ 2297+156ab 21.71+297ab 17.88+197bc 21.77+0.14ab 26.30+1.83 a | 18.65 17.58 15.04
Lignina 30.25+1.38 a 2156+1.16bc 26.17+276ab 2592+234ab 23.75+0.95bc 2052+1.77 c 27.48 30.41 19.86°
Holocelulosa 69.75+138 b 78.43+1.16 a 73.83+276bc 74.08+234bc 76.24+0.95ab 79.48+1.77 a | 7250 68.50 80.13

** Obtenidos de la fraccion libre de extraibles (cenizas, carbohidratos solubles, proteinas y lipidos).

** Suma de celulosa y hemicelulosa. ! Valores calculados en base a los datos proporcionados por el autor. 2 Ramas jévenes de moringa. 2 Determinada como lignina

detergente &cida (ADL).
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De la lignocelulosa de los tallos del ecotipo “Mojolo” se obtendrian 2,708.8
kg de holocelulosa, la cual, mediante un proceso de segunda generacion,
podria rendir 1,384.2 kg de etanol, considerando una conversion de 51.1%
(Horisawa y col., 2019). Por otro lado, si se suma el total de la biomasa aérea,
para el ecotipo “Mojolo” se obtuvo un total de 6,229.6 kg ha. Esta cifra es
aproximadamente la mitad de lo reportado por Mendieta-Araica y col. (2012)
en Nicaragua, quienes obtuvieron 11,600 kg ha' a los 18 meses, a una
densidad de 100,000 plantas ha. Si bien la cifra dada por el autor sefialado
muy superior a lo obtenido en el presente trabajo, es necesario considerar que
en ella esta incluida la biomasa total producida en multiples cosechas, mientras
que en el presente trabajo s6lo se realizd6 un corte. También se deben
considerar los factores agroculturales y climaticos.También es importante
sefalar que el objetivo principal del presente experimento no es producir las
mayores rendimientos de biomasa, sino el aprovechamiento como coproducto
de los residuos lignocelulosicos de un cultivo destinado a la produccion de
aceite de la semilla.

Asi mismo, del Cuadro 23, se deduce que la lignina es el segundo
componente en importancia de la lignocelulosa. Esta es una materia prima
infravalorada, ya que practicamente sélo se ha usado como combustible en la
industria papelera. Sin embargo, se han venido desarrollando recientemente
aplicaciones de alto valor agregado, tales como termoplasticos (Sadeghifar y
col., 2012) y acidos humicos (Jeong y col., 2018). Para el caso de la hoja, el
ecotipo mas productivo fue “Mojolo”, de donde se obtendrian los mayores
rendimientos por hectarea de carbohidratos, proteinas y lipidos. Los
carbohidratos son los componentes mas abundantes en la hoja, destacando
nuevamente el ecotipo “Mojolo” con los mayores rendimientos por hectarea. A
futuro seria interesante probar la productividad de los ecotipos “Mojolo” y
“Guerrero” en la produccion de biomasa en un cultivo intensivo en la region

Noroeste de México
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Cuadro 23. Productividad calculada por arbol y por hectéarea de celulosa, hemicelulosa, ligninay holocelulosa de tallos
de seis ecotipos de M. oleifera al momento de la primera cosecha de semilla

Composicion de la hemicelulosa (%) Rendimiento por arbol (kg) Rendimiento por hectarea (kg)

Ecotipo | Extraibles! | Celulosa? | Hemicel? | Lignina? | Holocel? | Tallos | Celulosa | Hemicel. | Lignina | Holocel. | Tallos | Celulosa | Hemicel. | Lignina | Holocel. | Etanol
Elota 14.85 47.23 19.56 18.36 66.78 1.7 0.81 0.33 0.31 1.14 28450 | 1342.8 556.1 522.0 1898.9 | 970.3
Culiacan 13.68 48.23 11.98 26.11 60.21 2.16 1.04 0.26 0.56 1.30 3598.8 | 1734.6 430.9 939.2 | 21656 | 1106.6
Mojolo 14.65 47.96 15.26 2212 63.22 2.57 1.23 0.39 0.57 1.63 42876 | 2054.9 653.9 9479 | 2708.8 | 1384.2
Guerrero 13.22 4523 18.84 22.71 64.07 2.11 0.95 0.40 0.48 1.35 35188 | 1590.5 662.5 7986 | 2253.0 | 1151.3
Sinaloa 14.55 46.55 18.60 20.29 65.15 1.74 0.81 0.32 0.35 1.13 28984 | 13484 538.8 587.8 1887.3 | 964.4
Sonora 14.21 47.58 19.71 18.50 67.28 1.39 0.66 0.27 0.26 0.94 2319.7 | 1103.0 456.8 428.8 1559.8 | 797.1

1 Suma de proteinas, lipidos y cenizas del tallo. 2 Valores del cuadro 18, recalculados para expresarlos en porcentajes
absolutos en la madera.
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7 Productividad de macronutrientes de hojas

En el Cuadro 24 se muestran las cantidades de dichos nutrientes a los 16
meses de la siembra. Como se puede deducir, en orden de concentracién, los
carbohidratos son los mas abundantes, destacando nuevamente el ecotipo
“Mojolo”. El resto de los ecotipos presentaron valores muy por debajo de los
encontrados para “Mojolo”, del cual teGricamente en un cultivo de 1,666.67
plantas ha! se obtendrian de la hoja 326.9 kg de carbohidratos, 247.2 kg de
proteinas y 76.7 kg de lipidos. En estudios realizados en Nicaragua, Foidl y
col. (2001) estimaron que un cultivo intensivo de 1,000,00 de plantas de M.
oleifera ha' es capaz de producir 16.8 ton de proteinas, 17.8 ton de azUcares
y 4.9 ton de lipidos.

De los macro componentes presentes en las hojas de moringa, las
fracciones lipidica y proteica representan las de mayor interés comercial ya
gue a partir de ellas se pueden obtener alimentos, productos nutracéuticos y
medicinales. La riqueza de los nutrientes contenidos en la hoja la hacen una
fuente prometedora de alimentos para animales, como lo demuestran trabajos
recientes.(Nouman y col., 2014; Oghenebrorhie y Oghenesuvwe, 2016; Al-
Juhaimivy col., 2017; Biel y col., 2017; Castillo y col., 2018; Falowo y col., 2018;
Gandjiy col., 2018). En el caso del uso de la hoja para la alimentacion humana,
también se han realizado diversos estudios, encontrandose que es una opcién
interesante para ese proposito, siendo utilizada principalmente en la
suplementacién de alimentos como panes, galletas, sopas y productos
carnicos, lograndose incrementos en los valores nutricionales de los mismos y
buena aceptabilidad por parte de los consumidores (Liuy col., 2011; Al-Juhaimi
y col., 2015; Devisetti y col., 2016; Gopalakrishnan y col., 2016; Glover-
Amengor y col., 2017).

Si bien es cierto que los carbohidratos no representan una fraccién tan
atractiva economicamente, no debe desdefarse su posible aplicacion en
procesos biotecnolégicos. Asi mismo, de los azucares contenidos en la

biomasa se podrian obtener hasta 20,000 litros ha* de etanol.
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Cuadro 24. Productividad calculada por arbol y por hectéarea de lipidos, proteinas y carbohidratos de hojas de seis

ecotipos de M. oleifera a los 16 meses

Rendimiento por arbol (kg) Rendimiento por hectarea (kg)

Ecotipo Hoja seca | Lipidos | Proteinas Carbohidratos Hoja seca | Lipidos | Proteinas Carbohidratos Etanol
Culiacan 0.261 2.281 7.632 10.503 435.3 38.0 127.2 175.0 89.4
Elota 0.248 1.510 7.529 10.421 413.6 25.2 125.5 173.7 88.8
Guerrero 0.330 2.732 9.547 14.573 550.3 45.5 159.1 242.9 124.1
Mojolo 0.502 4.603 14.829 19.613 837.2 76.7 247.2 326.9 167.0
Sinaloa 0.209 1.827 6.243 8.312 348.5 30.4 104.0 138.5 70.8
Sonora 0.223 1.699 5.553 10.702 371.9 28.3 92.5 178.4 91.1
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8 Productividad de macronutrientes de semilla

Los macronutrientes de mayor interés en la semilla descascarada son los
lipidos y las proteinas. En el Cuadro 25 se presentan los célculos de los
rendimientos obtenidos por hectarea de estos dos componentes nutrimentales.
Como se desprende de este cuadro, el ecotipo “Sinaloa” es el de mayor
productividad de proteina y aceite provenientes de la semilla. Esto es debido
principalmente a la gran productividad de semilla descascarada, pues este
ecotipo alcanz6 una producciéon de 508 kg ha! de semilla descascarada a los
480 dias, que se traducen en 230 kg ha! de aceite y 171 kg de proteina. Para
el caso del aceite, estos valores son ligeramente inferiores a los reportados
por Ayerza (2012), quien obtuvo 268 kg hat en arboles de moringa de mas de
dos afos de la variedad PKM-1, mientras que en este trabajo se traté de un
cultivo de so6lo 16 meses. La intensidad de cultivo utilizada por el autor citado
anteriormente fue exactamente la misma del presente experimento. Es
importante sefialar que del aceite de la semilla de moringa se pueden obtener,
aparte de biodiésel, compuestos de alto valor agregado como tocoferoles y
carotenoides (Anwar y col., 2007; Raman y col., 2017). La pasta de la semilla
desgrasada se podria aprovechar como fuente de proteinas en alimentos para
animales y humanos (Ogunsina y col.,, 2010). Como se vera en la cuarta
seccién de este trabajo de investigacion, se demuestra la posibilidad del uso
de la semilla desgrasada de M. oleifera en la alimentacion de aves (Coturnix

japonica japonica).
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Cuadro 25. Productividad de proteinas y lipidos por arbol y por hectarea de las semillas descascaradas de seis ecotipos

de M. oleifera

Composicion (%)

Rendimiento por arbol (kg)

Rendimiento por Ha (kg)

Ecotipo Proteinas Lipidos Kernel Proteinas Lipidos Kernel Proteinas Lipidos
Elota 3151 48.23 0.170 0.054 0.082 283.34 89.28 136.65
Culiacan 36.95 42.63 0.175 0.065 0.075 291.67 107.77 124.34
Mojolo 35.18 41.73 0.196 0.069 0.082 326.67 114.92 136.32
Guerrero 32.77 40.62 0.096 0.031 0.039 160.00 52.43 64.99
Sinaloa 33.61 45.22 0.305 0.103 0.138 508.34 170.85 229.87
Sonora 36.91 40.75 0.112 0.041 0.046 186.67 68.90 76.07
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9 Seleccion de ecotipos de M. oleifera para biomasa y aceite

En la Figura 23 se presentan un resumen de los totales acumulados de las
distintas fracciones quimicas de la biomasa aérea de los 6 ecotipos
estudiados. En base a dichos resultados se puede deducir que para las
condiciones climaticas de la region (Municipio de Culiacan, Sinaloa), el mas
productivo en proteinas en hoja es sin duda “Mojolo”, siendo ademas el
segundo en produccion de semilla y aceite, por lo que bien podria ser
considerado interesante para un cultivo multiproposito.

En cuanto a la produccion de semilla y aceite, el ecotipo mas productivo
de los estudiados resulté el ecotipo “Sinaloa”.

Respecto al porcentaje de aceite contenido en la semilla, el ecotipo “Elota”
fue el de mayor proporcion, sin embargo, en términos de rendimiento no fue
tan alto como “Sinaloa”.

Por lo anterior seria de gran interés realizar experimentos de hibridacion
entre los ecotipos anteriores con el fin de obtener variedades que sumen las

mejores caracteristicas de sus progenitores.
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Figura 23. Rendimientos por hectarea (kg) de los principales componentes quimicos de tallo, hojay semilla de
ecotipos de M. oleifera a los 16 meses
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B PRODUCCION ENZIMATICA Y DE ETANOL DE HONGOS NATIVOS
EN Moringa oleifera
1 Recoleccion
a Primera etapa de recoleccion

En el Cuadro 26 y Figuras 24 y 25 muestran las caracteristicas
morfoldgicas de las cepas aisladas, asi como los lugares de recoleccion y los
sustratos donde fueron encontradas. Se encontraron un total de 49 carpéforos
de los cuales se aislaron 6 basidiomicetos y 13 ascomicetos, 12 de estos
ultimos encontrados en la madera de moringa. La baja sobrevivencia mostrada
se debio probablemente al uso de etanol al 70% e hipoclorito de sodio durante
el aislamiento. La cepa C1502, proveniente de un carpéforo seco de
Ganoderma sp. inicialmente fue clasificada como basidiomiceto, pero
posteriormente se reclasific6 como el ascomiceto Mucor circinelloides (Figura
25). El 68% de las cepas fueron aisladas de tallo de Moringa oleifera, el 16%
fue aislado de madera de naranjo proxima a los cultivos de moringa, un 10%
fue recolectado de material lefioso de otras especies de arboles alrededor del
cultivo de moringa. En aislamientos hechos a partir de madera de moringa en
México se encontraron cepas de Penicillum funiculosum, Cladosporium
cladosporioides y Fusarium verticillioides con gran capacidad de produccion
de celulasas (Vazquez y col., 2019). También se ha reportado evidencias del
ataque de Alternaria sp., Curvularia sp., Fusarium sp. y Cladosporium sp. en
plantulas de M. oleifera (Lezcano y col., 2014), por lo que se puede afirmar
gue los géneros y especies mencionados estan bien adaptados a crecer 0 a
descomponer madera de esa planta. De las 13 cepas de ascomicetos aisladas,
la identificacion morfolégica de esporas y colonias mostro que fueron de los
géneros Cladosporium (Cla y C1b), Aspergillus (C3a, C3b y C3c y C3d),
Penicillum (C5a y C5b), Fusarium (C6a y C7a), Curvularia (C7b), Alternaria
(C7a) y Mucor (C1502). De éstos, como se vera mas adelante, solamente
fueron identificados molecularmente las cepas C6a, C7a y C1502, por su
mayor conveniencia para ser utilizados en un CBP ya que demostraron tener

una mayor capacidad de produccién de etanol.
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Cuadro 26. Cepas fungicas recolectadas de material lignocelulésico en

diferentes sitios del Estado de Sinaloa (primera etapa)

Cepa Genero/especie Fecha Lugar Coordenadas Sustrato

Cla Penicillum sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0  oleifera

Clb Penicillum sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0 oleifera

C3a Aspergillus sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0  oleifera

C3b Aspergillus sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0  oleifera

C3c Aspergillus sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0  oleifera

C3d Aspergillus niger 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0 oleifera

Cba Penicillum sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0  oleifera

C5b Penicillum sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0 oleifera

Cé6a Fusarium equiseti 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0 oleifera

C7a Fusarium 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.

verticillioides Tecolotes 107°22'57.94"0  oleifera

C7b Curvularia sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0 oleifera

C7c Alternaria sp. 22-05-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera de M.
Tecolotes 107°22'57.94"0 oleifera

C150 Mucor circinelloides 14-08-15 Elota, Sin 23°58°34.2"N Ganoderma muerto

2 106°43°01.770 en guaje (Leucaena)

C150 Trametes sp. 14-08-15 Elota, Sin 23°58°34.2"N Madera de M.

3 106°43°01.770 oleifera

C150 Trametes sp. 16-02-16 Rancho 24°59'0.66"N Madera naranjo

4 Tecolotes 107°22'57.94"0  (Citrus sinensis)

C150 Pycnoporus 14-08-15 Rancho 24°59'0.66"N Madera naranjo

5 sanguineus Tecolotes 107°22'57.94"0  (Citrus sinensis)

C150 Trametes sp. 14-08-15 Elota 23°58°34.2°N Madera de M.

6 106°43°01.770 oleifera

C150 Trametes sp. 14-08-15 Elota, Sin. 23°58°34.2°N Madera de M.

7 106°43°01.7’0O  oleifera

C150  Pleurotus sp. 14-08-15 Higueras de  24°25'49.33"N Madera de arroyo

8 Urrea 106°41'34.63"0
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Cepa Especie identificada CuI A Microscopio Ox)
Cla Penicillum sp.
Cilb Penicillum sp.
C3a Aspergillus ochraceus
Cad Aspergillus niger
Cb5a Penicillium sp.
C6a Fusarium equiseti
C7a Fusarium verticillioides
C1502 Mucor circinelloides

Figura 24. Cultivo en PDA y vista al microscopio (40X) de hongos
ascomicetes de la primera etapa de recoleccion
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Cepa

1503
Trametes sp.

1504
Trametes sp.

1505
Pycnoporus
sanguineus

1506
Trametes sp.

1507
Trametes sp.

1508
Pleurotus sp.

Basidiocarpo

Cul

tivo PDA

Microscoio 4

0x

Sy

Figura 25. Carpo6foros, cultivo en PDA y vista al microhséo'bio (40X) de

hongos basidiomicetes de la primera etapa de recoleccién
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b Segunda etapa de recoleccion

En el Cuadro 27 se sefalan las cepas aisladas, los sitios y coordenadas
de los lugares de donde se recogieron, asi como los sustratos de donde fueron
obtenidas. Para la segunda recoleccion, todos los hongos fueron aislados a
partir de los cuerpos fructiferos. Se lograron aislar en total 9 basidiomicetes,
de ellos, las cepas Coriolopsis occidentalis Coc-2, Pleurotus opuntiae Ppu y
Pycnoporus sanguineus Pyc provenian de madera de moringa y el resto de
otros arboles. A diferencia de la primera etapa de recoleccién, en ésta todos
los microorganismos que se recolectaron se lograron cultivar en PDA. Para
ello se prescindié del uso de etanol e hipoclorito de sodio, recurriendo a una
diseccion directa y extraccion de un trozo pequefio del interior del carpoforo.

2 Identificacion morfolégica

Enseguida se hace una descripcion de las caracteristicas morfologicas de
las especies de hongos identificados.

a Trametes polyzona (Coc-1y Coc-2)

T. polyzona (Sin. Coriolopsis occidentalis) (cepas Coc-1 y Coc-2)
presentaron las siguientes caracteristicas. Basidiocarpos anuales, pileados y
sésiles, algunos resupinados; pileo aterciopelado a hirsuto, mas raramente sin
pelos, zonados a azonados, amarillentos a pardo oscuro (Fig. 26a, 26d),
algunos grisaceos cuando son hirsutos; superficie de poros concoloros, en
algunas especies con una floracion grisacea a azul, poros redondos a enteros,
pequefio a moderadamente grande; contexto dorado a marrén oscuro, no
delimitado claramente hacia la cubierta pilear; sistema de hifas trimitico; hifas
generativas hialinas (Figura 26c¢, 26f), de paredes delgadas, con pinzas; hifas
esqueléticas de paredes gruesas a soélidas, ciandfilas, hialinas, de color
ocraceo a marrén dorado intenso; union de hifas de paredes gruesas y
concoloro con hifas esqueléticas, cistidios ausentes; esporas hialinas,
cilindricas a oblongas-elipsoides, lisas, de paredes delgadas. Contexto de
canela a marron oscuro. Basidiocarpos mas gruesos de 3 mm, coriaceos a
duros, superficie superior de color blanco rojizo, amarillento a pardo grisaceo,

tomentoso a hirsuto.
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Cuadro 27. Cepas de basidiomicetes de la segunda etapa de recoleccion

en diferentes sitios del Estado de Sinaloa

Cepa eGenero/especi Fecha Lugar Coordenadas Sustrato

Coc-1  Trametes 7-11- Elota, Sin. 23°58'34.2’N Madera de bolillo
polyzona 18 106°43°01.770 (Hesperalbizia

occidentalis)

Coc-2 Coriolopsis 9-11- Tepuche, 24°56'0.78"N Madera de Moringa
occidentalis 18 Culiacén, Sin.  107°21'42.75"0  oleifera

Gap Ganoderma 7-11- Elota, Sin. 23°58°34.2°N Madera de vinolo
oregonense 18 106°43°01.7°0 (Acacia cochliacantha)

Gst Lenzites 7-11- Tecorito, 24°59'11.25"N Madera de guamuchil
betulina 18 Culiacan, Sin.  107°23'22.32"0  (Pithecellobium dulce)

Hhy-1 Hexagonia 7-11- Elota, Sin. 23°58°34.2°N Madera de eucalipto
hydnoides 18 106°43°01.7°0 (Eucalyptus melliodora)

Hhy-2 Hexagonia 7-11- Tecorito, 24°59'11.25"N Madera de guasima
hydnoides 18 Culiacan, Sin.  107°23'22.32"0  (Guazuma ulmifolia)

Ppu Pleurotus 9-11- Tepuche, 24°56'0.78"N Madera de M. oleifera
opuntiae 18 Culiacan, Sin.  107°21'42.75"0

Phe Fuscoporia 7-11- Tecorito, 24°59'11.25"N Madera de vinolo
mesophila 18 Culiacén, Sin.  107°23'22.32"0  (Acacia cochliacantha)

Pyc Pycnoporus 9-11- Tepuche, 24°56'0.78"N Madera de Moringa
sanguineus 18 Culiacén, Sin.  107°21'42.75"0  oleifera

189


https://es.wikipedia.org/wiki/Eucalyptus_melliodora

- Cultivo en
Cepa Basidiocarpo PDA Estructuras

Coc-1
Trametes
polyzona

Coc-2
Coriolopsis
occidentalis
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Ganoderma
oregonense

Gst
Lenzites
betulina

Hhy-1
Hexagonia
hydnoides
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Figura 26. Hongos basidiomic
la primera columna se muestran los basidiocarpos; en la segunda el cultivo

segunda etapa de recolecciéon. En

en PDA; en latercera, estructuras vegetativas y/o esporas caracteristicas

190



Basidiocarpo coriaceo, poros angulares a redondos, basidiocarpo
raramente por encima de 1 cm de espesor. Pileo tomentoso a hirsuto en
colores amarillentos a pardos. Pileo, tubos y contexto marrén dorado a ocraceo
oscuro, superficie de los poros uniformemente marrén amarillento a marrén
palido. Coloracién blanca de micelio en PDA. En el cultico en medio sumergido
con M. oleifera presento estructuras parecidas a clamidosporas (Figuras 26¢ y
26f). En este punto, la diferencia que existié entre la cepa Coc-1 y Coc-2
consistio, en que, en la primera, dichas estructuras se separaban de las hifas
dando lugar aparentemente a esporas verdaderas (Figura. 26c¢), mientras que,
en la segunda, permanecian unidas a ellas (Figura 26f). Estas Ultimas son
similares a las reportadas por Lueangjaroenkit y col. (2018). Es interesante
sefialar que no hay consenso sobre la clasificacion de esta especie. Algunos
autores la mencionan como Trametes polyzona, otros como Coriolopsis
polyzona y otros como C. occidentalis (Gilbertson y Ryvarden, 1986;
Valenzuela-Garza, 2000; Valenzuela y col., 2002; Ryvarden, 2004; Raymundo
y col., 2015; Valenzuelay col., 2016). Probablemente, se trate de dos especies
diferentes y seria de gran interés un estudio molecular de las dos cepas para
aclarar esta duda (Valenzuela-Garza, 2020, comunicacion personal).

b Ganoderma oregonense (Pers.).

Las caracteristicas que se consideraron para la identificacién morfolégica
de esta especie se tomaron de Torres-Torres y col. (2015), y que a
continuacion se describen (Figuras 26 g-i). Basidioma de 7-23 x 10-30 cm y
hasta 12 cm de espesor, anual, principalmente sésil a subestipado,
generalmente con base contraida, simple o rara vez imbricado, suave cuando
esta fresco, muy ligero en peso en seco. Pileo redondeado-flabeliforme,
superficie mate a semibrillante con restos de brillo, con costra lacada,
agrietado después del secado pero dificil de eliminar, ligeramente azonado;
marron rojizo oscuro a casi negro cerca de la base, luego marrén violeta a
henna, mas clara en la periferia, algunos ejemplares completamente de color
negro rojizo, como en el caso del ejemplar analizado en este estudio; margen
mas claro que la base a concoloro, espeso. Subestipite de 4-13 x 4-4.5 cm,

cilindrico, negro rojizo, mas oscuro que el pileo. Contexto 2.4-11.3 cm de
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grosor, corchoso suave, duplex, azonado, blanco anaranjado, marron claro o
guemaduras solares a siena cruda cerca de los tubos, con una franja fina color
albaricoque debajo de la corteza lacada, sin bandas resinosas. Poros de 3-4
por mm, blanco amarillentos; tubos de 0.3-0.6 cm de espesor, estratificados a
no estratificados, fragiles, color marrén violaceo claro, casi concoloreado con
la parte inferior del contexto. Sistema hifal trimitico. Hifas generativas de 2.5 a
5.5 um de didmetro, conexiones con fibulas conspicuas. Hifas esqueléticas de
2-10 um de didmetro, paredes gruesas, algunas con lumen estrecho, no
tabicado o tabicado cerca del apice, no ramificado a arboriforme. Union de
hifas de 3-8 um de didmetro, de paredes gruesas. Pileipellis tipo
crustohimenidermo, células de 44-102 x 6.5-20 um de didmetro, estrecho a
ampliamente clavado, con abrazaderas basales llamativas, sin protuberancias
0 solo una uno, de paredes gruesas. Basidiosporas 10.8-14.4 x 7.2-9.6) um,
Q =1.5-1.78, de elipsoide a oblongo, apice subagudo, sin poro germinal apical
visible, solo observado en basidiosporas inmaduras; exosporios con pilares
entre paredes de 0.6-0.8 um de espesor, sublibres. Basidios 24-40 x 7-9 um,
claviformes, hialinos. Cistidios en el himenio 16-28 x 3-5.5 um, fusiforme a
estrechamente utriforme, algunas con escasas protuberancias, de paredes
delgadas, hialinas a amarillentas.
Cc Lenzites betulina (L.)

Este hongo fue primeramente etiguetado como Gloeophyllum striatum
(Gst), un hongo de pudricién parda, pero un analisis a fondo indicé que se
trataba del hongo de pudricion blanca L. betulina. La colonia forma una estera
micelial muy espesa y densa, blanca, con bordes lisos, algodonosa en el
medio, mas o menos lisa, sedosa en el borde (Figura 26k). En las paredes se
forma un anillo micelial algodonoso suave, de 0.5 cm de espesor, 1 cm de alto,
con borde denticulado, a veces crema. El sistema hifal es dimitico. EI micelio
sumergido y de la zona de avance presenta hifas generativas, ramificadas,
septadas, con conexiones fibulas hialinas, de 2.2 a 4.5 uym de didmetro. Micelio
aéreo presente hifas generativas e hifas esqueléticas muy numerosas,
hialinas, paredes gruesas refringentes y con lumina estrecha, sin septos,

ocasionalmente ramificados, de 1,5-3 (4) ym de diametro. La descripcion
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anterior del cultivo coincide plenamente con lo publicado por Petre y Tanase
(2013). Esta especie ha sido previamente reportada en varios estados del pais
(Valenzuelay col., 2002)
d Hexagonia hydnoides (Sw.) M. Fidalgo

Basidioma anual, raramente perenne, sésil, pileado, de color oscuro, casi
negro, estrechamente unido al sustrato por una porcion pilear gruesa y
pequefia de 20-85 x 23-50 x 7-10 mm. Consistencia mas flexible y coridcea en
fresco, rigida al secarse. Pileo dimidiado a flabeliforme, convexo o plano,
superficie superior de color marron oscuro a casi hegro, al principio
densamente cubierto con pelos ramificados oscuros de hasta 6 mm de largo,
erectos o postrados, que pronto se caen por completo o0 en zonas concéntricas,
rara vez glabras, pero a menudo brillantes. Margen fino, agudo, entero o
ligeramente inciso y lobulado, concoloreado con la superficie. Capa de poros
ocre a marrén oscuro con un tinte grisaceo distintivo, poros redondos a algo
irregulares, 3-4 por mm, diseminacion gruesa y entera, tubos pruinosos,
marrén a gris, de una sola capa, ocasionalmente con algunas capas indistintas
0.1-1 cm de largo. Contexto marrén canela a marrén oscuro, de 1-10 mm de
espesor, pero generalmente muy fino. Hifas generativas hialinas, de paredes
finas y con pinzas, 2-2.5 um de ancho, hifas esqueléticas de amarillo a marrén
palido, de paredes gruesas, a veces con pocos tabiques simples secundarios,
de 3-6 um de ancho. Unién de hifas hialinas a amarillentas con paredes
ligeramente engrosadas, de 1.5-2.5 um de diametro débil a fuertemente
ramificado. Los pelos pileares estan dominados por hifas esqueléticas
paralelas de color marron amarillento. Cistidios con hifas cistoides y
pseudosetas ausentes. Esporas cilindricas, hialinas, lisas y de paredes
delgadas 11-13.5 x 3.5-4.5 um, no amiloideas.

e Fuscoporia mesophila

Estos especimenes, inicialmente clasificados como Phellinus sp. (Phe)
fueron posteriormente identificados morfolégicamente como F. mesophila, de
acuerdo a la informacion obtenida de Raymundo y col. (2013). Es un hongo
gue habita en México en las zonas boscosas de varios estados. En el estado

de g no ha sido reportado. Dentro de sus principales caracteristicas, de
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encontré que posee basidioma perenne, de 40-150 x 20-80 x 10-50 mm,
triquetro a conchado, entre pileado y sésil, algunos especimenes imbricados,
bien adheridos al substrato. La consistencia es lefiosa y muy dura cuando esta
seco. El pileo es convexo, semicircular, marron en el margen en las partes
jovenes y marron dorado a marrén grisaceo cuando maduro y marrén oscuro
cuando viejo; glabrescente cuando viejo o hacia la base, zonado a sulcado,
con surcos concéntricos bien definidos con la edad. Margen estéril, de color
marron dorado, marrén brillante a marrén canela, agudo a obtuso, velutino,
ondulado. Himendforo poroide, de marron amarillento a marrén oscuro,
iridiscente (Figura 26w); poros circulares, de 6-8 poros por mm, bordes enteros
y gruesos, velutinos; tubos de hasta 15 mm de profundidad, concoloros
alosporos, rellenos de micelio amarillento. Contexto simple lefioso de hasta 15
mm de grosor de color marrébn mostaza a marron. Sistema hifal dimitico, con
hifas generativas de 2.4-3.2 mm de diametro, sinuosas a rectas con septos
simples, hialinas, amarillentas a marrén amarillenta, algunas bifurcadas, con
paredes delgadas y se entrelazan; hifas esqueléticas de color marrén 6xido
con paredes gruesas de 0.8-1.6 mm de grosor, con lumen amplio, no
ramificadas, de 3.2-4 mm de diametro. Hifas del septo y la trama con cristales
incrustados. Setas himeniales de 28-40 x 6.4-8.8 mm, angostamente
subuladas, marrén amarillento, con paredes gruesas de 1.6-4 mm de grosor,
con apices rectos y agudos. Basidios no observados. Basidiosporas de 4-4.8
x 3.2-4 mm, subglobosas a ovoides, hialinas, lisas, con pared delgada. En
cultivo produce un micelio marron amarillento, como las setas.
f Pleurotus opuntiae (Durieu & Lev.) Sacc.

Para la identificacion morfologica de esta especie se consultd
principalmente a Zervakis y col. (2018) quienes la describen con las
caracteristicas enseguida detalladas, la mayoria de las cuales se pudieron
corroborar en los ejemplares que se colectaron. Aunque el sustrato en que
normalmente se encuentra en su medio natural son cactaceas (de alli su
nombre), puede infectar madera de otros arboles, como en el caso del
presente trabajo, que fue aislado de M. oleifera. Suele confundirse con P.

djamor con el cual esta estrechamente relacionado genéticamente, y en menor
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grado, con P. pulmonarius (Zervakis y col., 2018). Basidiomas gregarios,
cespitosos o imbricados; pileo de 5 a 10 cm, aconchado, reniforme o
flabeliforme, inicialmente convexo y después aplanado a céncavo, margen
levemente involucionado; blanquecino, luego crema o beige, radialmente
fibrilosa adpresa a escamosa; cuticula parcialmente separable. Lamelas
profundamente decurrentes, onduladas, con laminillas anastomosadas cerca
del tallo, de color blanco y luego crema a crema amarillento, apifiadas, ancho
1-2 mm. Estipite rudimentario, corto, excéntrico o lateral, blanquecino, luego
crema o beige. Carne tierna, luego fibrosa, blanca; olor débil, fungoide; sabor
suave. Blanco con estampado de esporas. Sistema hifal dimitico; hifas
generativas de 3-6.5 mm de didmetro, hialinas, de paredes delgadas a
ligeramente gruesas (hasta 1 mm de espesor), con fibulas numerosas y
prominentes, moderadamente ramificadas, apretadas entretejidas en la trama
de pileo y estipite; hifas esqueléticas de 3-5 mm de didmetro, aseptadas y
poco ramificadas, hialinas, paredes gruesas (hasta 2.5 mm), solidas,
progresivamente (con la edad) dominantes en la trama del pileo y estipite,
generalmente presentes en la trama de las laminillas, la cual es irregular.
Basidiosporas de 10.1 x 4.6 um en promedio, de elipsoide-oblongas, hialinas,
de paredes delgadas, no amiloide o dextrinoide, apéndice hilar lateral, corto e
indistinto, con depresién suprahilar poco profunda. Basidios 25-42y 6 a 8 um,
claviformes delgados a subcilindricos. Pleurocistidios ausentes; sin embargo,
se observaron basidioles fusoides ligeramente proyectados. Laminillas con
borde estéril, queilocistidios (pseudocystidia) que surgen de tramal de hifas
generativas, 19-44 y 6-9.5 mm, en grupos, muy variable en forma, méas a
menudo subcilindrica a subclava, de lo contrario obovadas a utriforme o
piriforme, y luego hasta 19 mm de ancho, o polimorfico, curvado, rostrado con
excrecencias digitiformes; hialino, de paredes delgadas a paredes ligeramente
gruesas, sujetado en la base. Pileipellis con cutis delgado de hifas periclinales,
con apices cilindricos 37 mm de diametro, en el disco parcialmente ascendente

y tortuoso y sujetado.
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g Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill, Bull. Torrey

Basidioma de 20-60 x 22-30 x 1-3 mm., anual sésil. Pileo en los
especimenes viejos de color anaranjado rojizo a casi blanco. Himenoforo de
color anaranjado rojizo (Figura 26x). Contexto de 2mm. de grosor, de colores
blanco, rosa-anaranjado. En cultivo, un fuerte color naranja a rosado salmon
es similar al color del basidioma (Figura 26y). Esta es una caracteristica muy
importante para el facil reconocimiento de las especies en cultivo. Nuestros
resultados concuerdan con los presentados por Nobles (1965), Bettucci y
Guerrero (1971) y Wright y Deschamps (1975). Neves (1998) observo la
formacion de clamidosporas y cristales romboides cerca de la superficie de la
estera, caracteristicas ausentes en los cultivos estudiados en este trabajo.

3 Identificaciéon molecular
a Ascomicetos productores de etanol

Para la identificacion molecular, el ADN de cada aislado se analizo
mediante PCR utilizando los cebadores universales ITS1 e ITS4 que
amplifican fragmentos de aproximadamente 500 pb de tamafio.

1) Cepa C6a

Los amplicones completos obtenidos por el iniciador ITS1 e ITS4 para la
cepa Fusarium equiseti C6a son los siguientes:

ITS1

TTEECTCEAGTCACTCCAACCCCTETEACATACCTATACGTTGCCTCGECGEATCAGCCCECEGCCCCEGTAARACGEEAC G
GCCCECCCGAGGACCCCTARAC TC TGTTTTTAGTGGAAC T TC TGAGTARRACARACAAATAAATCARAA A CTTTCARCARC
GEATCTCTTEETTC TG ATCGATGARGRAACECAGC AR R A TECGATARGTAA TG TEARTTGCAGRATTCAGTGRAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTEGCGCCCGCCAGTATTC TEECGEECATECCTETTCEAGCGTCATTTCAACCCTCARGCTCAG
CTTEETETTEECACTCGCGETAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGECEETCACETCGAGC TTCCATAGC GTAGTAATCAT
ACACCTCGTTACTGGTAATCETCGCGGCCACGCCGTARAAACCCCAACTTC TEAATGTTGACCTCGEATCACGGTAGEAATA
CCCGCTEARAC TTARACGCATATCARRAGCCGEAGGAGARC TCATTACGAGT T TACAACTCCCACACCCTGTEAARCATACTAT
ACTTEECCCCECEEAACGCCECCCCETARAAAGGGAGGCCECCEAGGEACCC TARACTCTETTTTTAGTGEAACTTCTGAG
TAAARACAACAAATARATCAAAACTTTCAACAACGGACTC TTGETTC TEECATCGATGAAGARACGCACATAATGC GATGAG
TAATGETGAATTGCACGAAAGTCGTGGAATCAGCGARATC TC TETACGCACATTGCGACCGCCAGCTAGTTC TTGEGEGEC A
TECTETTCGAGC G TCTTTGCAC TC TCATCATCGTEEETTE T TETGEACTCGEC TEEARACCCETCTTCARGTCGATTAGEE
AGEETCAGCGCETCTC TATAACGAATGAA A TATAGAACCGC TCATGTEETGATC TEGCCGECCTCCCACCAATTACCGAGT
AGTCETAGTAGC TETETGAGTACCGCTGEATATEAACE

ITS4

ATGACTGGCATCTACTGATCCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGEETTTTACGEGCGTEECCGCGACGATTACCAGTARACGAS
GTGTATGATTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTEACCGCCAATCGATTTEGEEAACGCEEETTACCGCGAGTCCCAACAC
CAAGCTGAGCTTGAGGGTTGAAATGACGC TCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGUGEGCGCAATETGCGTTCARAS
ATTCEATGATTCACTGAATTC TGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGC TGCGTTCTTCATCGATGCCAGARCCAAGAS
ATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTGTT TG TTTTACTCAGAAGTTCCACTARAAAACAGAGTTTAGGGETCCTCGGEGET
GEGECCETCCCETTTTACGEGECGCGEECTEATCCGCCGAGGCAACGTATAGETATGTTCACAGEGETTTGEGAGTTGETAR
ACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGETACCCCTTACGAGAAA A TCATTACCGAGTTTAAACTCCCAAACCCTETGAACATAC
CTTTACATTGCCGEGECEEAACACCGCCCCETARAARAGEGACGGCCGCCCGAGGACCC TAARACTC TG TTTTTAGTGGAACTT
CTGAGTGAARACAACARATARAATCARACTTTCAACARCGGACTTGETTC TGECATCGATAAGAAGCACGGAATGCGATAS
TAATETEAATTGCAGAACTCAGTGAATCACGTAGCTETGAACGCAATGCGCEGCEETATTCTGEGCGEECATECGATTCGAR
GCGTCATTTCAACCTACGCCTCGACTTGGETGETGEEACTGCGEETGACCGEGCTTACAACATCGATTGGCETTACTTCGC
GTCCTGECEEEATAATGATACCACTCGATGTC TETATGCGTCGTAGEAATGCAACAGETAGC TTGEAATGEETTEACACTC
GTACTCAGCATGCAAGTCGGAGRAGATCTGET
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Los amplicones editados mediante Editseq produjeron la siguiente
secuencia consenso ITS1, 5.8S rARN e ITS2 de 493 nucledtidos, la cual fue

depositada en el banco de genes del NCBI con el nimero de acceso

MN128958:

TCCGTAGGTG
AAACGGGACG
CAAACAAATA
GCAGCAAAAT
CGCACATTGC
CAAGCTCAGC
ACGTCGAGCT
GCCGTAAAAC
AATAAGCGGA

AACCTGCGGA
GCCCGCCCGA
AATCAAAACT
GCGATAAGTA
GCCCGCCAGT
TTGGTGTTGG
TCCATAGCGT
CCCAACTTCT
GGA

TACCTATACG
GGACCCCTAA
TTCAACAACG
ATGTGAATTG
ATTCTGGCGG
GACTCGCGGT
AGTAATCATA
GAATGTGACC

TTGCCTCGGC
CTCTGTTTTT
GATCTCTTGG
CAGAATTCAG
GCATGCCTGT
AACCCGCGTT
CACCTCGTTA
TCGGATCAGT

GGATCAGCCC
AGTGGAACTT
TTCTGGCATC
TGAATCATCG
TCGAGCGTCA
CCCCAAATCG
CTGGTAATCG
AGATGCCAGT

GCGCCCCGTA
CTGAGTAAAA
GATGAAGAAC
AATCTTTGAA
TTTCAACCCT
ATTGGCGGTC
TCGCGGCCAC
CATGCATATC

2) CepaC7a
Los amplicones completos obtenidos por los iniciadores ITS1 e ITS4 para
Fusarium verticillioides C7a son:
ITS1

GCGACGCTTGTCTCCACGCTCGACTCCTCCAACCCCTGTGACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGE
TAAAACGGGACGGCCCECCAGAGGACCCCTAAACTCTETTTCTATATGTAACTTC TGAGTARAACCATAAATAAATCARR
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCECCAGTATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCETCATTTCAAC
CCTCAAGCCCAGCTTGETGTTGGGACTCGCGAGTCARATCGCGTTCCCCARATTGATTGGCGETCACGTCGAGCTTCCAT
AGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCEGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGA
TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATARGCGGAGGAAACATCCTTATCAAARATTATCTTCTTATCTTC
CGGACATAATATTGATTACTCAGCTATTAATCTCACGACTAACAGGAAGATCCTTCGARGAAAGGATGCCTGACTATGTCT
CGTCCGGCCTTTGAGACCATAATATGTAGGTTAA

ITS4

GGCTATGGTTCTAGCGGGGETCAGGCTCTACATGATCCGAGGTCAACATTCAGARAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCGCGA
CGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGGGGAACGCGATTTG
ACTCGCGAGTCCCAACACCAAGCTGGGECTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGG
CGCAATGTGCGTTCARAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCARATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGARAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGARAACAGA
GTTTAGGGGETCCTCTGGCGGGCCETCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAG
GGGETTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAAGATCATTACGAGTTTACCCTCCTTCT
TETGAACTTCCAATTGATGCCCCCGCAATCATCGCTCCGTAAARAGGTAGGCCGACAAGGACCCTAACCTCTGTTTCTCT
GTCTGACTGCCGAATAARACATATATTAATCAARATTTTCACAAGGAATCTTTGGTTCGGAATGAAGAAGAAGGACTCARA
AGCGTAAGTAATGTGCATTGAGARATCACGCATCAAGAATTTTTGAACGCAATTGTGCCACACTATTTGGGEGETGTGCT
GATTCAAAGTCAATTCCCCCAGATGTTTGTT

La secuencia consenso ITS1, 5.8S rARN e ITS2 fue de 414 nucleétidos y
se depositd en el banco de genes del NCBI con el nimero de acceso
MN128959:

TCCGTAGGTG
cGGCccaeea
ATAAATCAAA
AATGCGATCA
TGAACGCACA
CCCTCAAGCC
GCGGTCACGT

AACCTGCGGT
GAGGACCCCT
ACTTTCAACA
AAATGCGATA
TTGCGCCCGC
CAGCTTGGTG
CGAGCTTCCA

TGTTGCCTCG
AAACTCTGTT
ACGGATCTCT
AGTAATGTGA
CAGTATTCTG
TTGGGACTCG
TAGCGTAGTA

GCGGATCAGC
TCTATATGTA
TGGTTCTGGC
ATTGCAGAAT
GCGGGCATGC
CGAGTCAAAT
GTAAGCATAT
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CCGCTCCCGG
ACTTCTGAGT
ATCGATGAAG
TCAGTGAATC
CTGTTCGAGC
CGCGTTCCCC
CAATAAGCGG

TAAAACGGGA
AAAACCATAA
AACGCAGCAA
ATCGAATCTT
GTCATTTCAA
AAATTGATTG
AGGA



3) Cepa C1502
Los amplicones completos obtenidos por los iniciadores ITS1 e ITS4 para
Mucor circinelloides C1502 son:
ITS1

GTGCTTATTCATAATTTTGGCTTGTCCATTATTATC TATTTACTGTGAAATGTATTATTACTTGACGCTTGAGGGATGCT
CCACTGCTATAARGGATAGGCGGTGGGGATGCTARCCGAGTCATAATCAAGCTTAGGCTTGGTATCCTATTATTATTTACC
ARAAGAATTCAGAATTAATATTGTAACATAGACCTAAAAAATC TATAAAACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAACGTAGCAAAGTGCGATAACTAATGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAAC
TTGCGCTCATTGGTATTCCAATGAGCACGCCTGTTTCAGTATCAAAACAAACCCTCTATCCAACATTTTGTTGAATAGGA
ATACTGAGAGTCTCTTGATCTATTC TGATC TCGAACCTC TTGAAATGTACARAAGGCCTGATC TTGTTTGAATGCCTGAAC
TTTTTTTTAATATAAAGAGAAGCTCTTGCGGTAAACTGTGCTGGGGCCTCCCAAATAATACTTTTTTTAAATTTGATCTG
ARATCAGGCGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATGACCCGCGGAAARAAGAARAGTTCATTAAATAATCAATAAT
TTTGGCTTGTCATTATTATCTATTTACTGTGAAATGTATTATTACTTGACGC TGAGGGATGCTCACTGCTATAGGATAGG
CGGETGGGEGATGCTAACGAGTCATAATCAAGCTTAGGC TTGGTATCTATTATTATTTACAARAAGAATTCAGAATTAATATT
GTACATAGACTAAAAATCTATARACACTTTTAACAACGGATCTCTGGTTCTCGCATCGATAAGAACGTAGCAAAGTGCGA
TACTAAGTGATTGCATATTCGTGAATCATCAGTCTTTGACGCACTGGCTCATGTATTCATGAGCAGCTGTTTCAGTATCA
ARCAAACCTCTTTCCCACATTTTTTGTATAGGAAGACGAGAGAAGC TCGGGTGTTCTTATTCAGATC TCGCTAAGTARAG
CCGACACGTGTTGTGATGCCTGACCATATTTTTATATTAGTAARAGACTCGCTGGTGCAGAGCTGTGGGGCGGCCCACAC
ARATTTATCGACACGCGGGCGTCCACGCTAGTACGATACCGAGAGATGATAT

ITS4

AATGACTGGGCATCCGCCTGATTTCAGATCAATTTARARARAAGTATTATTTGGGAGGCCCCAGCACAGTTTACCGCAAGA
GCTTCTCTTTATATTAAARAARAGTTCAGGCATTCAAARCAAGATCAGGCCTTTGTACATTTCAAGAGGTTCGAGATCAGA
ATAGATCAAGAGRCTCTCAGTATTCCTATTCRAACAARAATGTTGGATAGAGGGTTTGTTTTGATACTGARRCAGGCGTGCT
CATTGGRATACCRATGAGCGCAAGTTGCGTTCARAGACTCGATGATTCACTGAATATGCARATTCACATTAGTTATCGCAC
TTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTARRAGTTGTTTTATAGATTTTTTAGGTCTATGTTA
CAATATTAATTCTGAATTCTTTTGGTARATAATARTAGGATACCAAGCCTAAGCTTGATTATGACTCGGTTAGCATCCCC
ACCGCCTATCCTTATAGCAGTGGAGCATCCCTCAAGCGTCAAGTRAATAATACATTTCACAGTARATAGATRATAATGGAC
AAGCCARAATTATTGATTATTTAATGATCCTTCCGCAGGTACCCCTTACGGAAGAAGAGTCATTAAATAATCAATAATTT
TGEGCTTGTCCATTATTATC TATATACTGTGARATGTATTATTACTTGACGC TGAGGGATGC TCACTGCTATAGGATAGGC
GGETGEEGATGCTACGAGTCATAATCAAGCTAGGCTTGGTATCTATTATTATTACAARAGAATTCAGAATARTATGTAACA
TAGACTAAARATCTATARACAACTTTACAACGGACTTGGTTCTGCATCGATAAGAACGTAGCARGTGCGATACTAAGTGA
AATGCRATTCGTGAATCATGAGTCTTTGACGCACTGCGCTCATGGTATTCATGAGCAGGCGTTCAGTATCAARCARARCCC
TCTTCTCACCATTTTTTTGTATATAGAAGATCAGAGAGGACCTCGTGCGATTCTCGAGCTCTGGTCATCTCGGCAGATCR
AGAGCAGGACTACTCTTTTTATCGTCGACACATCACTATTTATTATTGGAGGGCGTATCGCTGACAATACGTGGCGCGCG
TGCAAACATCGTTTTGTGACTACGACCGATGCACTCTCAACTAGACTCCGGGAGGAGAA

La secuencia consenso ITS1, 5.8S rARN e ITS2 fue de 514 nucleétidos y
se depositd en el banco de genes del NCBI con el nimero de acceso
MN128960:

TCCGTAGGTG
CCACTGCTAT
GTATCCTATT
ATCTATAAAA
AAAGTGCGAT
TTGCGCTCAT
CAACATTTTG
TGAAATGTAC
AGCTCTTGCG

AACCTGCGGT
AAGGATAGGC
ATTATTTACC
CAACTTTTAA
AACTAATGTG
TGGTATTCCA
TTGAATAGGA
AAAGGCCTGA
GTAAGCATAT

TACTGTGAAA
GGTGGGGATG
AAAAGAATTC
CAACGGATCT
AATTGCATAT
ATGAGCACGC
ATACTGAGAG
TCTTGTTTGA
CAATAAGCGG

TGTATTATTA
CTAACCGAGT
AGAATTAATA
CTTGGTTCTC
TCAGTGAATC
CTGTTTCAGT
TCTCTTGATC
ATGCCTGAAC
AGGA
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CTTGACGCTT
CATAATCAAG
TTGTAACATA
GCATCGATGA
ATCGAGTCTT
ATCAAAACAA
TATTCTGATC
TTTTTTTTAA

GAGGGATGCT
CTTAGGCTTG
GACCTAAAAA
AGAACGTAGC
TGAACGCAAC
ACCCTCTATC
TCGAACCTCT
TATAAAGAGA



b Basidiomiceto Coc-1

Los amplicones obtenidos por los iniciadores ITS1 e ITS4 para Coc-1

fueron:

ITS1

GTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGT
TGGCGTGGGCTTCGGACCTCCGGGTTCGAGGCATTCTGCCGGCCTATGTACACTACAAACTCCGAAGT
AACAGAATGTAAACGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGAATTCTCAACCC
ATAGATCCTTGTGGTCTACGGGCTTGGATTTGGAGGCTTGCCGGCCCTTACACGGGGTCGGCTCCTCT
TGAATGCATTAGCTTGATTCCGTGCGAATCGGCTTTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGGCCGTGA
AGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCGTTAGGACAACTTCTTGACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGA
CTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAGCCGGGGAGGAAGAACATTAACGAGTTTT

ITS4

GCTACAACCCGTTTCAAAACTCGTTAATGATCCTCTTCCCGTAGGGTAACCTGCGGAAGGATCATTAA
CGAGTTTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTGCTCATCCACTCTACACC
TGTGCACTTACTGTAGGTTGGCGTGGGCTTCTGACCTCCCCCCCCCCCGCATTCTGCCGGCCTATGTA
CACTACAAACTCCGAAGTAACAGAATGTAAACGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGCAACGG
ATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTG
TCATGGAATTCTCAACCCATAGATCCTTGTGGTCTACGGGCTTGGATTTGGAGGCTTGCCGGCCCTTA
CACGGGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTGATTCCGTGCGAATCGGCTTTCAGTGTGATAATTG
TCTACGCTGTGGCCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCGTTAGGACAACTT

La secuencia consenso ITS1, 5.8S rARN e ITS2 fue de 543 nucledtidos y
se depositd en el banco de genes del NCBI con el nimero de acceso
MN128598.1, como Trametes polyzona COPELOO1. Este ultimo nombre
proviene de “COP”, que significa Coriolopsis polyzona, sin6bnimo de T.
polyzona, “ELQO” de Elota, lugar de colecta, y “01” es el numero consecutivo de

ejemplar de esa especie y lugar.

TCCGTAGGTG
AAACGGGACG
CAAACAAATA
GCAGCAAAAT
CGCACATTGC
CAAGCTCAGC
ACGTCGAGCT
GCCGTAAAAC
AATAAGCGGA

AACCTGCGGA
GCCcGgccceaa
AATCAAAACT
GCGATAAGTA
GCCCGCCAGT
TTGGTGTTGG
TCCATAGCGT
CCCAACTTCT
GGA

TACCTATACG
GGACCCCTAA
TTCAACAACG
ATGTGAATTG
ATTCTGGCGG
GACTCGCGGT
AGTAATCATA
GAATGTGACC

TTGCCTCGGC
CTCTGTTTTT
GATCTCTTGG
CAGAATTCAG
GCATGCCTGT
AACCCGCGTT
CACCTCGTTA
TCGGATCAGT
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GGATCAGCCC
AGTGGAACTT
TTCTGGCATC
TGAATCATCG
TCGAGCGTCA
CCCCAAATCG
CTGGTAATCG
AGATGCCAGT

GCGCCCCGTA
CTGAGTAAAA
GATGAAGAAC
AATCTTTGAA
TTTCAACCCT
ATTGGCGGTC
TCGCGGCCAC
CATGCATATC



c Similitudes genéticas con especies reportadas al
NCBI

Todas las especies identificadas genéticamente que se muestran el
Cuadro 28 tuvieron similitudes altas con las reportadas en el banco del NCBI,
excepto C7a, que sbélo alcanzé un 97.07% con dos cepas de Fusarium
verticillioides. La tercera cepa de F. verticillioides que aparece en dicho cuadro
(FG3), no estd entre las mas cercanas genéticamente, pero se realizé la
comparacién con ella porque proviene de una colecta realizada por Vazquez y
col. (2019) en el mismo huerto de moringa de donde se obtuvo la cepa C7a.
Por lo anterior, era probable que se tratara de la misma especie o cepa. En
cuanto a F. equiseti, se compar6é mediante la herramienta BLAST la similitud
de las secuencias ITSrDNA de la cepa F. equiseti FJCA reportada por Herrera-
Parra y col. (2017) como agente causal de enfermedad en Jatropha curcas en

México, encontrandose un 99.56% de similitud.
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Cuadro 28. Mayores similitudes de cepas fungicas aisladas obtenidas por BLAST-N (NCBI) usando el algoritmo

Megablast de secuencias ITSrDNA

Cepa Sl‘e(irlljgeirt]lé?a Secuencjag con Acceso a Similitud Lugar de
(pb) mayor similitud GenBank (%) origen

Fusarium sp. SX3 MH884080.1 99.78 China
C6a 493 Fusarium equiseti TRN MH128127.1 99.77 Bangladesh

F. equiseti FICA KY012795.1 99.56 México
C7a 414 Fusarium verticillioides XJ8 KP267173.1 97.07 China

F. verticillioides FLUFSM KX710194.1 97.07 Brasil

F. verticillioides FG3 KR185323.1 96.04 México
C1502 514 Mucor circinelloides CMR 545 MT603934.1 100.00 Iran

M. circinelloides AUMC6696 MT509983.1 100.00 China
Coc-1 543 Trametes polyzona MSP1-3 MN970813.1 99.41 India
(COPELOO01) T. polyzona EDCP2 MG825422.1 99.41 Nigeria

T. polyzona KU-RNW027 LC190464.1 98.03 Tailandia
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4 Evaluacion cualitativa de enzimas lignoceluloliticas

Como se muestra en el Cuadro 29, todas las cepas de hongos aisladas en
el primer muestreo presentaron actividad de celulasas y xilanasas, excepto la
C1b que no produjo xilanasa. En cambio, nueve de las cepas fueron positivas
para la produccion de lacasas entre ellas Penicillum (Cla, Clb, C5ay C5b),
dos de Aspergillus (C3ay C3b), Curvularia (C7b) y Alternaria (C7c). En cuanto
a la produccion de manganeso peroxidasa fueron las cepas C3b y C3c de
Aspergillus las que dieron positiva la reaccion al rojo fenol, asi como las cepas
de Fusarium, Curvularia, Alternaria, Mucor y C5a de Penicillum. Se ha
encontrado la presencia de lacasas en Penicillium spp., Aspergillus nidulans y
Curvularia spp. (Banerjee y Vohra, 1991; Scherer y Fischer, 1998), aunque al
parecer no se trata de lacasas verdaderas, ya que no son capaces de oxidar
la siringaldazina (Rodriguez y col., 1996). Asi mismo, Claus y Filip (1998)
reportan la produccidbn de lacasa y manganeso peroxidasa en otros
ascomicetos como Cladosporium cladosporioides. La presencia de enzimas
oxidantes en fitopatdgenos tales como Aspergillus spp., Curvularia spp. y
Penicillum spp. tiene una aparente relacion con la resistencia a fungicidas que
presentan estos microorganismos (Viswanath y col., 2014).

Los hongos C3a, C3b, C5a, C5b, C7a, C7b, C7c tuvieron actividad de
lacasa y MnP, mientras que los hongos C6a, C1502, C1503 y C1506
Unicamente MnP. Es altamente deseable que los microorganismos
seleccionados para intervenir en un proceso biolégico de hidrdlisis y
fermentacion estén dotados de un amplio potencial enzimatico, que sea
suficiente para degradar celulosa, hemicelulosa y lignina, los tres
componentes principales de la lignocelulosa (Zerva y col., 2014). Es por ello,
gue considera en la selecciéon de un microorganismo su capacidad enzimatica

tanto cualitativa como cuantitativamente.
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Cuadro 29. Reacciones enziméaticas cualitativas de hongos colectados

Clave  Especie Cel Xil Lac MnP
Cla Penicillum sp. + + + -
Cib Penicillum sp. + - + -
C3a Aspergillus sp. + + - -
C3b Aspergillus sp. + + +
C3c Aspergillus sp. + +
C3d Aspergillus niger + + - -
Cba Penicillum sp. + + +
C5b Penicillum sp. + + -
C6a Fusarium equiseti + + - +
C7a Fusarium verticillioides + + + +
C7b Curvularia sp. + + + +
C7c Alternaria sp. + + + +
C1502 Mucor circinelloides + + - +
C1503 Trametes sp. + + - +
C1504 Trametes sp. + + -
C1505 Pycnoporus sanguineus + + -
C1506 Coriolopsis sp. + + - +
C1507 Trametes sp. + - - -
C1508 Pleurotus sp. + + + -
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5 Cuantificacion de etanol
a Fermentacion de sacarosa

La Figura 27 muestra que, de las 13 cepas probadas en este experimento, 5
fermentaron la sacarosa. La de mayor produccién de etanol fue la cepa Cé6a (F.
equiseti) con 7.9 g/L a las 96 h, seguida de C3d (A. niger) con 7.1 g/L a las 84 h,
C7a (F. verticillioides, 6.4 g/L, 72 h), C3a (A. ochraceus, 3.9 g/L, 108 h) y C1502
(M. circinelloides, 2.9 g/L, 72 h). Por su capacidad etanologénica, las cepas
nativas sefialadas se seleccionaron para los experimentos posteriores de este
trabajo de investigacion, en la busqueda de microorganismos adaptables a un
bioproceso consolidado.

b Fermentacion de glucosay xilosa

El Cuadro 30 presenta los resultados de las cinéticas de produccién de etanol
a partir de glucosa y xilosa como fuente de carbono. Los datos obtenidos
muestran que la cepa con mayor produccién, rendimiento y productividad de
etanol a partir de glucosa fue F. equiseti, seguida de F. verticillioides y de M.
circinelloides. Estos resultados fueron similares a otros reportados en la literatura,
aungue inferiores a los obtenidos por Panagiotou y col. (2011) y a los de Sharifia
y col. (2008), quienes utilizaron respectivamente una cepa de F. oxysporum y de
Mucor indicus. Ellos reportan 17.5 g/L y 8.50 de etanol, partiendo de
concentraciones de glucosa/xilosa de 40 g/L, con agitacion de 150 rpm. Asi
mismo son inferiores a los de Skory y col. (1997), quienes obtuvieron alrededor
de 24 g/L utilizando cepas de Aspergillus oryzae y Rhizopus javanicus partiendo
de concentraciones iniciales de 50 g/L de glucosa, con agitacion de 200 rpm.
Para la fermentacion de xilosa la cepa mas eficiente fue M. circinelloides, seguida
de F. verticillioides y de F. equiseti. Estos resultados fueron inferiores a los
obtenidos por Zerva y col. (2014) usando Paecilomyces variotii, y a los de
Okamoto y col. (2011) con Trametes. hirsuta y T. versicolor (Okamoto y col.,
2014). Si bien los rendimientos de este trabajo fueron mas bajos a los reportados

en la literatura, podrian mejorarse optimizando las condiciones de cultivo.
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Cuadro 30. Maxima concentracion, rendimiento y productividad de etanol en glucosay xilosa de cultivos seleccionados

de hongos ascomicetes

Cepa Glucosa Xilosa

E! Y? p3 E! Y?2 pt
A. ochraceus (C3a) 2.74 0.14d 0.78 c 0.60 0.03c 0.30 bc
A. niger (C3d) 2.38 0.12d 0.59d 0.77 0.04c 0.26 c
F. equiseti (C6a) 7.48 0.37 a 1.87 a 1.38 0.07 b 0.46 b
F. verticillioides (C7a) 4.22 0.21b 1.05b 1.73 0.09 ab 0.69 a
M. circinelloides (C1502) 3.67 0.18 c 092c 2.10 0.11 a 0.70 a

1 Maxima concentracion de etanol, g/L. ? Rendimiento de etanol, g etanol/g sustrato consumido. 2 Productividad, g/L/d. *

Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, a=0.05).
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¢ Fermentacion en medio sumergido con M. oleifera

El Cuadro 31 muestra los rendimientos y productividad de etanol de las cinco
cepas seleccionadas en el cultivo sumergido con Moringa oleifera. En el cultivo
sin S. cerevisiae la cepa que produjo la mayor concentracion, rendimiento y
productividad de etanol, fue M. circinelloides, seguida por F. verticillioides y A.
ochaceus. Estos rendimientos son muy bajos comparados con los obtenidos por
otros autores, pero como se puede observar, en el cultivo del hongo en consorcio
con S. cerevisiae, todos los parametros de produccion de etanol se
incrementaron de 3 a 6 veces. Esto parece indicar una sinergia entre hongo y
levadura, lo cual se puede explicar al analizar el comportamiento de las
concentraciones de etanol, azUcares reductores, actividad de endoglucanasas
(CMCasa) y concentracion de células de la levadura mostrados en la Figura 28.
En todas las cinéticas mostradas se puede constatar que en las primeras 36 a 48
horas hay un incremento exponencial del nimero de células de levadura y de
contenido de etanol, asi como un descenso drastico de la concentracion de
azucares reductores presentes en el medio provenientes del tallo de moringa.
Después de ese tiempo, se observa un descenso de los primeros dos
pardmetros, junto con un incremento de la actividad de CMCasa y del contenido
de azucares reductores. Lo anterior podria explicarse por el crecimiento del
hongo presente, el cual, al agotarse la fuente de azucar libre disponible, pone en
marcha su maquinaria de enzimas, entre ellas xilanasas, peroxidasas y celulasas.
Estos ciclos se repiten aproximadamente cada 12 horas, pero con incrementos
netos graduales del contenido de etanol y del nimero de células de S. cerevisiae
hasta llegar a un maximo. Los tratamientos que tuvieron mejores rendimientos en
consorcio con S. cerevisiae fueron de nuevo M. circinelloides, seguida del
consorcio de todas las cepas, A. ochraceus, A. niger y F. equiseti. En cuanto a la
productividad, el consorcio de todas las cepas fue el mejor ya que alcanzé un
pico maximo de produccion de etanol tan solo a las 36 h. Esto podria deberse a
la influencia de la cantidad de in6culo utilizado en ese consorcio y la carga
enzimatica contenida en éste, que fue 5 veces mayor que la de los demas
tratamientos. A pesar de la alta productividad del consorcio mencionado, la

produccion maxima de etanol y el rendimiento fue similar al de M. circinelloides.
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Cuadro 31. Concentracion de etanol, rendimiento y productividad de hongos seleccionados y en consorcio con S.

cerevisiae en cultivo de medio sumergido con lignocelulosa M. oleifera

Sin S. cerevisiae Con S. cerevisiae

Cepa de hongo E! Y?2 p3 E? Y2 pt

Aspergillus ochraceus (C3a) 0.016 bc 4.746 0.05 bc 0.06 b 18.55 0.51b
Aspergillus niger (C3d) 0.010c 2.779 0.03c 0.06b 17.64 0.27 c
Fusarium equiseti (C6a) 0.016 bc 4.687 0.05 bc 0.05b 14.57 0.22c
Fusarium verticillioides (C7a) 0.018 b 5.280 0.06 b 0.05b 13.99 0.48b
Mucor circinelloides (C1502) 0.027 a 7.831 0.09 a 0.11a 31.53 0.48Db
Consorcio (C3a, C3d, C6a, C7a, C1502) n.a. n.a. n.a. 0.10 a 29.51 1.35a

1 Maxima concentracién de etanol, g/L. ? Rendimiento porcentual basado en un teérico maximo de 0.343 g etanol/g de moringa.
3 Productividad calculada del proceso, g/L/d. *Letras diferentes representan diferencia significativa. Prueba Tukey (o= 0.05).
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Para la cepa C3a, si bien tuvo buenos rendimientos de etanol, se observo
un efecto de disminucién drastica del nimero de células de S. cerevisiae y de
la concentracion de etanol entre las 48 y 96 h. Esto podria deberse a un posible
antagonismo entre los dos microorganismos en lugar de una sinergia. Por esta
razon dicha cepa no seleccionarla para los experimentos posteriores
tendientes a desarrollar un CBP en consorcio con S. cerevisiae.

Los resultados anteriormente expuestos son inferiores a los obtenidos por
algunos autores como Panagiotou y col. (2011), quienes utilizando a Fusarium
OXysporum y una cepa S. cerevisiae recombinante en paja de trigo pretratada
por explosiéon de vapor, obtuvieron una productividad 2.59 g L't d1, que es 1.9
veces mayor al del consorcio de todas las cepas y S. cerevisiae (1.35 g Lt d-
1) de este estudio. La fuente de lignocelulosa y el pretratamiento son
determinantes en los rendimientos obtenidos ya que de ellos depende
parcialmente la eficiencia con que los microorganismos realizan la hidrolisis
depende del perfil de los diferentes componentes lignoceluldsicos de la
materia prima utilizada (Vardakou y col., 2004). En nuestro estudio se utiliz6
madera de M. oleifera con un contenido de lignina de 21.6%, que es mayor
gue el de la paja de trigo (14.1%). El consorcio entre M. circinelloides y S.
cerevisiae produjo una concentracion maxima de etanol y rendimiento muy
similares al consorcio de todas las cepas de hongos y S. cerevisiae. El
rendimiento de 0.11 getanol/gsustrato CON la cepa M. circinelloides C1502 es similar
al de otros trabajos de investigacién, donde se utiliz6é algun pretratamiento o
hidrdlisis seguida de una fermentacién. Entre ellos, podemos citar a Montafio-
Morales (0.13 getanol/gsustrato) (Montafio-Morales, 2014), quien combiné
hidrdlisis acida mas fermentacion alcohdlica con S. cerevisiae en madera de
M. oleifera; a los de Kumar y col. (2015), quienes aplicaron hidrdlisis acida y
fermentaciéon con Kluyveromyces sp. en bagazo de cafia obteniendo 0.165
Qetanol/gsustrato Y @ l0s de Chander y col. (2010) que usaron un coctel enzimatico
y fermentacién con S. cerevisiae, alcanzando 0.14 getanol mc %, utilizando un
caldo de periddico degradado con enzimas. Sin embargo, en otros trabajos se
reportan rendimientos mucho mayores. Destacan Chandel y col. (2011)

quienes sefialan rendimientos de 0.49  getanoiQsustrato COmMbinando
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pretratamientos de secado, molienda y fermentacion con Pichia stipitis, una
levadura que fermenta xilosa y una cepa termotolerante de S. cerevisiae. Si
bien los resultados obtenidos en este trabajo son menores a los mas
sobresalientes reportados en la literatura, no dejan de ser alentadores. Futuros
trabajos de investigacion con CBP deberian orientarse al uso combinado de
pretratamientos benévolos con el medio ambiente y consorcios de
microorganismos con alta capacidad lignocelulolitica y etanologénica, asi
como a la optimizacion de las condiciones fisicoquimicas y nutricionales del
proceso y a la pesquisa de nuevos microorganismos con alta capacidad
hidrolitica y fermentativa de la lignocelulosa.

6 Cuantificacion de actividad enzimatica y azlcares

reductores
a Actividad de celulasa (CMCasa)

Como se aprecia en el Cuadro 32 y Figura 29, la actividad de celulasas,
medida por la accién del extracto enzimatico sobre la carboximetilcelulosa, no
presentd diferencias significativas a las 36 h para 14 cepas de hongos
estudiadas. A las 84 h, fueron las dos cepas de Pleurotus las que mostraron
mas actividad de CMCasas. SOlo hasta que transcurrieron 168 horas se
aprecio un marcado incremento en la actividad en la mayoria de las cepas,
donde destacaron las adquiridas J-5 de P. ostreatus y G-1 de G. lucidum, asi
como las nativas Hhy-1 (Hexagonia hydnoides) y C1507 (Trametes sp.). En
general, los valores encontrados son similares a los reportados por Vazquez y
col. (2019) quienes reportaron 1835 U L* de endoglucanasas (CMCasas) a las
168 h para el ascomiceto Penicillum. funiculosum crecido en medio sumergido
con 2% de tallo de M. oleifera. Castro y col. (2009) reportaron 1635 U L en
bagazo de cafa. Sin embargo, Elisashvili y col. (2008) informaron de valores
mucho mas elevados de CMCasas a los 15 dias que van de 5,000 a 35,000 U
Lt para Coriolopsis polyzona, Pycnoporus coccineus, T. versicolor, y P.
ostreatus, cultivados en medio sumergido con hojas de arbol y cascaras de
platano. Resultados similares fueron reportados también por Metreveli y col.
(2017) para cultivos sumergidos de Schizophyllum commune, P. coccineus, y

Trametes hirsuta, utilizando Avicel como fuente de carbohidratos.
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Cuadro 32. Actividad de celulasas (CMCasas) de cepas de hongos

autéctonos en medio sumergido conteniendo madera e M. oleifera

Actividad de CMCasas (U L)

Hongo
36 h 84 h 168 h
Trametes sp. (C1503) 1308.3 a 1240.5 bc 1760.2 ab
Pycnoporus sanguineus. (C1505) 1602.1 a 1647.3 ab 1692.4 ab
Trametes sp.(C1507) 1511.7 a 1353.5 abc 1918.4 ab
Trametes polyzona (Coc-1) 1669.8 a 1873.2 ab 1308.3 b
Curvularia sp. (C7b) 1895.8 a 1082.4 ¢ 13535 b
Ganoderma oregonense (Gap) 1669.8 a 1466.5 abc 1376.1 b
Ganoderma lucidum G-1 (Glu) 1330.9 a 1760.2 abc 1941.0 ab
Lenzites betulina (Gst) 1466.5 a 1715.0 abc 16473 b
Hexagonia hydnoides (Hhy-1) 12179 a 1624.7 abc 19184 ab
Hexagonia hydnoides (Hhy-2) 1489.1 a 1602.1 abc 12405 b
Mucor circinelloides (C1502) 1421.3 a 1669.8 abc 1669.8 b
Fuscoporia mesophila (Phe) 1376.1 a 1760.2 abc 13535 b
Pleurotus ostreatus J-5 (Pos) 1692.4 a 1828.0 ab 2754.4 a
Pleurotus opuntiae (Ppu) 1986.2 a 2008.8 a 1692.4 ab
Referencias

Hongo o . . , . .

Medio sintético Medio bajo en fibra Medio alto en fibra
Penicillum funiculosum 206 [1]A 1835 [2] 1683 [1]B
P. sanguineus CS2 116 [7]A 159 [7]B 18 [7]C
Pycnoporus coccineus 65600 [3]A 111000 [4]A 35000 [4]B
T. polyzona 39000 [4]A 32000 [4]B
T. hirsuta 34000 [3]A 64600 [3]B
P. ostreatus 1450 [5] 27000 [4]A 15000 [4]B
T. versicolor 11800 [6] 45000 [4]A 29000 [4]B

Medias que no comparten una letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey,
p<0.05). [1] Vazquez y col. (2019), A en Avicel, B en tallo de M. oleifera; [2] Castro y col. (2009),
en bagazo de cafa parcialmente deslignificado; [3] Metreveli y col. (2017) A en Avicel, B en
cascaras de mandarina; [4] Elisashvili y col. (2008), A en cascaras de platano, B en hojas del
arbol Fagus sylvatica; [5] Daba y col. (2011), en Avicel; [6] Machado y col. (2020), en Avicel. [7]
Gutiérrez-Soto y col. (2015), A con CMC, B con cascaras de naranja, C con fibra de trigo.
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La diferencia tan marcada entre los trabajos sefialados y el obtenido en el
presente experimento pudiera deberse a la naturaleza de los sustratos
empleados por dichos autores, que son residuos agricolas con un infimo
contenido de fibra y mayor proporcion de celulosa facilmente degradable, por
lo que son mas susceptibles a una temprana produccion de celulasas.

Lo anterior pudiera explicar también el hecho de que la aparicion de
CMCasas en el presente trabajo sélo se increment6 notoriamente hasta las
168 horas, una vez que las enzimas lignoliticas hubieron actuado sobre los
tallos de M. oleifera y liberado celulosa disponible para ser degradada. Como
se puede constatar en el Cuadro 32, aun para un mismo microorganismo
cultivado bajo las mismas condiciones, la influencia de la fuente de carbono es
determinante en la produccién de enzimas celuloliticas.

Generalmente, al aumentar el contenido de lignina y xilosa de la fuente de
carbono, disminuye proporcionalmente la produccién de celulasas. En el caso
particular de la moringa, por lo mostrado en el presente experimento, no
parece ser tan apropiada como otros desechos agricolas tales como las
cascaras de mandarina o platano para la produccién de celulasa (Elisashvili y
col., 2008) . Esto concuerda también con lo sefialado por Bentil y col. (2018)
guienes indican que sustratos que contienen azulcares libres son mejores que
pajas y maderas para la produccion de celulasa y de xilanasa.

b Actividad de xilanasa

Para la actividad de xilanasa, solamente destacaron la cepa autéctona T.
polyzona (Coc-1) a las 84 horas, y la cepa adquirida G. lucidum G-1 a las 168
h (Cuadro 33 y Figura 30). Las cepas autoctonas P. sanguineus (C1505),
Curvularia sp.(C7b) y H. hydnoides (Hhy-2) mostraron un nivel moderado de
produccion de la enzima. Es de destacar la alta actividad de xilanasas de T.
polyzona, que concuerda con lo sefialado por Elisashvili y col. (2008), quienes
reportaron valores de 14,000 a 33,000 U L para una cepa de esta especie
crecida en medio sumergido conteniendo cascaras de platano y hojas de arbol
respectivamente. Los mismos autores también reportan valores muy altos de
produccion de xilanasas para una cepa de Pycnoporus coccineus crecida en

cascaras de platano.
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Cuadro 33. Actividad de xilanasas de cepas de hongos autoctonos y

adquiridos en medio sumergido conteniendo madera de M. oleifera

Actividad de xilanasas (U L)

Hongo

36 h 84 h 168 h
Trametes sp. (C1503) 6304 abc 7407 b 5201 b
Pycnoporus sanguineus. (C1505) 5476 c 5063 b 7752 ab
Trametes sp.(C1507) 5545 bc 5545 b 5132 b
Trametes polyzona (Coc-1) 7132 ab 18269 a 5545 b
Curvularia sp. (C7b) 7476 a 6373 b 6925 ab
Ganoderma oregonense (Gap) 6166 abc 5270 b 5614 b
Ganoderma lucidum G-1 (Glu) 5270 c¢ 8097 b 14028 a
Lenzites betulina (Gst) 5063 c¢ 5476 b 4718 b
Hexagonia hydnoides (Hhy-1) 5407 c 5476 b 5545 b
Hexagonia hydnoides (Hhy-2) 5683 bc 4925 b 8442 ab
Mucor circinelloides (C1502) 5201 c 4856 b 4235 b
Fuscoporia mesophila (Phe) 5476 c 5821 b 5270 b
Pleurotus ostreatus J-5 (Pos) 5683 abc 6304 b 5614 b
Pleurotus opuntiae (Ppu) 5959 abc 6097 b 5270 b

Referencias

Hongo Medio sintético  Medio bajo en fibra Med}ci)b?;to en
Penicillum meleagrinum 5736 [1]
P. sanguineus CS2 108 [4]A 66.5 [4]B 66.5 [4]C
Pycnoporus coccineus 63500 [3]A 135000 [2]A 48000 [2]B
T. polyzona 14000 [2]A 33000 [2]B
T. hirsuta 48800 [3]A 44700 [3]B
P. ostreatus 83000 [2]A 29000 [2]B
T. versicolor 45000 [2]A 29000 [2]B

Medias que no comparten una letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey,
p<0.05). [1] Boruah y col. (2016) en tallo de bambu; [2] Elisashvili y col. (2008), A en cascaras de
platano, B en hojas del arbol Fagus sylvatica; [3] Metreveli y col. (2017), A en Avicel, B en Avicel
+ cascaras de mandarina; [4] Gutiérrez-Soto y col. (2015), A con xilano, B con cascaras de

naranja, C con paja de trigo.
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Figura 30. Cinética de la actividad de xilanasas de cepas de hongos

autoctonos y adquiridos, en medio sumergido conteniendo M. oleifera
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A diferencia del resultado anterior, la cepa de Pycnoporus local alcanzé
s6lo una moderada actividad de xilanasa. Otros trabajos realizados en México
con P. sanguineus revelan valores de actividad de xilanasas menores a los
obtenidos en el presente trabajo (Gutiérrez-Soto y col., 2015). Como en el caso
de las celulasas, la madera de moringa no resulté ser un medio tan apropiado
para la produccion de xilanasas, si se compara con los desechos de baja fibra
y que contienen cantidades moderadas de azUcares libres, como los son las
cascaras de frutas (Bentil y col., 2018). En general para la produccion de
enzimas de cualquier hongo, las fisicoquimicas del medio de asi como la
fuente de carbono tienen una influencia critica en la productividad de enzimas
(Chen, 2014). Al contrario de lo reportado por Elisashvili y col. (2008a), G.
lucidum, Pleurotus ostreatus y P. pulmonarius no presentaron una actividad
alta de xilanasas. En definitiva, de las cepas estudiadas en este experimento,
T. polyzona Coc-1 fue la cepa que mostré la mayor capacidad de produccién
de xilanasa.

¢ Actividad de manganeso peroxidasa

Como se aprecia en el Cuadro 34, todas las cepas estudiadas produjeron
altos niveles de manganeso peroxidasa en el medio sumergido con madera de
M. oleifera, iniciando su produccién desde las 36 horas y alcanzando un
maximo entre el cuarto y séptimo dia. La cepa que mas pronto produjo altos
niveles de esta enzima fue C1503, ya que a las 36 horas alcanz6 una actividad
de MnP de 102.42 U L'1. De las 14 cepas de hongos estudiadas, 10 alcanzaron
maximos de produccibn de MnP a las 84 horas para posteriormente
descender. Aparte de C1503, las cepas que no presentaron este
comportamiento fueron Coc-1, Hyd-2 y C7b, las cuales aumentaron
ligeramente o mantuvieron los niveles de la enzima MnP desde las 84 hasta
las 168 h.

Comunmente las MnP actian mas rapidamente que el resto de las
enzimas lignoliticas ya que poseen un mecanismo de accion en donde, en una
primera etapa, degradan los compuestos fendlicos de la lignina produciendo
guelatos de oxalato de Mn3*, que a su vez actian como mediadores en

reacciones subsiguientes mediadas por accion de la misma enzima MnP o de
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otras como lacasas que no tienen por ellas mismas la capacidad de penetrar
profundamente en la estructura de la lignocelulosa (Kumar y Chandra, 2020).
En el Cuadro 34 y Figura 31 se constata que las cepas mas destacadas en la
producciéon de MnP a las 84 h fueron Lenzites betulina (Gst), Mucor
circinelloides (C1502) y Fuscoporia mesophila (Phe). Solo la cepa de Trametes
polyzona (Coc-1) alcanzé un valor alto de produccién de MnP a las 144 h.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Thiribhuvanamalay col.
(2017) para diversas cepas de basidiomicetes de la India de los géneros
Pleurotus, Trametes, Ganoderma, Lentinus y Pycnoporus. En dicho estudio
sobresalié la cepa P. pulmonarius con una actividad de MnP de 220 U Lt a las
148 horas, no muy lejano del maximo encontrado en el presente experimento
para la cepa Gst (120.9 U L1).

d Actividad de lacasa

Los resultados mostrados en el Cuadro 35 y Figura 32, indican que
solamente 4 de las cepas de hongos estudiadas mostraron actividad de
lacasas al menos al séptimo dia. Se tratd6 de las cepas autoctonas del
ascomicete Curvularia sp. C7b y del basidiomicete Trametes polyzona Coc-1,
asi como de las cepas adquiridas Pleurotus ostreatus J-5 y Ganoderma
lucidum G-1. Sélo Curvularia sp. mostré actividad antes de las 36 h,
manteniéndose casi constante a las 84 h, para luego descender a las 168 h.
Sin embargo, la cepa autéctona que destacé mas por su produccion de esta
enzima fue T. polyzona Coc-1, que empez6 a producirla desde las 84 horas e
incrementd exponencialmente su secrecion a las 168 h. Estadisticamente, los
valores de actividad enzimatica de Trametes polyzona Coc-1 y Pleurotus
ostreatus J-5 fueron iguales (p<0.05). Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Neoh y col. (2013) quienes encontraron un maximo de
produccion de lacasas de 29.63 U L a las 24 h en la biorremediacion de
efluentes de la palma de aceite por Curvularia clavata.

Es interesante destacar que, al igual que en el presente trabajo, una vez
alcanzada la maxima concentracion de enzima a las 24 horas, ésta descendié

rapidamente hasta casi desaparecer a las 72 h.

218



Cuadro 34. Actividad de manganeso peroxidasa de cepas nhativas y

adquiridas cultivadas en medio sumergido con madera de M. oleifera

Actividad de MnP (U L?)

Hongo

36 h 84 h 168 h
Trametes sp. (C1503) 102.4 a 156 b 31.1 de
Pycnoporus sanguineus. (C1505) 152 ¢ 96.7 a 94.1 ab
Trametes sp.(C1507) 63.3 b 88.3 ab 53.8 bcd
Trametes polyzona (Coc-1) 9.2 ¢ 83.6 ab 102.3 a
Curvularia sp. (C7b) 94 c 80.0 ab 81.4 abc
Ganoderma oregonense (Gap) 103 ¢ 99.2 a 82.6 abc
Ganoderma lucidum G-1 (Glu) 126 ¢ 59.2 ab 495 cd
Lenzites betulina (Gst) 12.7 ¢ 1209 a 23.3 de
Hexagonia hydnoides (Hhy-1) 94 c 73.0 ab 29.7 de
Hexagonia hydnoides (Hhy-2) 179 ¢ 63.8 ab 96.1 a
Mucor circinelloides (C1502) 10.0 ¢ 1145 a 20.2 de
Fuscoporia mesophila (Phe) 14.2 ¢ 1176 a 6.7 e
Pleurotus ostreatus J-5 (Pos) 68.8 b 79.4 ab 21.4 de
Pleurotus opuntiae (Ppu) 6.1 c 78.0 ab 13.6 de

Referencias

Hongo Medio sintético Medio bajo en fibra Med'f?b?go en
Trametes gallica 0 [6] 116 [2]A 1263 [2]B
T. polyzona 220 [7] 124 [2]A 896 [2]B
Ganoderma lucidum 0 [6] 40 [1]A 80 [1]B
Phanerochaete chrysosporium 0 [4]A 230 [4]B 650 [4]C
P. ostreatus 55 [2]A 0 [2]B
T. versicolor 200 [6] 109 [2]A 202 [2]B
P. pulmonarius 220 [3] 250 [5]A 2200 [5]B

Medias que no comparten una letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
[1] Songulashviliy col. (2007), A en ciscaras de mandarina, B en salvado de trigo; [2] Elisashvili y col. (2008),
A en cascaras de platano, B en hojas del arbol Fagus sylvatica; [3] Thiribhuvanamala y col. (2017) en medio
con alcohol veratrilico; [4] Sayadi y Ellouz (1995), A con alcohol veratrilico, B con 10 ppm de desechos de
oliva, C con 100 ppm de desechos de oliva; [5] Dos Santos Bazanella y col. (2013) en FES: A en mazorca
de maiz, B en cascara de pifia; [6] Elisashvili y Kachlishvili (2009) con glicerol; [7] Jaouani y col. (2006) en
alcohol veratrilico.
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Cuadro 35. Actividad de lacasa de cepas nativas y adquiridas cultivadas

en medio sumergido con madera de M. oleifera

Actividad de lacasa (U L)

Hongo

36 h 84 h 168 h
Trametes sp. (C1503) 0.00 b 0.00 b 0.00 ¢
Pycnoporus sanguineus (C1505) 0.00 b 0.00 b 0.00 ¢
Trametes sp.(C1507) 0.00 b 0.00 b 0.00 ¢
Trametes polyzona (Coc-1) 0.00 b 17.10 a 14490 a
Curvularia sp. (C7b) 2.62 a 3.07 b 137 c
Ganoderma oregonense (Gap) 0.00 b 0.00 b 0.00 c
Ganoderma lucidum G-1 (Glu) 0.14 b 1411 a 78.38 b
Lenzites betulina (Gst) 0.00 b 0.00 b 0.00 c
Hexagonia hydnoides (Hhy-1) 0.00 b 0.00 b 0.00 c
Hexagonia hydnoides (Hhy-2) 0.00 b 0.00 b 0.00 c
Mucor circinelloides (C1502) 0.00 b 0.00 b 0.00 c
Fuscoporia mesophila (Phe) 0.00 b 0.00 b 0.00 c
Pleurotus ostreatus J-5 (Pos) 0.00 b 0.00 b 141.18 a
Pleurotus opuntiae (Ppu) 0.00 b 0.00 b 0.00 ¢

Referencias
Hongo o . . , : ,
Medio sintético Medio bajo en fibra Medio alto en fibra

Curvularia clavata 29.63 [7]
Trametes gallica 0 [6] 1294 [2]A 1417 [2]B
T. polyzona 240 [8] 119 [2]A 1780 [2]B
Ganoderma lucidum 100 [6] 27040 [1]A 61490 [1]B
Phanerochaete chrysosporium 0 [4A 230 [4]B 650 [4]C
P. ostreatus 169 [9] 631 [2]A 73 [2]B
T. versicolor 200 [6] 1294 [2]A 769 [2]B
P. pulmonarius 660 [3] 250 [5]A 2200 [5]B

Medias que no comparten una letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05). [1]
Songulashvili y col. (2007), A en cascaras de mandarina, B en salvado de trigo; [2] Elisashvili y col. (2008), A
en cascaras de platano, B en hojas del &rbol Fagus sylvatica; [3] Thiribhuvanamala y col. (2017) en medio con
alcohol veratrilico; [4] Sayadi y Ellouz (1995), A con alcohol veratrilico, B con 10 ppm de desechos de oliva, C
con 100 ppm de desechos de oliva; [5] Dos Santos Bazanella y col. (2013) en FES: A en mazorca de maiz, B
en cascara de pifia; [6] Elisashvili y Kachlishvili (2009) con glicerol; [7] Neoh y col. (2013) en efluentes de aceite
de palma; [8] Jaouani y col. (2006) en alcohol veratrilico; [9] An y col. (2018) con lignina alcalina.
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adquiridas, en medio sumergido con lignocelulosa de M. oleifera
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Para el caso de la cepa autéctona de T. polyzona (Coc-1), los valores
obtenidos en este trabajo son similares a los de Elisashviliy col. (2008) quienes
utilizaron este hongo en la biorremediacion de efluentes de la cascara de
platano. Asi mismo, cuando se realizé la fermentacion con hoja del arbol Fagus
sylvatica aumento drasticamente la actividad enziméatica del hongo. Se sabe
por numerosos estudios que la presencia y concentracion de lignina y
compuestos fendlicos tales como el alcohol veratrilico en el medio de cultivo
favorecen la produccién de estas enzimas, actuando como inductores. Lo
anterior se ilustra en el Cuadro 35, donde se muestra que medios sintéticos
gue contienen ese tipo de compuestos producen niveles altos de lacasas
(Jaouani y col., 2006; Elisashvili y col., 2008; Thiribhuvanamala y col., 2017,
Any col., 2018). Por otro lado, como en el caso de todas las enzimas, éstas
tienen cierta especificidad hacia algunos sustratos. Son de destacar los
grandes niveles de produccion de lacasas reportados por Songulashvili y col.
(2007) para el hongo G. lucidum. Esta enorme diferencia respecto a lo
encontrado en el presente trabajo se puede deber al tiempo en que se
realizaron los muestreos. Mientras que en el trabajo realizado por los autores
anteriores el muestreo se hizo el dia 14, en el presente experimento fue el dia
7. Este comportamiento es frecuente entre los basidiomicetes, que tienen sus
méximos de produccion entre el dia 7 y 15 de cultivo (Elisashvili y Kachlishvili,
2009; Lueangjaroenkit y col., 2019; Kumar y Chandra, 2020). De hecho, como
se vera mas adelante, en un experimento realizado en la presente
investigacion, se obtuvieron resultados superiores a los de Songulashvili y col.
(2007) con la cepa Coc-1 en condiciones optimizadas de cultivo. También es
de llamar la atencién que especies de hongos que han sido reportadas como
productoras de lacasas, no hayan mostrado en este trabajo esa capacidad. Tal
es el caso de las cepas de P. sanguineus C1505, G. oregonense y P.
pulmonarius. Esto pudiera deberse a multiples factores. Quizd el mas
importante es la adaptabilidad de las especies a distintos tipos de sustrato.
Como se puede constatar en los resultados mostrados en los Cuadros 34 y
35, algunos hongos no produjeron las enzimas MnP o lacasas segun el tipo y

cantidad de la fuente de carbono (Sayadi y Ellouz, 1995; Elisashvili y col.,
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2008; Elisashvili y Kachlishvili, 2009). En el presente experimento se utilizo
madera de moringa como sustrato, la cual pudiera ser inapropiada para el
crecimiento y produccién de lacasa de algunas de las cepas estudiadas.
e Azlcares reductores

La produccion de azUcares reductores es un indicador del grado de
sacarificacion de una fermentacion (Isroi y col., 2011). Los datos del Cuadro
36 Figura 33 muestran que, a excepcion de G. lucidum G-1y de T. polyzona
Coc-1, no se observaron cambios sustantivos en la concentracion de azucares
reductores en el medio de cultivo con moringa a las 168 h. G. lucidum alcanzo6
un maximo de 0.52 mg mL™1, mientras que T. polyzona tuvo un incremento mas
lento, registrandose 0.283 mg mL? en el mismo tiempo. Estos valores son
ligeramente inferiores a los reportados para microorganismos tales como
Trichoderma reesei, comunmente utilizado industrialmente para sacarificar
sustratos celulésicos. Patel y col. (2007) sefialan haber obtenido 0.728 mg mL-
! de azlcares reductores en el pretratamiento biolégico de bagazo de cafia
con ese hongo. Estos mismos autores obtuvieron hasta 0.95 mg mL* de
azucares en la hidrélisis realizada por el basidiomicete Phanerochaete
chrysosporium en un medio de cultivo conteniendo 1% de bagazo de cafa. Sin
embargo, cuando el cultivo se desarroll6 en sustrato con paja de trigo, la
concentracion obtenida de azucares fue mucho menor.

Asi mismo, Isikhuemheny col. (2014) obtuvieron a los 14 dias 1.25 mg mL"
! en la sacarificacion de biomasa de biomasa de canola utilizando el hongo
Bjerkandera adusta. En medios de cultivo sintéticos, Horisawa y col. (2019)
alcanzaron 0.20 mg mL* de azlcares reductores con CMC como fuente de
carbono con el hongo de pudricion blanca Fomitopsis palustris NBRC 30339.
Ademas, las lacasas de una cepa o especie pueden ser diferentes a las de
otra, por lo que aun en las mismas condiciones fisicas y quimicas pueden
actuar de manera distinta (Kumar y Chandra, 2020). Por su parte, Elsebaay y
col. (2018) encontraron que una cepa de Pleurotus sapidus produjo 0.52 mg

mL1 | utilizando también CMC.
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Cuadro 36. Produccion de azlUcares reductores por cepas de hongos

autéctonos en medio sumergido con madera de M. oleifera

Produccién de azlcares reductores (mg mL1)*

Hongo

36h 84 h 168 h
Trametes sp. (C1503) 0.203 abc 0.113 bc 0.159 ¢
Pycnoporus sanguineus (C1505) 0.201 abc 0.115 bc 0.132 ¢
Trametes sp.(C1507) 0.196 abc 0.126 bc 0.174 c
Trametes polyzona (Coc-1) 0.209 abc 0.232 ab 0.283 b
Curvularia sp. (C7b) 0.232 a 0.105 c 0.129 ¢
Ganoderma oregonense (Gap) 0.223 ab 0.116 bc 0.141 ¢
Ganoderma lucidum G-1 (Glu) 0.152 abc 0.289 a 0.520 a
Lenzites betulina (Gst) 0.140 ¢ 0.121 bc 0.127 c
Hexagonia hydnoides (Hhy-1) 0.149 bc 0.110 c 0.129 ¢
Hexagonia hydnoides (Hhy-2) 0.154 abc 0.149 bc 0.148 c
Mucor circinelloides (C1502) 0.151 bc 0.132 bc 0.132 ¢
Fuscoporia mesophila (Phe) 0.152 abc 0.144 bc 0.151 ¢
Pleurotus ostreatus J-5 (Pos) 0.157 abc 0.151 bc 0.163 C
Pleurotus opuntiae (Ppu) 0.206 abc 0.159 bc 0.165 ¢

Referencias
Hongo S . . , : ,
Medio sintético Medio bajo en fibra Medio alto en fibra

Aspergillus awamori 0.396 [1]A 0.150 [1]B
Bjerkandera adusta 1.250 [4]
Trichoderma reesei 0.728 [1]A 0.180 [1]B
Phanerochaete chrysosporium 0.905 [1]A 0.140 [1]B
Pleurotus sajor-caju 0.465 [1]A 0.150 [1]B
Pleurotus sapidus 0.52 [2]
Fomitopsis palustris 0.20 [3]A 0.30 [3]B

* Medias que no comparten una letra en la misma columna son estadisticamente
diferentes (Tukey, p<0.05). [1] Patel y col. (2007), A con bagazo de cafia, B con paja de trigo;
[2] Elsebaay y col. (2018) con CMC; [3] Horisawa y col. (2019), A con CMC, B con aserrin de
cedro japonés (Cryptomeria japonica); [4] Isikhuemhen y col. (2014) en biomasa de planta de

canola.
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Figura 33. Produccién de azlUcares reductores de cepas de hongos en

medio sumergido con lignocelulosa de M. oleifera
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7 Seleccion de cepa para el pretratamiento
Debido a su destacada capacidad de produccién de enzimas lignoliticas
mostradas en el presente experimento, en particular, lacasas, asi como por su
buena produccién de xilanasas, se seleccioné la cepa autéctona del hongo
Trametes polyzona Coc-1 para la realizacidon de experimentos posteriores
tendientes a optimizar la produccion de lacasas en medio sumergido,
conteniendo madera de Moringa oleifera como fuente de carbono y asimismo

la capacidad de dichas enzimas en la eliminacion de la lignina.
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C OPTIMIZACION DE CONDICIONES DE CULTIVO DE T. polizona
COC-1 PARA LA PRODUCCION DE LACASAS
1 Optimizacion de pH, temperaturay cobre

En el experimento anterior las condiciones de pH, temperatura y
concentracion del ion Cu*? fueron fijadas a valores considerados apropiados
para la mayoria de las especies de hongos. Durante el presente paso del
experimento se buscd encontrar mediante la metodologia de superficie de
respuesta, los valores mas apropiados de 3 de los factores mas importantes
para el crecimiento de T. polyzona Coc-1: temperatura, pH y concentracion del
ion Cu*?,

Los valores de actividad enzimatica y el modelo de regresion que
representan la produccion de las lacasas producidas a las 168 h se muestran
en los Cuadros 37 y 38, respectivamente. Como se puede constatar en estas
tablas, T. polyzona Coc-1 produjo mayor cantidad de lacasas entre 32.0y 34.0
°C, concentraciones de Cu*? de 0.5 a 1.0 mM y a pH entre 4.75 y 5.20.

Como se puede constatar en el Cuadro 38, el modelo de regresion de
superficie de respuesta fue altamente significativo para los tres factores
estudiados, encontrandose un R? de 98.6% y un R? ajustado de 97.34%.

La ecuacion de regresion del modelo obtenida fue:

AEiegh =679 -141.5 pH - 17.21 Temperatura - 226.8 [Cu] + 3.66 pH*pH + 0.0219

Temperatura*Temperatura - 102.72 [Cu]*[Cu] + 3.382 pH*Temperatura + 6.36

pH*[Cu] + 11.24 Temperatura*[Cu]

[Cu] = concentracion de CuSO4-5H20

La ecuacion cuadratica mostré significancia para el factor [Cu]*[Cu] e
interaccion  significativa entre  los factores pH*Temperatura vy
Temperatura*[Cu]. Al observarse esta gran interaccion del factor
concentracion de cobre, se decidi6 para la siguiente etapa no fijarlo, sino
considerarlo como un factor mas de los ocho a estudiar, previendo una posible

interaccidon con alguno de los otros factores utilizados.
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Cuadro 37. Actividad de lacasa de T. polyzona Coc-1 a las 168 h en medio
sumergido con M. oleifera en un disefio de superficie de respuesta para

los factores pH, temperaturay concentracion molar de cobre

Tratamiento pH Temperatura [Cu] AEissn (U L)
1 5.50 29.0 0.50 115.2
2 4.30 32.0 0.80 139.4
3 5.20 26.0 0.20 79.7
4 4.75 29.0 0.50 115.9
5 4.75 29.0 0.00 73.8
6 4.75 34.0 0.50 140.0
7 4.75 29.0 0.50 1154
8 4.75 29.0 0.50 111.7
9 5.20 26.0 0.80 76.7
10 4.75 24.0 0.50 88.6
11 4.75 29.0 0.50 111.8
12 4.75 29.0 0.50 114.4
13 4.75 29.0 1.00 102.3
14 4.75 29.0 0.50 110.9
15 5.20 32.0 0.80 142.0
16 4.00 29.0 0.50 116.4
17 5.20 32.0 0.20 105.6
18 4.30 32.0 0.20 106.0
19 4.30 26.0 0.20 98.4
20 4.30 26.0 0.80 91.6
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Cuadro 38. . Regresion de superficie de respuesta: AE de lacasas de T.

polyzona Coc-1 alas 168 h vs. pH, temperaturay concentracién molar de

cobre

FUENTE GL o uoabo AJUe oo VALORF VALORP
MODELO 9 7113.56 790.40 78.23 0.000
Lineal 3 4917.76 1639.25 162.24 0.000
pH 1 81.87 81.87 8.10 0.017
Temperatura 1 3981.30 3981.30 394.04 0.000
[Cu] 1 854.59 854.59 84.58 0.000
Cuadrado 3 1239.78 413.26 40.90 0.000
pH*pH 1 7.62 7.62 0.75 0.406
Temperatura*Temperatura 1 0.54 0.54 0.05 0.822
[Cu]*[Cu] 1 1187.98 1187.98 117.58 0.000
Interaccion de dos factores 3 956.03 318.68 31.54 0.000
pH*Temperatura 1 160.85 160.85 15.92 0.003
pH*[Cu] 1 5.69 5.69 0.56 0.470
Temperatura*[Cu] 1 789.49 789.49 78.14 0.000

ERROR 10 101.04 10.10
Falta de ajuste 5 77.74 15.55 3.34 0.106

Error puro 5 23.30 4.66

TOTAL 19 7214.60
S R? R? Ajustado R? predicho
3.1763 98.60% 97.34% 91.35%
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En la Figura 34, en el inciso (a) se constata, la gran influencia de la
temperatura en la produccion de lacasa, observandose un incremento
constante hasta los 34 °C que es el limite superior del rango. En cambio, En
el inciso (b) se aprecia poca variacion atribuible al pH, no habiendo
practicamente interaccién para la produccion de lacasa entre los factores
concentracion de CuSOay pH, por lo que se obtuvo una maximo de produccion
de esta enzima de 110 U L™ a 29 °C. En el inciso c se puede advertir que las
mayores concentraciones de lacasa se alcanzaron en donde se combinaron la
mayor temperatura (34 °C) y alrededor de 0.9 mM de CuSOas. Un analisis de
prediccion realizado sobre los resultados con el paquete estadistico Minitab®
17, mostrados en el Cuadro 39, confirmo los valores 6ptimos pronosticados de
temperatura, pH, y concentracion de cobre observados en las figuras
sefaladas, los cuales fueron 34 °C, 5.5 y 0.93 mM, respectivamente. Estos
valores indican, que se pronostica, en caso de aplicarlos (intervalo de
confianza del 95%) una respuesta de actividad enzimatica de 171.90 U L-! a
las 168 horas de cultivo. Al contrario de lo encontrado en esta investigacion, la
mayoria de los trabajos realizados con la especie estudiada, reportan
temperaturas de incubacion inferiores a 30 °C (Songulashvili y col., 2007;
Elisashvili y col., 2008; Pinar y col., 2017). Es interesante sefialar que las
especimenes utilizados en esos estudios provenian de lugares de clima
templado, a diferencia de la cepa Coc-1 de este trabajo, cuyo origen es la
comunidad de Elota, Sinaloa, lugar subtropical, con temperaturas maximas en
verano promedio mayores de 32 °C (INIFAP, 2018). En lo que concierne al pH,
los valores optimos encontrados se encuentran dentro de los mismos rangos
qgue los utilizados en la literatura sefialada anteriormente. Respecto a la
concentracion de cobre en el medio de cultivo, no se encontraron reportes
sobre la concentracion Optima para la produccion de lacasas de esta especie.
No obstante, algunos estudios con especies del género Trametes reportan
valores proximos a 0.8 mM (Rosales y col., 2007; Roman y col., 2010), lo cual

es muy cercano a lo encontrado en este trabajo.
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Figura 34. Gréfica de superficie de respuesta para la actividad de lacasa (a)
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Cuadro 39. Valores pronosticados 6ptimos de produccion de lacasas por

T. polyzona obtenidos del modelo de superficie de respuesta a las 168 h

Variable Valor de configuracion

pH 5.50

Temperatura 34.00

[Cu] 0.929

Valores Respuesta Ajuste EE de IC de 95% IP de 95%

ajustados AE 168h 171.90 ajuste (157.72,186.09) (156.05,187.76)
6.37

EE = error estandar; IC = intervalo de confianza; IP = intervalo de prediccién
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Es importante sefalar que no se encontraron reportes cientificos sobre la
optimizaciéon de las condiciones de optimizacion de temperatura, pH y

concentracion de cobre para la produccién de lacasas por T. polyzona.

2 Optimizacion de nutrientes

En el Cuadro 40 se muestran los resultados de la aplicacion del modelo
ortogonal de Taguchi para determinar el efecto de 8 factores seleccionados en
la produccién de lacasa por T. polyzona en cultivo en medio sumergido. Como
se puede observar, el tratamiento 12 destacé significativamente sobre todos
los demas, alcanzando 68842 U L1 de lacasa a los 11 dias a 34 °C y pH 5.5.

Es importante sefialar que todos los tratamientos que usaron extracto de
levadura (1-2%) obtuvieron mayores rendimientos de lacasa, aumentando
hasta 151.3 veces (Tratl2/Tratl) el rendimiento de la enzima respecto a
tratamientos en donde no se utilizé. El extracto de levadura es un suplemento
utilizado en microbiologia por su alto contenido de proteinas, vitaminas,
minerales y otros metabolitos importantes para el desarrollo de muchos
microorganismos. En segunda posicion de importancia estuvieron los
tratamientos que contenian, aparte de extracto de levadura, los mayores
niveles de MgSOa. Por el contrario, en los tratamientos en que se aplico mayor
concentracion de KH2PO4 se observo un efecto negativo sobre la produccion

de lacasa.

3 Analisis del modelo y prediccion
a Analisis del modelo
El resumen de dicho andlisis de varianza con el porcentaje de contribucién
de cada factor y sus interacciones se muestra en el Cuadro 41. La
comparacion realizada con un nivel de significancia de a = 0.05. Un valor de P
mayor que 0.05, indica que la contribucidon de ese factor es insignificante o
despreciable. Los resultados obtenidos muestran que todos los factores
tuvieron un efecto significativo sobre la produccion de lacasa. La contribucion
porcentual se calcul6 para cada factor individual mediante la relacion entre una

suma pura y la suma total de los cuadrados.
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Cuadro 40. Actividad de lacasa de T. polyzona Coc-1 en medio sumergido con M. oleifera y otros nutrientes en un

modelo de Taguchi

Factores (%) Actividad de lacasa (U L)

Trat MnSO:  Glucosa I/Iao”r?ngg (NH:SO: 1880 %8 y41,p0,  CusOs  MgSO: 5d 6d 7d 1d

1 0015 10 20 0.0 0.0 15 001 005 61 137 181 455 + 157 h
2 0015 10 25 05 10 20 002 010 1493 4625 5886 44750 + 2684 cd
3 0015 10 3.0 10 20 25 003 015 164 2736 5035 50273 + 850 ¢
4 0015 15 20 0.0 10 20 003 015 355 1958 3075 47617 + 2001 cd
5 0015 15 25 05 20 25 001 005 205 1839 4254 27781 % 1572 @
6 0015 15 3.0 10 0.0 15 002 040 733 1413 1867 742 + 1158 fg
7 0015 20 20 0.5 0.0 25 002 015 229 305 763 10004 # 3347 f
8 0015 20 25 10 10 15 003 005 1089 3746 5200 43134 4 1848 d
9 0015 20 3.0 0.0 20 20 001 040 31 1972 4356 30147 4 2768 e
10 0025 10 20 1.0 20 20 002 005 734 4242 6006 49110 # 4099 cd
1 002 10 25 0.0 0.0 25 003 010 110 150 458 3072 + 741 gh
12 002 10 3.0 05 1.0 15 001 015 1386 4341 10139 68842 + 1168 a
13 0025 15 20 05 20 15 003 040 976 3785 0264 58862 2565 b
14 002 15 25 10 0.0 20 001 045 429 2513 7043 9403 + 570 fg
15 0025 15 3.0 0.0 1.0 25 002 005 3 1045 1800 30865 + 2827 e
16 0025 20 20 1.0 1.0 25 001 010 983 3168 3919 27617 4 2677 e
17 0025 20 25 0.0 20 15 002 015 1137 3662 4597 42873 + 789 d
18 0025 20 3.0 05 0.0 20 003 005 412 1183 1769 422 + 221 gh

* Medias que no comparten una letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05) .
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Cuadro 40. ANDEVA del modelo general lineal para la actividad de lacasa

utilizando diferentes nutrientes a los 11 dias de crecimiento

Fuente GL Contribucién SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor P
Extr. de levadura 2 74.76% 16965662607 8482831303 1338.12 <0.0001
MgSO4.-7H20 2 6.72% 1524096805 762048403 120.21 <0.0001
KH2PO4 2 5.78% 1310801923 655400961 103.39 <0.0001
(NH4)2S04 2 4.25% 965169438 482584719  76.12 <0.0001
Glucosa 2 3.75% 850527406 425263703  67.08 <0.0001
CuS04-5H20 2 2.11% 478350758 239175379  37.73 <0.0001
MnSO4-H20 1 0.97% 220234777 220234777  34.74 <0.0001
Tallo de moringa 2 0.60% 136791353 68395676  10.79 <0.0002
Error 38 1.06%% 240896377 6339378 <0.0001
Falta de ajuste 2 0.72% 240896377 82204071  38.69 0.0000
Error puro 36 0.34% 84874745 2124673

Total 53 100.00%

S R? R? Ajustado R? predicho
2517.31 98.94% 98.52% 97.86%

AE = 30673 - 2020 [Mn]_0.015 + 2020 [Mn]_0.025 + 4975 [GLU]_1.0 - 238 [GLU]_1.5

- 4737 [GLU]_2.0 + 1401 [TMO]_2.0 - 2226 [TMO]_2.5 + 825 [TMO]_3.0 - 5436 [NH4]_0.0
+ 4873 [NH4]_0.5 + 563 [NH4]_1.0 - 25042 [EXLEV]_0.0 + 13489 [EXLEV]_1.0

+ 11553 [EXLEV]_2.0 + 6379 [PO4]_1.5 - 763 [PO4]_2.0 - 5617 [PO4] 2.5 - 3487 [Cu]_0.01
- 298 [Cu]_0.02 + 3785 [Cu]_0.03 - 5142 [Mg]_0.05 - 2174 [Mg]_0.10 + 7315 [Mg]_0.15
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El factor mas influyente fue el porcentaje de extracto de levadura, que
represento el 74.92% de la varianza general de los datos experimentales,
seguido de MgSOa4 (6.65%), KH2PO4 (5.63%), (NH4)2SO4 (4.14%), glucosa
(3.81%), CuSOa4-5H20 (2.15%), MnSO4-H20 (0.76%) y tallo de moringa
(0.55%). Los porcentajes de contribucion mas bajos fueron los del MNSO4-H20
y del tallo de moringa, no obstante, los valores de P obtenidos para ambos
indican que sus efectos fueron significativos para la produccion de lacasa.

El valor P global es <0.0001 y el valor F 38.69 (valor F del modelo > valor
p), indican, asi como la prueba para aceptacion del modelo realizada con el
paquete estadistico Design Expert® 12, donde se calculd la relaciéon sefial /
ruido Adeq Precision, donde se obtuvo un valor de 48.233 (muy superior a la
minima aceptable de 4), indican que el modelo es significativo. Asi mismo, el
alto coeficiente de correlacion (R? = 0.9894), asi como los valores p y F del
modelo y el valor de precision obtenidos prueban que el modelo propuesto
podria usarse para navegar en el espacio de disefio. Los resultados también
fueron clasificados basados en estadisticas Delta, las cuales comparan la
magnitud relativa de los efectos de los diversos factores (Cuadro 42). La
estadistica Delta se obtiene de restarle al mayor, el menor promedio para cada
factor. A mayor valor de Delta, mas contribucién tiene el factor respectivo. Esta
forma de realizar el andlisis coincide totalmente en el orden de contribucion
descrito anteriormente.

La Figura 35 muestra el comportamiento de los efectos principales de los
18 tratamientos. En ella podemos observar que los factores extracto de
levadura, MgSOa4 y CuSOs, tuvieron un efecto positivo en la produccion de
lacasa dentro de los rangos de concentracion estudiados. Lo contrario se
observo con KH2POay glucosa donde el efecto en la produccion de lacasa fue
inversamente proporcional a la concentracion del soluto. Esto concuerda con
lo sefialado por Galhaup y col. (2002) quienes sefalan que a partir de ciertas
concentraciones de glucosa en el medio de cultivo, se ejerce un efecto

inhibidor sobre la actividad de la enzima lacasa.
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Cuadro 41. Orden de contribucion de factores utilizando el valor Delta

Tallo de Extracto
Nivel MI'ISO4 Glucosa . {NH4)2SO4 KH2P04 CUSO4 IIgSO4
Moringa levadura
1 28535 35693 32007 25281 5508 36930 27175 25520
2 32729 30323 28502 35491 44161 29910 30208 28443
3 25880 31386 31124 42226 25056 34513 37932
Delta 4195 9813 3505 10210 38653 11874 7339 12412
Clasif. 7 5 8 4 1 3 6 2
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Figura 35. Gréfica de efectos principales sobre medias de los
tratamientos
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En cambio, se pudo constatar un efecto combinado en los factores extracto
de levadura y (NH4)2SO4, donde primero se aprecio un aumento y luego una
disminucion en la actividad de lacasa a los niveles altos de estos nutrientes.
Lo anterior pudiera deberse a interacciones como se puede apreciar en la
Figura 36, donde se observa que los factores KH2POa4, (NH4)2SO4, glucosa,
CuSO.y tallo de moringa interactuaron fuertemente entre ellos a los niveles
altos, probablemente debido a estrés osmotico, ya que son los que mayor
cantidad de solutos aportan al medio de cultivo.

b Prediccion de niveles 6ptimos

Mediante la aplicaciéon del paquete estadistico Minitab® 17, introduciendo
los niveles 6ptimos de cada factor considerado en el arreglo ortogonal, se
obtuvieron las predicciones mostradas en el Cuadro 43. Los valores predichos
mediante Minitab® 17 coinciden con los obtenidos mediante el paquete
estadistico Design Expert® 12. En el cuadro mencionado también se presentan
los valores correspondientes al Tratamiento 12, que resultd el de mayor
rendimiento en el paso 2 del disefio de Taguchi. Como se puede observar, la
diferencia entre los valores de los niveles del tratamiento 12 y los optimizados
fueron solamente en los factores tallo de moringa y CuSOa. La relacion S/R
pronosticada mediante Minitab® 17 para estos valores optimizados fue muy
alta (97.5632), por lo que se pueden considerar adecuados. Aplicando estos
niveles se esperaria obtener 76691 U L de lacasa. Mediante Design Expert®

el calculo obtenido por el método numérico arroja un valor de 74910.6 U L.

4 Validacion

En resumen, hasta este punto de los experimento las condiciones de
cultivo optimizadas serian: temperatura = 34 °C, pH = 5.5 y concentracion de
CuSO04(0.929 mM). Utilizando los niveles de los factores obtenidos en el paso
3 anterior (Cuadro 43) se realizd el experimento correspondiente,
obteniéndose los resultados que se presentan en el Cuadro 44 y Figura 37. En
ellos se puede constatar que efectivamente el tratamiento optimizado alcanzo
un valor maximo de produccién de lacasa al dia 11 de 74139, contra 69622 U

L del tratamiento 12, lo que representa un incremento de 6.49%.
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Cuadro 42. Niveles 6ptimos de factores y rendimiento predicho de lacasa

, Tallo de Extracto de
Tratamiento MnSO4 Glucosa . (NH4)2S04 KH2POs4 CuSOs MgSOs4
Moringa levadura
Tratamiento 12 0.025 1.00 3.00 0.50 1.00 1.50 0.01 0.15
Optimizado 0.025 1.00 2.00 0.50 1.00 1.50 0.03 0.15
Relacion S/R Media pronosticada Desv. Estandar Ln (Desv. Estandar)
97.5632 76691.0 1762.55 7.7378
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El prondstico estimado mediante Minitab ® 17 era de 76691 U L1, mientras
gue con Design Expert® 12 fue de 74910.6 U L por lo que sélo hubo un error
de menos de 1% por debajo de lo pronosticado, por lo que este resultado valida
el modelo. La actividad de lacasa obtenida a través de experimentos de
confirmacion estan dentro del 95% del nivel de confianza y por lo tanto en
correlacion con el resultado previsto. Es importante sefalar que el tratamiento
optimizado todavia aumentd la produccion de lacasa el dia 12, a donde
alcanzé su maximo de 74665 U L. Es interesante analizar la influencia en el
tiempo de los factores que intervienen en las formulacién del medio de cultivo.

En este caso, se observa que, si bien el tratamiento 12 inici6 siendo mas
productivo en lacasa en los primeros 10 dias de la fermentacion, a partir del
dia 11 la produccién de la enzima se disparé en el tratamiento optimizado,
superando al tratamiento 12 hasta el dia 12, alcanzando niveles finales mas
altos. Lo anterior pudiera deberse al efecto de la concentracion mayor de
CuSO4 del medio optimizado respecto a la del tratamiento 12, lo cual es
consistente con lo reportado por Akpinar y Ozturk-Urek (2017) al optimizar las
concentraciones de los iones Cu*?, Fe*2 y Mn*? en la produccion de lacasa por
el hongo Pleurotus eryngii en residuos de durazno. Dichos autores
encontraron, por ejemplo, que una concentracion 70 uM de Cu*? producia las
mayores cantidades de lacasa el dia 17 de fermentacién, aun cuando los
demas niveles del ion iniciaron produciendo mas enzima. En el presente
trabajo se pudo constatar que una de las diferencias entre el tratamiento 12 y
el optimizado fue precisamente que en este Ultimo la concentraciéon de Cu*?
fue 3 veces mayor. Esto puede explicarse por el hecho de que al ser las
lacasas enzimas que contienen cobre, al momento de mayor produccion de la
enzima, en este caso los dias 11 y 12, se requirieron las mayores cantidades
de cobre disponibles. En otros experimentos sobre la produccion de lacasa por
basidiomicetes se han reportado valores muy cercanos a los obtenidos en el
presente trabajo. Songulashvili y col. (2007) en FMS de G. lucidum 447
alcanzaron rendimientos de 61490 U L' de lacasa usando residuos de
fermentacion de trigo como sustrato y fuentes de nitrdgeno como tartrato de
amonio, KNOgs, (NH4)2S04, NH4NOs, y peptonas.
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Cuadro 43. Cinética de produccioén de lacasa (U L-1) del tratamiento optimizado y del testigo (tratamiento 12)

Tratamiento/Dia 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Optimizado 811 4488 9401 19681 35484 47963 741392 746652 70395 64675 58979
+EE +242 +1216 +396 +1803 1387 +708 +1397 +536 +285 +822 +1926
Tratamiento 12 1788 7771 14941 27000 40740 55308 69622° 65619° 61572 57200 54760
+EE 1018 +1459 +1328 +4141 +1371 +4185 +487 +685 +476 +1523 +542

* Medias que no comparten una letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05). EE = error estandar.
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Figura 37. Cinética para la produccion de lacasas de T. polyzona Coc-1 a las condiciones Optimas predichas

comparadas con el mejor tratamiento de la etapa previa (Tratamiento 12)
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Aungue no se encontraron referencias sobre optimizacion del medio de
cultivo para la produccion de lacasas de T. polyzona, si hay reportes para otras
especies de basidiomicetes, tales como los de Chiranjeevi y col. (2014),
quienes mejoraron la produccion de lacasa de P. ostreatus hasta 3.7 veces,
alcanzando 12124 U L por optimizacién con la metodologia de superficie de
respuesta de los niveles de pH, glucosa, fibra de trigo, peptona, urea y 2,5-
xilideno, este ultimo utilizado como estimulador de la produccion de lacasa.

Por otra parte, Chenthamarakshan y col. (2017) con la seta Marasmiellus
palmivorus LAl en fermentacion en estado sélido (FES) aumentaron la
produccion de lacasa hasta 17.6 veces aplicando la metodologia de Taguchi,
al variar la concentracién de 7 factores, entre ellos NH4H2PO4, galactosa y
CuSO4, obteniendo 667.4 IU mL?t Este Ultimo valor de concentracion
equivaldria a 106784 U L, si se considera que se utilizaron 40 mL de liquido
para extraer del medio sélido la enzima producida, mientras que en las
fermentaciones en medio sumergido se utilizaron 250 mL (6.25 veces mas
diluido). El valor calculado esta dentro del orden de lo obtenido en el presente
trabajo de investigacion. También en estado solido, Hariharan y Nambisan
(2012), optimizando la produccién de lacasa por G. lucidum en sustrato de
hojas de pifia, produjeron 472.31 U mL™1, que equivalen aproximadamente a
75570 U L1, valor muy similar al obtenido en este trabajo de investigacion.

5 Capacidad de remocion de lignina

Los resultados del experimento realizado para medir la capacidad
lignolitica del extracto crudo del cultivo en medio sumergido de T. polyzona en
tallo de M. oleifera se presentan en el Cuadro 45. Es necesario aclarar que,
aungque solamente se optimizo la actividad de lacasa y se cuantificO esta
enzima en el extracto, otras enzimas secretadas por T. polyzona, tales como
MnP y xilanasas pudieron haber participado en la deslignificacién, aunque en
menor grado, ya que como se discutio anteriormente, éstas disminuyeron su
produccion y actividad enzimatica antes del dia 15 de fermentacion y por lo
tanto podemos asumir que no se encontraban presentes en cantidades
importantes en el dia de la toma de la alicuota utilizada para el presente

experimento. Como se puede constatar, de acuerdo con los resultados
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presentados en el Cuadro 45, todos los tratamientos produjeron reduccién en
la cantidad de lignina presente en la madera de moringa. En el mismo, cada
tratamiento represent6 una combinacion de uno de los 4 niveles del factor
Tiempo de incubacion (4, 8, 24 y 48 h) y concentracion de lacasa agregada
(100, 200 y 400 U LY. Partiendo de un contenido inicial de 30.17% de lignina,
en tan so6lo 4 h se aprecié un efecto de remocion de ésta, alcanzandose un
maximo a las 48 h de incubacion. Sin embargo, antes de ese tiempo, a las 24
h, con el Tratamiento 9 (400 U/L de lacasa) se observd un resultado
estadisticamente similar (p<0.05). Si bien en el presente experimento no se
muestred entre las 8 y 24 h, de acuerdo con la Figura 38, obtenida de la
ecuacion del modelo, se puede predecir que es posible alcanzar niveles altos
de lacasa en ese periodo de tiempo. Lo anterior es importante, ya que seria
atil en caso de utilizarse el extracto en un bioproceso tal como la produccion
de etanol de segunda generacion, al acortarse el tiempo de pretratamiento.
Como se puede deducir del analisis de varianza realizado al modelo
general lineal presentado en el Cuadro 46, los factores tiempo y concentracion
de lacasas tuvieron efecto significativo (p<0.05) sobre la remocion de la lignina
del tallo de M. oleifera, obteniéndose una R?alta (92.34). La ecuacién obtenida

del modelo general lineal es la siguiente:

Lignina removida (%) = 29.0763 - 2.808 Trat_1 - 1.948 Trat_2 + 0.165 Trat_3 -1.452 Trat_4
-0.766 Trat_5 + 0.530 Trat_6 + 0.159 Trat_7 + 0.939 Trat_8
+1.590 Trat_9 + 0.720 Trat_10 + 1.225 Trat_11 + 1.646 Trat_12
El modelo de regresion general que mejor se ajusté a los resultados
obtenidos fue cuadrético, el cual se presenta en el Cuadro 47 y se describe en
la ecuacion siguiente, donde aparte de los factores lineales, se seleccionaron

las cuadraticas Tiempo*Tiempo y Tiempo*Lacasas:

Lignina removida (%) = 25.819 + 0.2014 Tiempo + 0.0 Lacasas (U/L)_100
+0.841 Lacasas (U/L)_200 + 2.653 Lacasas (U/L)_400
- 0.002457 Tiempo*Tiempo + 0.0 Tiempo*Lacasas (U/L)_100
- 0.00635 Tiempo*Lacasas (U/L)_200
- 0.03932 Tiempo*Lacasas (U/L)_400
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Cuadro 44. Deslignificacion de tallos de M. oleifera con extracto
enzimético

_ Tiempo Lacasas Lignina final Rerr?oc.l()n
Tratamiento de lignina
(h) (UL (%)
(%)
1 4 100 21.509 26.268 h
+0.032 +0.111
2 4 200 21.258 27.129 ¢
+0.0715 +0.245
3 4 400 20.642 29.241 e
+0.0925 +0.317
4 8 100 20.963 27.624 ¢
+0.012 +0.080
5 8 200 20.913 28.310 f
+0.025 +0.085
6 8 400 20.535 29.607 de
+0.088 +0.302
7 24 100 20.643 29.236 e
+0.083 +0.285
8 24 200 20.416 30.015 bcd
+0.034 +0.116
9 24 400 20.226 30.666 ab
+0.053 +0.182
10 48 100 20.480 29.797 cde
+0.120 +0.413
11 48 200 20.333 30.301 abc
+0.050 +0.172
12 48 400 20.210 30.722 a
+0.038 +0.132
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Asi mismo, la ecuacidon general de regresion se puede dividir en las tres

ecuaciones individuales siguientes, una para cada nivel del factor “Lacasas”:

Lacasas (U/L)
100 Lignina removida (%) = 26.061 + 0.1956 Tiempo - 0.002450 Tiempo*Tiempo

200 Lignina removida (%) = 26.663 + 0.1947 Tiempo - 0.002450 Tiempo*Tiempo
400 Lignina removida (%) = 28.475 + 0.1617 Tiempo - 0.002450 Tiempo*Tiempo

Dichas ecuaciones estan representadas graficamente en la Figura 39.

Los valores obtenidos de remocién de lignina por efecto del extracto
crudo enzimatico conteniendo lacasas son ligeramente inferiores a los
reportados por Cardoso-Silva y col. (2014), quienes lograron 35.04% de
remocion de lignina a las 4 h de incubacion en bagazo de cafa utilizando el
extracto enzimatico (236 U g') de Trametes villosa optimizado para MnP.

Utilizando fermentacion en estado sélido, Arora y col. (2002) alcanzaron
un 25.2% de deslignificacion de paja de trigo a los 32 dias utilizando de P.
fascicularia; Knezevi¢ y col. (2013) eliminaron el 5.9% de la lignina del
aserrin de roble utilizando extracto enzimatico crudo de Trametes multicolor,
mientras que Deswal y col. (2014) consiguieron degradar 7.91% de lignina
en bagazo de cafia de azUcar usando extracto enzimatico de Pleurotus
florida. Moniruzzaman y Ono (2012) aplicando enzimas comerciales de
Trametes sp. consiguieron deslignificar hasta 50.1% del aserrin de madera
de ciprés (Chamaecyparis obtusa). Mukhopadhyay y col. (2011) lograron
alrededor de 80% de deslignificacion de Ricinus comunis mediante la
aplicacién de lacasa comercial en un experimento de optimizacion por la

metodologia de superficie de respuesta.

249



400

Lignina

removida
(2}

= 27

27 — 28

M 28 - 29

M 22 - 20

[ ] = 30

350

300

250 4

Lacasas (U/L)

200 -

150

4 12 18 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo

Figura 38. Gréafica de contorno para los factores Tiempo*Lacasas en el

pretratamiento de madera de M. oleifera con lacasa de T. polyzona
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Cuadro 45. ANDEVA del modelo general lineal para la remocion de lignina de los tratamientos utilizados

Fuente GL SC Ajust MC Ajust Valor F Valor p
Tiempo 3 44.043 14.681 82.37 0.000
Lacasas 2 20.382 10.1912 57.18 0.000
Error 30 5.347 0.1782
Falta 6 4.101 0.6836 13.17 0.000
Error 24 1.246 0.0519
Total 35 69.772
S R? R2 Ajustado R? predicho
0.42217 92.34% 91.06% 88.96%
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Cuadro 46. Modelo de regresion paralaremocién de lignina de madera de M. oleifera

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Regresién
Tiempo 6 67.047 11.1745 118.90 0.000
Lacasas (U/L) 1 17.801 17.8014 189.41 0.000
Tiempo*Tiempo 2 17.830 8.9152 94.86 0.000
Tiempo*Lacasas 1 8.328 8.3282 88.61 0.000
Error 2 3.197 1.5985 17.01 0.000
Falta de ajuste 29 2.726 0.0940
Error puro 5 1.480 0.2960 5.70 0.001
Total 24 1.246 0.0519
35 69.772
S R? R? Ajustado R? predicho
0.306571 96.09% 95.29% 93.99%
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El tiempo de reaccion varié de 4 a 8 horas no habiendo distincion entre
ellos, a diferencia de este estudio, donde si se encontraron diferencias entre
los cuatro tiempos de reaccion. En un experimento similar al aqui
desarrollado, Cardoso-Silva y col. (2014) obtuvieron a las entre las 4y 72
horas hasta 37.8, 40.2 y 63.2 % de deslignificacion de bagazo de cafia,
cascara de coco y fibra de yute respectivamente utilizando extracto
enzimatico de Trametes villosa. En este experimento, al igual que en el
anterior, no hubo diferencia entre los niveles de deslignificacién atribuibles
al tiempo de reaccion. Esto pudiera explicarse al hecho de que la madera de
Moringa, como muchas maderas suaves tiene un alto contenido de lignina a
diferencia de la utilizada por los autores mencionados, lo cual puede influir
significativamente en el tiempo de reaccidén necesario para provocar un

efecto en la deslignificacion .
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D USO DE RESIDUOS DE BIORREFINERIA DE M. oleifera EN LA
ALIMENTACION DE CODORNICES JAPONESAS
1 Rendimientos de harinadesgrasada de semillade moringa
Por cada 100 g de semilla descascarada de M. oleifera se obtuvieron
durante el prensado 25.5 g de aceite y 74.5 g de pasta desgrasada. De esta
manera, el aceite extraido por prensado soélo representa aproximadamente
una cuarta parte de la semilla cruda (SMOC). Este porcentaje es menor al
contenido de lipidos encontrado en la seccion A para el ecotipo utilizado
(“Mojolo”). Esto es debido a que la eficiencia de extraccion de aceite por
prensado es menor a la de solventes que se utiliza en el analisis (Abdulkarim
y col., 2005). En consecuencia, la torta de prensado contiene una porcion
importante de lipidos, como se puede constatar en el Cuadro 48.
2 Rendimientos del fermentado de biomasa de moringa
Para los 5 fermentadores utilizados, el balance de materia general se
resume la Figura 40 donde se muestra que a partir de 3.75 kg de hoja y
raquis de moringa se obtuvieron 2.5 kg de residuo. Aunque no se cuantifico,
tedricamente, se obtendrian también 625 g de etanol y 625 g de diéxido de
carbono. Por lo tanto, el residuo fermentado representa el 66.67% de la
biomasa empleada en el proceso.
3 Anélisis proximales de materia primas
Los resultados de los andlisis proximales de las materias primas a base
de moringa se muestran en el Cuadro 48. Para la harina de hoja de moringa
los valores obtenidos son similares a los reportados por Castillo y col. (2018),
excepto para el contenido de proteinas que es mas bajo. En la hoja
fermentada en cambio, el contenido de carbohidratos disminuyé respecto a
la hoja cruda, debido probablemente a su uso por parte del hongo y la
levadura como fuente de energia y para la construccion de sus estructuras
celulares. Lo anterior se pudo reflejar también en el aumento del contenido
de fibra cruda, ya que M. circinelloides, como la mayoria de los hongos
producen el carbohidrato quitina para la construccion de su pared celular
(Faiy col., 2011).
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Figura 40. Balance de materia para la produccién del residuo fermentado
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Cuadro 47. Composicion

moringa utilizadas

proximal de

las materias primas a base de

Nutriente HMNT? HMHF? SMOocC3 SMOD*4
Humedad 6.42 4.44 3.88 5.70
Minerales% 7.60 4.18 3.34 4.42
Proteinas% 17.78 20.81 40.62 48.51
Lipidos% 7.64 7.35 32.77 11.14
Fibra cruda% 13.30 30.06 1.35 2.76
Carbohidratos 47.26 33.16 21.93 27.47

IHMNT, hoja y raquis de moringa no tratados (sin fermentar); 2HMHF, hoja y raquis de moringa

hidrolizada y fermentada; 3SMOC, semilla de moringa cruda; *SMOD, semilla de moringa

desgrasada.
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El contenido de proteinas presentd un leve aumento, ya que el balance
general del proceso de fermentacion se inclind mas hacia un descenso del
contenido de carbohidratos, transformados en alcohol y didxido de carbono,
qgue a la degradacion de las proteinas en otro tipo de compuestos.

Para la SMOD, el contenido de proteinas fue inferior al reportado por
Ogunsinay col. (2010), quienes reportan 62.76%. Lo anterior se debe a que
en el presente trabajo se empled6 harina desgrasada por prensado, con una
proporcion alta de lipidos (11.14%), mientras que los autores citados, usaron
harina de desgrasada por solventes.

4 Composicién de las dietas de iniciacion y finalizacién

El Cuadro 49 presenta los datos de las formulaciones para las dietas de
iniciacion (1) y finalizacion (2) que fueron proporcionados a las codornices,
mientras que en el Cuadro 50 se muestra el contenido nutrimental calculado
de dichas dietas, donde se buscaron niveles equivalentes de calorias,
macronutrientes y micronutrientes. Estas dietas fueron disefiadas para
proporcionar cantidades equivalentes de nutrientes y calorias.

5 Parametros de crecimiento
a Pesovivo

El Cuadro 51 muestra que hubo diferencias significativas desde el dia 7
y hasta el dia 35 (p<0.05) en los pesos de las codornices alimentadas con
las diferentes dietas de finalizacion, siendo claro el bajo peso relativo en las
dietas con hoja no fermentada de moringa, lo cual no fue observado con la
hoja fermentada. Lo anterior concuerda también con lo reportado por Castillo
y col. (2018), quienes encontraron que niveles de inclusion de harina de hoja
de M. oleifera mayores de 10% en las dietas de iniciacion codornices
japonesas, estan relacionados a menores pesos vivos. El uso de la harina
de hoja fermentada moringa pudiera tener un efecto favorable en el
desarrollo de las codornices, posiblemente debido a la inactivacion de
factores antinutricionales y al aumento en la disponibilidad de proteinas,
aminoacidos esenciales y carbohidratos. Este fenémeno, ya ha sido
comprobado en muchos alimentos fermentados, y especificamente en la

semilla de moringa (ljarotimi y col., 2013).
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Cuadro 48. Composicion de las formulas de las dietas de iniciaciéon (1) y finalizacién (2) (g/1009)

Ingrediente TEST1 HMNT1 HMHF1 SMOD1  TEST2 HMNT2 HMHF2 SMOD2
Maiz 36.70 26.90 19.00 36.45 48.55 40.36 41.15 49.42
Soya 55.60 53.30 58.80 50.10 44.63 42.85 41.90 39.88
Hoja de moringa no tratada 0.00 10.00 0.00 0.00 0.00 10.00 0.00 0.00
Hoja de moringa fermentada 0.00 0.00 10.00 0.00 0.00 0.00 10.00 0.00
Semilla moringa desgrasada 0.00 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 0.00 5.00
Aceite de soya 4.30 4.30 5.00 3.10 3.05 2.95 3.11 1.75
Azucar 0.00 2.10 3.80 1.95 0.00 0.00 0.00 1.95
Sal 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Metionina 0.20 0.20 0.20 0.20 0.22 0.25 0.25 0.13
Caliza fina 1.30 1.30 1.30 1.30 1.30 1.25 1.25 1.25
Ortofosfato de sodio 0.90 0.90 0.90 0.90 0.95 1.00 1.00 1.05
Mezcla de vitaminas * 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Minerales 2 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Prebidtico (S. cerevisiae) 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Adsorbente 3 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Fitasa 4 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

! Premezcla de vitaminas que proveen lo siguiente por kg de dieta: 12,500 IU (retinol); 4,480 IU (colecalciferol); 30 IU (acetato de
tocoferol); 3 mg de menadiona bisulfuro de sodio; 1.5 mg de tiamina; 6 mg de riboflavina; 3 mg piridoxina; 15 mg cianocobalamina;
1.5 mg de acido fdlico; 55 mg de niacina; 15 mg pantotenato de calcio; 180 ug de biotina; 600 mg de colina;120 mg de Banox (BHA
+ BHT). 2 Premezcla de minerales que proveen lo siguiente por kg de dietat:75 mg de Mn; 75 mg de Zn; 75 mg de Fe; 900 mg de
Mo; 750 ug de Co; 105 mg de Se. 3 Aluminosilicato, Zeolex. 4 Natuphos* 5000 GP Fitasa, Basf Mexicana, S.A. de C.V.
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Cuadro 49. Contenido nutrimental calculado de las dietas de iniciacion y finalizacién (g/100 g)

Nutriente HMNT1 HMHF1 SMOD1 TEST1 HMNT?2 HMHF2 SMOD2 TEST2
EM Kcal/kg 2886.59  2853.97  2893.17  2857.48 2903.13  2902.05  2899.61  2900.12
Humedad 9.62 9.17 9.96 10.29 9.94 9.72 10.20 10.40
Proteina cruda% 27.49 27.50 27.50 27.51 24.00 23.94 24.01 23.64
Fibra cruda% 4.66 6.48 3.29 3.57 4.43 5.99 3.20 3.28
Extracto etéreo% 2.23 1.94 1.88 1.80 2.65 2.61 2.49 2.15
Acido linoleico 2.92 3.17 2.44 3.09 2.40 2.49 1.92 2.60
Acido linolénico 0.16 0.19 0.12 0.37 0.12 0.12 0.08 0.28
Lisina% 1.69 1.86 1.36 1.50 1.66 1.68 141 1.39
Metionina% 0.59 0.63 0.62 0.53 0.59 0.60 0.51 0.49
Cisteina% 0.43 0.47 0.31 0.41 0.38 0.38 0.33 0.35
Treonina% 1.21 131 0.99 1.05 1.16 1.18 1.02 1.01
Triptéfano% 0.50 0.55 0.39 0.44 0.44 0.44 0.33 0.36
Calcio% 0.83 0.84 0.85 0.83 0.80 0.79 0.83 0.81
Fésforo% 0.36 0.37 0.35 0.36 0.36 0.35 0.36 0.35

IHMNT1, dieta de iniciacién con hoja de moringa no fermentada; ?HMHF1, dieta de iniciacién con hoja de MO fermentada; 3
SMOD1, dieta de iniciaciéon con pasta de semilla de MO desgrasada; TEST1, dieta de iniciacién convencional; THMNT2,
dieta de finalizaciéon con hoja de MO no fermentada; 2HMHF2, dieta de finalizacién con hoja de MO fermentada; 3 SMOD?2,
dieta de finalizacion con pasta desgrasada de semilla de MO; TESTZ2, dieta de finalizacion convencional.
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Cuadro 50. Peso vivo individual por semana de codornices alimentadas con diferentes dietas conteniendo M. oleifera

Tratamiento  Estadistico Inicio Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
SMOD Media 12.216 a 52.296 a 109.56 a 166.750 a 216.050 a 244.420 a
+1.157 15.241 +11.790 +17.060 +20.630 +23.450
HMHF Media 12.140 a 50.820a 105.510a 162.780 ab 211.430 ab 235.990 ab
+1.087 +5.586 +12.190 +15.490 +17.360 +23.680
HMNT Media 12.040 a 45.660 b 97.050 b 154.700 b 204.16 b 229.160 b
+0.945 +7.300 +15.330 +17.720 +19.110 +22.170
TEST Media 11.97 a 51.396 a  109.640 a 167.860 a 216.56 a 233.870 ab
+1.110 4.792 +8.830 +13.990 +17.810 +23.310

Las medias que no comparten una letra en la misma columna son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Los tratamientos conteniendo pasta de semilla desgrasada (SMOD) y
fermentado de hoja de moringa (HMHF) no presentaron diferencias respecto
al testigo (p<0.05). Lo anterior concuerda también con lo reportado por
Gakuya y col. (2014), quienes encontraron que niveles de inclusion de harina
de hoja de M. oleifera mayores de 7.5% en las dietas de pollos de engorde,
estan relacionados a un menor peso final de los animales, menores
ganancias de peso, consumo de alimento y mas baja conversion alimenticia

b Ganancia de peso

El Cuadro 52 muestra que para la ganancia de peso hubo diferencias
significativas entre tratamientos en la etapas de iniciacion y acumulada final,
pero no entre los tratamientos de la etapa de finalizacién. Incluso, para ese
periodo, la dieta HMNTZ2, que contiene hoja no tratada de moringa fue muy
similar a las demés dietas. Esto coincide con lo sefialado por Gadzirayi y
Mupangwa (2013), y con Castillo y col. (2018), quienes observaron menor
GP en la etapa de iniciacibn en codornices japonesas alimentadas
parcialmente con de hoja de moringa, mientras que en la etapa de
finalizacion este efecto no fue significativo. Mateos y col. (2012) observaron
el mismo comportamiento en pollos y lo atribuyen al alto contenido de fibra
cruda de las dietas con hoja de moringa, que provoca, en el periodo de
iniciacion, una menor retencion y asimilacion de los alimentos en el tracto
digestivo aun inmaduro de las aves. Este efecto no se observé en el
tratamiento con hoja fermentada, a pesar de su mayor contenido de fibra
cruda, el cual pudo deberse a la quitina producida por el hongo. Se sabe que
Mucor circinelloides, al igual que la mayoria de los hongos transforman
carbohidratos en quitina, un componente importante de su pared celular (Fai
y col., 2011). La quitina es cuantificable en el andlisis proximal como parte
de la fibra (Cheung, 2013).

Por otro lado, se ha reportado que las aves de corral tienen capacidad
de digerir parcialmente la quitina, gracias a que sintetizan la enzima
guitinasa (Veldkamp y col., 2012), lo que podria explicar en parte la mejor

respuesta de las codornices a este subproducto que a la harina cruda.
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Cuadro 51. Gananciade peso, alimento consumido, conversion alimenticiay mortalidad durante las etapas deiniciacion

(0-14 d), finalizacion (15-35 d) y acumuladas (0-35 d) de codornices japonesas

Trat Iniciacion Finalizacion Acumuladas
rat.
AC CA Mort GP AC CA Mort GP AC CA Mort
684.80
SMOD |96.28a 151.51ab 1.574ab 0.000a|135.230a 533.29a 3.95la 0.000a | 231.580 a 2.947 a 0.000 a
a
(DE) +1.557 +0.977 +0.0356 +0.000 +6.730 +17.80 +0.251 +0.000 +7.450 +18.80 +0.138 +0.000
673.73
HMHF |93.37a 154.63a 1.659b 0.000a| 123.51a 519.10a 4.214a 2.222ab| 217.10 ab 3.17 ab 2.222 ab
a

(DE) +3.01 +9.16 +0.141 +0.000 | #9.840 +15.97 +0.219 +0.000 +12.350 +19.00 +0.197 +0.000
HMNT |84.14b 15463a 1.8335c 0.000a| 122.65a 512.05a 4.185a 2.960b | 206.92b 665.922 3.38b 2.960b
(DE) +5.490 +1.72 +0.109 +0.000 | +8.430 +11.80 +0.238 +2.570 +13.290 +12.52 +0.291 +2.570
TEST |97.67a 139.88b 1.4323a 0.000a| 125.16 a 510.25a 4.095a 0.741ab| 223.11ab 650.142 2.96a 0.741ab
(DE) +2.240 +3.96 +0.243 +0.000 | +12.130 +16.38 +0.287 +1.283 +13.790 +19.80 +0.167 +1.283

*Las medias que no comparten una letra en la misma columna son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). GP=ganancia de peso; AC=alimento

consumido; CA=conversion alimenticia; Mort =mortalidad; DE=desviacién estandar
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Adicionalmente, la quitina tiene un efecto estimulante de la respuesta
inmune (Lee y col., 2008).

En contraparte, con las dietas de SMOD se obtuvieron las mas altas
ganancias de peso. Lo anterior es contrario a lo sefialado por Abbas y
Ahmed (2012) quienes indican menores ganancias de peso en aves
alimentadas con semilla de M. oleifera a niveles de inclusién tan bajos como
1.5%. Lo anterior hace suponer un efecto del proceso de prensado sobre las
cualidades nutricionales de la harina de semilla, lo cual es muy comun en
los alimentos extrudidos debido a transformaciones quimicas ocurridas a las
altas temperaturas y presiones alcanzados durante el proceso de extrusion
(Nouman y col., 2014). Se recomienda realizar pruebas posteriores con
mayores proporciones de SMOD para determinar los niveles Optimos y
maximos de inclusion en las dietas para aves.

¢ Conversion alimenticia

En cuanto a la conversion alimenticia, el comportamiento de ésta fue
similar a la ganancia de peso observandose en el periodo de iniciacion que las
mas altas tasas de conversion alimenticia se presentaron en las codornices
alimentadas con HMNT y las mejores con las dietas SMOD.

d Mortalidad

La mortalidad de las aves se empez6 a presentar después de la tercera
semana y fue mayor (p<0.05) en los tratamientos con HMNT. Este efecto
podria deberse a situaciones accidentales durante el desarrollo del
experimento, pero no se descarta un efecto nocivo en las aves por la
acumulacion tisular de metabolitos presentes en la hoja de moringa. Un
grupo de ellos son los carotenoides, a juzgar por lo observado durante el
sacrificio de las aves, donde los érganos internos, la carne y grasa de las
codornices alimentadas con hoja no tratada de moringa presentaban un
color amarillento (Figura 41). Saini y col. (2013) mostraron que el nivel de
carotenoides totales de la hoja seca de M. oleifera es de alrededor de 160
mg/100 g. Si consideramos que en las dietas HMNT el nivel de inclusion de
hoja fue de 10%, la dieta contendria 0.16 mg/g de alimento y durante los 35

dias de alimentacion cada codorniz ingiere en total 106.7 mg de retinol.
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Figura 41. Canales de codorniz alimentadas con dietas conteniendo (a)
semilla desgrasada por prensado de M. oleifera (SMOD); (b) harina de M.
oleifera no tratada (HMNT); (c) harina de M. oleifera hidrolizada y
fermentada (HMHF) y (d) testigo (TEST).
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Lo anterior equivale a 465.6 mg/kg de peso de ave, lo cual es inferior, pero
no muy lejano al DLso del retinol que es de 2,000 mg/kg de peso corporal (rata),
habiendo la posibilidad de que efectivamente haya una accién toxica en
algunas de las aves. Se requiere de mas estudios para poder corroborar lo
anterior.

En cuanto al alimento con HMHF, no se encontraron mortalidades
superiores al testigo (p<0.05). Si bien se ha reportado que Mucor
circinelloides es patégeno en organismos inmunodeprimidos de diferentes
especies de animales y humanos, se ha encontrado que es de baja
citotoxicidad (Hollmann y col., 2008). Esto explica el hecho de que las
codornices alimentadas con residuos de fermentacion, donde habia
microorganismos de esta especie no se presentaran mortalidades por
encima de la media. Hay que sefalar que el fermentado utilizado para las
dietas fue esterilizado antes de su uso. En cuanto a las aves alimentadas
con dietas conteniendo semilla desgrasada de moringa por prensado
(SMOD) no se observo ninguna mortalidad.

6 Rendimientos de canal
a Pesos de canal friay caliente

Los mayores pesos de canal caliente y fria se obtuvieron en las aves
alimentadas con las dietas conteniendo SMOD, siendo aun superiores al
testigo (p<0.05). Lo anterior no concuerda con lo reportado en la literatura
(Abbas y Ahmed, 2012; Ochi y col., 2015) quienes encontraron menores
pesos que el testigo en las canales de pollos alimentados con semilla entera
de moringa a niveles de inclusion de 1.5% en dietas de iniciacion y
finalizacion. En el presente experimento, los niveles de inclusion fueron mas
de tres veces superiores (5%) y a pesar de ello no se observaron efectos
negativos en el crecimiento de las codornices.

Como en el caso de los pesos vivos y, una posible razon de este
comportamiento podria estribar en la eliminacion e inactivacion de
sustancias antinutricionales como taninos y lectinas presentes en la semilla
entera (Makkar y Becker, 1996; Ogbe y Affiku, 2011), durante el

descascarillado y prensado de la semilla utilizada en este experimento.
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En nuestro trabajo se utilizé semilla descascarada y desgrasada por
prensado, que debido al calentamiento natural por efecto de la presiéon y
friccion de la semilla en el equipo de extraccion alcanza temperaturas de
hasta 180 °C en unos segundos. La harina de semilla utilizada por Abbas y
Ahmed (2012) no se le dio ningun proceso de extraccion de grasa, sino que se
utilizo la semilla entera.

b Rendimientos de canal friay caliente

En el Cuadro 53 se aprecia que el tipo de dieta tuvo un efecto sobre el
rendimiento de canal caliente respecto al peso vivo, siendo
significativamente mayor (p<0.05) para HMNT y menor para HMHF y SMOD.
De manera similar, para la canal fria se observé un mayor rendimiento en el
tratamiento HMNT y menor para HMHF. Es posible que las aves alimentadas
con HMNT posean menos grasa y mas proteina en todos los tejidos, que las
del resto de los tratamientos lo cual pudo haber influido en mayores
porcentajes de rendimiento de canal fria y caliente y pesos netos de canal
similares a los del testigo y HMHF. Esto parece concordar con (Abbas y
Ahmed (2012)) quienes observaron mayor contenido de grasay con (Castillo
y col. (2018)) quienes encontraron que los niveles de triglicéridos y colesterol
en la sangre disminuyeron al incrementar el contenido de hoja de M. oleifera
en la dieta.

c Absorcién de agua

El porcentaje de absorcién de agua fue significativamente diferente entre
los diferentes tratamientos, siendo menor en el caso de las codornices
alimentadas con hoja no tratada (HMNT). Esta diferencia también podria
deberse a la presencia de los compuestos carotenoides presentes en la
carne, los cuales son liposolubles, que podrian impedir en parte la absorcion

de agua de la canal.
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Cuadro 52. Peso y rendimiento de canal y absorcidén de agua de codornices japonesas alimentadas con diferentes

dietas conteniendo M. oleifera

Tratamiento Peso canal caliente Canal caliente Peso de canal Canal fria Absorcion de agua
(9) (%) fria (9) (%) (%)
SMOD 146.29 a 59.85b 159.31 a 65.18 ab 8.17a
HMHF 141.03 b 59.76 b 153.06 b 64.86 b 8.17 a
HMNT 143.68 b 62.70 a 155.14 b 67.70 a 7.37b
TEST 143.06 b 61.17 ab 155.31b 66.41 ab 7.88 ab

* Las medias que no comparten una letra en la misma columna son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

268



VIl CONCLUSIONES
RENDIMIENTOS Y ANALISIS DE BIOMASA DE MORINGA
El ecotipo “Mojolo” presentd la mayor productividad de tallos y hojas vy el
mayor porcentaje de lipidos, proteinas de hoja y carbohidratos
fermentables por hectarea por lo que se recomienda para la zona de
Sinaloa como variedad de alta productividad de biomasa.
El ecotipo “Sinaloa” produjo lo mas altos rendimientos de semillas, aceite
y proteinas de semilla, por lo que se recomienda para la produccion de
aceite de semilla.
El ecotipo “Elota” sobresalié por su alto porcentaje de aceite y acido oleico,
por lo que se recomienda la experimentacion de cruzas con los ecotipos
“‘Sinaloa”, “Mojolo” con fines de mejoramiento genético y cultivos
intensivos para produccion de biomasa y aceite.
PRODUCCION ENZIMATICA Y ETANOL DE HONGOS NATIVOS EN
Moringa oleifera
Se aislaron cinco cepas de hongos con capacidad etanologénica, cuatro
de ellas de madera de M. oleifera.
Las cepas mejor adaptadas a un CBP fueron identificadas molecularmente
como Fusarium equiseti, F. verticillioides y Mucor circinelloides.
Las cepas seleccionadas aumentaron de 3 a 6 veces los rendimientos y
productividades de etanol a partir de lignocelulosa de M. oleifera cuando
crecieron en consorcio con S. cerevisiae.
Entre las cepas estudiadas, C1502, identificada molecularmente como
Mucor circinelloides, obtuvo los mas altas producciones y rendimientos de
etanol en lignocelulosa de M. oleifera.
Se aislé y purificd la cepa de basidiomicete identificada molecularmente
como Trametes polyzona, la cual presenté alta productividad de lacasa y
xilanasa, fue seleccionada para su uso en el proceso de pretratamiento

bioldgico.
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OPTIMIZACION DE CONDICIONES DE CULTIVO DE T. polyzona COC-
1 PARA LA PRODUCCION DE LACASAS

Se optimizo la produccion de lacasa de T. polyzona en medio sumergido
con madera de M. oleifera y nutrientes seleccionados, multiplicAandose
hasta 150 veces la excrecion de la enzima.

Se validdé la optimizacion de produccion de lacasas con niveles
pronosticados de nutrientes, alcanzando los niveles esperados.

Se demostr6 la utilidad del extracto crudo enzimatico en la deslignificacion
de madera de M. oleifera, determinandose las concentraciones de enzima

y tiempos de proceso para mayor eficacia.

USO DE RESIDUOS DE BIORREFINERIA DE M. oleifera EN LA
ALIMENTACION DE CODORNICES JAPONESAS

En la etapa de iniciacion, las dietas conteniendo 10% de hoja no
fermentada de moringa, presentaron los menores GP y pesos vivos
finales, asi como peor CA. La dieta conteniendo harina fermentada de hoja
de M. oleifera y la que incluyd pasta de semilla desgrasada por prensado
fueron superiores en todos esos parametros a la harina no fermentada.
En la etapa de finalizacion, las dietas que contenian, ya sea, 5% pasta
desgrasada de semilla de MO, 10% de harina de hoja no fermentada o
10% de hoja fermentada resultaron adecuadas para el desarrollo de
codornices japonesas.

El tratamiento que incluyé 5% de harina de pasta de semilla desgrasada
por prensado de MO fue superior en todos los parametros de crecimiento
y en los pesos de canal caliente y fria.

Las pasta de semilla de Moringa oleifera desgrasada por prensado, y la
harina de hoja fermentada por Mucor circinelloides-Saccharomyces
cerevisiae fueron bien toleradas por las codornices japonesas a lo largo
de todo su desatrrollo.

Se requieren estudios posteriores para determinar los valores 6ptimos y
maximos de inclusion de dichas pasta o harinas en las dietas, e
investigacion sobre la posible citotoxicidad en codornices en periodos de

tiempo mas prolongados.
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Abreviaturas

ABTS Acido 2,2'—azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico

ADN Acido desoxirribonucleico

ANDEVA Andlisis de varianza

°C grado(s) centigrado(s)

CG Cromatografia de gases

CaCl2-2H.0 Cloruro de calcio dihidratado

CBP Bioproceso consolidado [por sus siglas en inglés: Consolidated
Bioprocess |

CO; Dioxido de carbono

CuS04-5H20 | Sulfato de cobre pentahidratado

DNS Acido 3,5 dinitrosalicilico

Fex(S04)s Sulfato férrico

FES Fermentacion en estado sdlido

g gramo(s)

h hora(s)

ha hectarea(s)

H202 Peroxido de hidrégeno

H2SO,4 Acido sulfarico

HCI Acido clorhidrico

HHMO Harina hidrolizada de M. oleifera

HMHF Harina de hoja de M. oleifera hidrolizada y fermentada

HMNT Harina de hoja de M. oleifera no tratada

kg kilogramo(s)

KH2PO4 Fosfato monobasico de potasio

L litro(s)

mg miligramo(s)

MgS04-7H20 | Sulfato de magnesio heptahidratado

min minuto(s)

mL mililitro(s)

mm milimetro(s)
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mM

Milimolar

MnS0O4.H,O Sulfato de manganeso monohidratado

MO Moringa oleifera

NaOH Hidroxido de sodio

(NH4) SO4 Sulfato de amonio

nm nanémetro(s)

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

rpm revoluciones por minuto

SHF Hidrdlisis y fermentacion separadas (Por sus siglas en inglés: Separate
Hydrolysis and Fermentation)

SMOD Semilla de M. oleifera desgrasada

SMOD Harina de semilla de M. oleifera desgrasada

SSCF Sacarificacion y cofermentacion simultaneas (Por sus siglas en inglés:
Simultaneous Saccharification and Co-fermentation)

SSF Sacarificacion y fermentacion simultaneas (Por sus siglas en inglés:
Simultaneous Saccharification and Fermentation)

TEST Tratamiento testigo o control

pL microlitro(s)
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Anexos

Anexo 1. Articulo cientifico publicado.

Pérez Angel, R.; Pérez-Tamayo, N. M.; Castro-Martinez, C. y Contreras-
Andrade, Ignacio. (2020). Rendimientos y composicion quimica de
biomasa, semilla y aceite de ecotipos de Moringa oleifera Lamarck

introducidos en Sinaloa, México. Agro productividad 13 (7): 21-28.
doi:10.32854/agrop.vi.1643.

Anexo 2. Articulo cientifico aprobado (en prensa).

Pérez-Angel, R.; Portillo-Loera, J. J., Castro-Tamayo, C. B.; Soto-Beltran, J.
M.; Urias-Ramos, K.A.; Contreras-Andrade, |. (2021). Uso potencial de
subproductos biorrefinados de Moringa oleifera en la alimentacion de

codornices japonesas. Agricultura, Sociedad y Desarrollo 18 (2). x
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