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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue comparar tres pre-tratamientos (molienda; molienda + proceso
hidrotérmico; molienda + hidroxido de sodio al 1 %) aplicados a cascara de banano maduro y su efecto en la obtencion
de jarabe glucosado mediante hidrélisis enzimatica con el hongo Trichoderma viride. Se prepararon 9 medios de culti-
vos (cascara de banano molida y agua purificada) en diferentes concentraciones de sustrato (40 %, 50 % y 60 %), factor
A,; sometidas a los tres pre-tratamientos, factor B. Posteriormente se inocularon con conidias del hongo Tricho-derma
viride en una concentracion de 0,4 g/L. El tratamiento que presenté mayor concentracion de glucosa fue el tratamiento
F (60 % cascara banano maduro, con el pre-tratamiento de molido + proceso hidrotérmico) con 5,6 + 0,3 g/L.
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Abstract

The aim of this study was to compare three pretreatments (grinding , milling + hydrothermal process, grinding sodium
hydroxide + 1 % ) applied to peel ripe banana and its effect on the production of dextrose syrup by enzymatic hydrolysis
with the fungus Trichoderma viride. 9/2 crops (bananas ground shell and purified water) were prepared at different
substrate concentrations (40, 50 and 60 %), factor A; under the three pretreatments factor B. Subsequently conidia were
inoculated with the fungus Trichoderma viride at a concentration of 0.4 g/L. Treatment showed higher glucose concen-
tration treatment was F (60 % shell ripe banana with the ground + hydrothermal pretreatment process) with 5.6 £ 0.3 g/L.
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Introduccion

Los desechos agroindustriales son materiales de gran
importancia en la industria alimenticia, pues, con tecnologias
alternativas, son capaces de generar jarabes azucarados,
subproducto que a su vez se puede utilizar para la obtencién
de bioetanol. La biomasa es la Gnica fuente alternativa para la
obtencion sustentable de combustibles y material disponible
para la humanidad™.

Ecuador dedica grandes extensiones de tierra al mono-cultivo
de banano para la exportacion. Aquellas frutas gque no cum-
plen los indicadores de calidad para exportacion (longitud,
diametro, indice de madurez, etc.) son aprovechadas de
diversas maneras, es asi que, industrias de procesamiento de
banano generan como desecho cientos de toneladas métricas
por semana de cascara de banano maduro. Actualmente es
minimo el aprovechamiento de los desechos organicos en la
industria del banano, por lo que, el destino final de la cascara,
origina ademéas de la contaminacion del suelo, problemas
tales como: plagas, malos olores y contaminaciéon de las
fuentes de agua subterranea’.

Aunque existen métodos fisicoquimicos que permiten utilizar
la biomasa en la produccion de biocombustibles, una alterna-
tiva prometedora son los métodos bioldgicos que utilizan
organismos celuloliticos para obtener azlcares fermentables.
Uno de estos procesos es la hidrdlisis enzimatica, la cual
genera importantes beneficios en la industria alimentaria,
mejorando las propiedades fisico-quimicas y organolépticas
de los productos, tales como la disminucion de la viscosidad,
mejora de la filtrabilidad, disminucion de la tendencia a la
cristalizacion, clarificacion y estabilizacién de los liquidos
con vistas a su conservacion, insolubilizacién de macromolé-
culas por formacién de codgulos, mejora en la fermentabi-
lidad, mejora de la estabilidad bacteriolégica, entre otros.

La lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina) es el
componente mas abundante de la biomasa producida por la
fotosintesis. En la naturaleza se forman anualmente alrededor
de 200.000 millones de toneladas de este componente en el
planeta®. La celulosa esta ubicada en la pared primaria de las
frutas, mientras que la hemicelulosa esta ubicada en la pared
secundaria junto con la lignina y en menor proporcién en la
pared primaria. ES necesario tener en cuenta que la pared
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primaria es flexible y asociada a células vivas con disposicion
desordenada de fibrillas, mientras que la pared secundaria es
gruesa y asociada a células muertas, con disposicion de
fibrillas en capas ordenadas y superpuestas. La celulosa es un
polisacarido lineal y la hemicelulosa es un compuesto no
glacido ramificado®.

En la mayoria de los casos, las fibras de celulosa estan dentro
de una matriz de otra estructura de biopolimeros, compuesta
principalmente por un 20 a 35 % de hemicelulosa y entre un 5
a 30 % de lignina de la planta (en base seca). Aunque estas
interacciones de matrices varian con el tipo de célula y su
madurez, hay una caracteristica estructural dominante como
la longitud de cadena de lignina la cual es el principal soporte
de la biomasa y limita la tasa de hidrdlisis cuando el material
no ha sido sometido a un pre-tratamiento.

El método consiste en hidrolizar mediante enzimas (celula-
sas) la celulosa presente en la cascara de banano para trans-
formarla en glucosa, mediante la utilizacion del hongo de
género Trichoderma especie viride como agente productor de
estas enzimas"”.

Para poder procesar adecuadamente los materiales ligno-
celuldsicos es necesario someterlos a pre-tratamientos los
cuales favorecen la hidrdlisis enzimatica de la celulosa,
generando azlcares reductores. La lignocelulosa es altamente
resistente a la hidrolisis, ya que el conjunto de celulosa,
hemicelulosa y lignina, estan unidos entre si por enlaces
covalentes, diversos puentes intermoleculares y fuerzas de
Van Der Waals”.

El objetivo de someter a pre-tratamientos al material vegetal
es facilitar la hidrélisis, principalmente de la celulosa, ya que
la conformacion natural, llamada cristalina, es muy resistente
a la hidrolisis. Los pre-tratamientos promueven la generacion
de regiones amorfas en la celulosa las cuales son mas
susceptibles a la hidrélisis®.

Existen diversos procesos para llegar al mismo fin, uno de los
cuales consiste en un tratamiento mecanico, para la reduccion
de tamafio de particula y aumentar asi el area de superficie de
hidrélisis’. Otro de los tratamientos utilizados es el térmico,
debido a que, las altas temperaturas (120-180 °C) degradan y
solubilizan la hemicelulosa y lignina, dejando a la celulosa
mas expuesta para ser hidrolizada.

En este sentido la presente investigacion tuvo como objetivo
comparar tres pre-tratamientos (molienda; molienda +
proceso hidrotérmico; molienda + hidroxido de sodio al 1 %)
aplicados a cascara de banano maduro (sustrato) y su efecto
en la obtencion de jarabe glucosado mediante hidrolisis
enzimatica con el hongo Trichoderma viride.

Materiales y métodos

Poblacién y muestra

El universo de la presente investigacion estuvo constituido
por cascaras de banano maduro de la variedad Cavendish que

se generan en la empresa deshidratadora de frutas
CONFOCO S.A., que tiene su planta de procesamiento
ubicada en la Parroquia La Peafia en el canton Pasaje de la
Provincia de El Oro. El tipo de muestreo realizado fue
aleatorio simple. Para la experimentacion se tomaron 50
kilogramos de céscara de banano maduro del turno de la
mafiana.

Disefio del experimento

El modelo estadistico fue un experimento factorial 3x3
completamente al azar en condiciones de temperatura
constante, en donde por cada factor se multiplicd los tres
niveles a evaluar, dando asi un total de 9 tratamientos. Todos
los tratamientos tuvieron una concentracion de inéculo de 0,4
g/L de conidias del hongo Trichoderma viride. Cada trata-
miento tuvo tres repeticiones por un total de 27 hidrolizados
de céscara de banano, como se detalla a continuacion:

A = 40 % céscara banano maduro, molienda.

B = 50 % cascara banano maduro, molienda.

C = 60 % céascara banano maduro, molienda.

D = 40 % cascara banano maduro, molienda + proceso hidro-

térmico.

E = 50 % cascara banano maduro, molienda + proceso hidro-
térmico.

F= 60 % céscara banano maduro, molienda + proceso hidro-
térmico.

G = 40 % cascara banano maduro, molienda + NaOH al 1 %.
H = 50 % cascara banano maduro, molienda + NaOH al 1 %.
I = 60 % cascara banano maduro, molienda + NaOH al 1 %.

El proceso de produccion de glucosa a partir de biomasa
lignocelulésica (cascara de banano maduro) basado en la
hidrolisis enzimatica consta béasicamente de varias etapas:
seleccion, pre-tratamientos (molienda, proceso hidrotérmico y
alcalino), hidrolisis y recuperacion (filtracion por decantacion
a 200 mallas). Se utilizé conidias del hongo Trichoderma
viride liofilizado de la marca comercial Trichoeb®5 WP. La
adaptacion se realizd en un Erlenmeyer de 250 mL que
contenia 100 mL de sustrato (cascara de banano maduro
molida y agua destilada. La preparacion consisti6 en
mediante un homogenizador mecénico a 60 rpm, ir
mezclando proporcionalmente la cascara de banano con el
agua purificada.

Una vez homogénea la mezcla, se inoculé 0,4 g/L de
conidias del hongo crecidas en una solucién de CMC
(carboxi-metil celulosa) al 2 %, por ser el sustrato de la
enzima celulasa.

Proceso de obtencion de jarabe glucosado

Trituracion mecénica: la trituracion de los materiales
lignocelulésicos (c&scara de banano maduro) se realizo
mediante molienda con un molino casero, para reducir la
cristalinidad de la celulosa y aumentar el &rea superficial.
Este proceso facilita la hidrolisis posterior. Luego se
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implementaron los biodigestores a una concentracion de
sustrato de 40, 50 y 60 % (p/v).

El banano triturado, fue colocado en biorreactores aerobios,
gue consistieron en recipientes plasticos de 4 litros de
capacidad, donde el material fue mezclado con agua destilada.
La suspension obtenida fue dejada en reposo para su sedimen-
tacion durante el proceso de experimentacion (3 dias).

Condiciones de hidrolisis: los bioreactores asi inoculados con
0,4 g/L de conidias del hongo Trichoderma viride, se
incubaron a temperatura ambiente (28 °C) por 3 dias (72
horas), determinandose el contenido de glucosa diariamente,
para lo cual se tuvo que filtrar previamente 10 mL de muestra.

Determinacion de pH: la determinacion de pH se la realizo
directamente en los biodigestores introduciendo el
electrodo del equipo multiparametro (pH) TIPO ORION
STAR A329 digital.

Determinacion de glucosa: la determinacion de azlcares
reductores totales (glucosa) fue llevada a cabo mediante el
método de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) por espectro-
fotometria UV visible con glucosa como estandar, tal como lo
describe Miller®, el cual se basa en la reduccion del 4cido 3,5-
dinitro-salicilico a &cido 2-amino-5-nitro salicilico por la
accion de azucares reductores (&cido galacturonico), el cual
forma un color naranja de una intensidad proporcional a la
concentracién de grupos reductores que reacciona y que
presenta una maxima absorcion a una longitud de onda de
540 nm.

Analisis estadistico

Se utiliz6 una estadistica descriptiva mediante analisis de
bloques al azar. La varianza de los datos experimentales se
obtuvo mediante la utilizaciéon del sofware Origin 5.0. Se
utilizé una estadistica inferencial para estimar la significancia
entre los tratamientos estudiados. Se realizd un anélisis
multifactorial con prueba de Duncan. Para ello se utilizo el
programa estadistico Statgraphics Plus.

Resultados

Los resultados obtenidos en la caracterizacion quimica de la
cascara de banano maduro utilizada como sustrato para la
hidrolisis enzimatica celulosa-glucosa se muestra en la figura 1.
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Fig. 1: Composicion quimica obtenida para las cascaras de banano
usadas.
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Fig. 2: Variacion de pH de los 9 tratamientos en funcién del
tiempo de experimentacion.

En lo referente a la variacion del pH durante el proceso de
hidrdlisis enzimética, podemos ver en la figura 2, que el
descenso del pH durante el tiempo de hidrolisis de la
cascara de banano maduro se presenta en los 9
tratamientos después del tercer dia de experimentacion.

Es importante mencionar que, los tratamientos A, B, C
(molienda) y D, E F (molienda + proceso hidrotérmico),
sufrieron pequefias variaciones de alrededor de 1 unidad de
pH aproximadamente. Por su parte los tratamientos G, H, |
(molienda + hidroxido de sodio al 1 %), que partieron de un
pH alcalino (entre 9 y 9,9), luego del proceso de hidrolisis
presentaron una disminucién de mas de 4 unidades de pH, lo
cual indica que el hongo modifica el pH del medio de cultivo
para su crecimiento y produccion de glucosa. Datos similares
de pH obtuvieron Granda y Herndndez’, en la degradacion
fangica de cascara de banano (Cavendish valery).

Por su parte, la figura 3 presenta los resultados obtenidos para
la produccion de glucosa durante los 3 dias para los 9
tratamientos. Los tratamientos con mayor concentracion de
glucosa fueron los tratamientos F, H y I, con 3,85 g/L; 4,74
o/L y 5,60 g/L respectivamente, al tercer dia de experimen-
tacion. Monsalve y colaboradores™, en el 2006, obtuvieron
concentraciones de 20 g/L de glucosa a partir de cascara de
banano, pero mediante hidrélisis acida, la cual es menos
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Fig. 3: Produccion de glucosa (g/L) para los 9 tratamientos
durante 3 dias de hidrdlisis enzimatica
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amigable con el medio ambiente debido a los desechos &cidos
que genera, y ademas, estos azUcares reductores obtenidos
son menos fermentables para posteriores procesos biotecnol6-
gicos. Por otro lado, se han obtenido mediante hidrolisis
enzimatica concentraciones de glucosa de 1,35 g/L a los 5
dias de fermentacion, utilizando pre-tratamiento hidrotérmico
y un preparado enzimatico a base de lacasa y lignina
peroxidasa’’.

En lo referente al analisis estadistico, la tabla 1 muestra los
resultados del andlisis de varianza de los contenidos de
glucosa del hidrolizado producido por el hongo Trichoderma
viride. Se puede observar que si existe diferencia significativa
(p < 0,05) entre los 9 tratamientos estudiados, el tratamiento
que alcanza la mayor media en la produccion de glucosa es el
tratamiento I, evidenciandose la interaccion entre concentra-
cion de céscara (Factor A) y el tipo de pre-tratamiento (Factor
B) después del tercer dia de hidrolisis enzimatica.

Tabla 1: Analisis de Varianza para los 9 tratamientos comparados

Fuente Media Varianza N DS (1)
A 2,25 0,01 3 0,015
B 2,61 0,01 3 0,015
C 2,96 0,01 3 0,015
D 3,27 0,01 3 0,015
E 3,27 0,01 3 0,015
F 3,85 0,06 3 0,015
G 3,72 0,01 3 0,015
H 4,74 0,08 3 0,015
[ 5,60 0,09 3 0,015
F=1914

p=387-13

Conclusiones

El descenso del pH durante el tiempo de hidrdlisis enzimatica
de la cascara de banano maduro se estabiliza en los 9
tratamientos después del tercer dia de experimentacion. En
los tratamientos G, H e | se pudo observar un pH inicial
mayor a 9,5, debido a que la cascara de banano maduro fue
pre-tratada con una solucion de hidréxido de sodio al 1 %, lo
cual influy6 favorablemente en la produccion de glucosa, ya
que estos tratamientos presentaron las mayores concentra-
ciones de glucosa.

De acuerdo al andlisis de varianza podemos observar que
existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) en
la produccién de glucosa entre los 9 tratamientos estudiados
después del tercer dia de experimentacion. Los tratamientos
que produjeron mayor concentracion de glucosa fueron los
tratamientos F, H e I, con 3,85 g/L; 4,74 g/lL y 5,6 g/L,
respectivamente.

Se recomienda utilizar la glucosa obtenida en esta
investigacion para realizar un proceso fermentativo para
producir bioetanol.
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