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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo obtener enzimas celulasas a partir de residuos generados por actividades agroindus-
triales, como la cascarilla de café y las cascaras de naranja, mediante fermentacién sumergida. Esta estrategia se plan-
te6 como una alternativa para disminuir el impacto ambiental negativo asociado con la acumulacién de residuos orga-
nicos, y valorizacion de estos como sustratos mas econémicos para obtener enzimas. La metodologia aplicada inclu-
y6, en una primera etapa, la seleccién de hongos productores de celulasas utilizando placas con medio CMC, revela-
das con el reactivo Rojo Congo, los microorganismos fueron facilitados por el Cepario sede Campos Eliseos, UFPS, los
resultados obtenidos mostraron produccién de celulasas para los hongos Aspergillus niger y Aspergillus oryzae. Se
llevaron a cabo andlisis de sélidos en las muestras, seguidos de un pretratamiento oxidativo en autoclave utilizando
acido acético y peroxido de hidrégeno para eliminar la lignina presente en la biomasa. Posteriormente, se desarroll6 el
proceso de fermentacion, empleando un sustrato pretratado al 3% p/v enriquecido con medio Mandels (90 mL) al
que se inocularon 10 mL del hongo Aspergillus niger con una densidad celular de 10® esporas/mL. Los ensayos se rea-
lizaron en agitacién orbital a 160 rpm durante 12 dias. La actividad enzimatica obtenida fue de 0,370 FPU/mL para
cascarilla de café y de 0,400 FPU/mL para cédscaras de naranja a las 264 horas.

Palabras claves: celulasas, fermentacion sumergida, microorganismos, residuos
ABSTRACT

The objective of this work was to obtain cellulase enzymes from residues generated by agroindustrial activities, such
as coffee husks and orange peels, by submerged fermentation. This strategy was proposed as an alternative to reduce
the negative environmental impact associated with the accumulation of organic wastes, and to valorize them as more
economical substrates to obtain enzymes. The methodology applied included, in a first stage, the selection of cellulase
-producing fungi using plates with CMC medium, developed with Congo Red reagent, the microorganisms were pro-
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vided by the Cepario Campos Eliseos, UFPS, the results obtained showed cellulase production for the fungi Aspergillus
niger and Aspergillus oryzae. Solids analysis was carried out on the samples, followed by an oxidative pretreatment in
an autoclave using acetic acid and hydrogen peroxide to eliminate the lignin present in the biomass. Subsequently, the
fermentation process was developed, using a 3% w/v pretreated substrate enriched with Mandels medium (90 mL) to
which 10 mL of the fungus Aspergillus niger with a cell density of 108 spores/mL were inoculated. The assays were per-
formed under orbital shaking at 160 rpm for 12 days. The enzyme activity obtained was 0,370 FPU/mL for coffee

husks and 0,400 FPU/mL for orange peels at 264 hours.

Key words: Cellulases, sumerged fermentation, microorganisms, waste.
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INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores bioldgicos, que sirven
para acelerar reacciones con la finalidad de obtener un
producto, en el caso de las celulasas hidrolizan la celulo-
sa para producir glucosa por medio de la accion sinérgi-
ca de tres enzimas que son las endoglucanasas, exoglu-
canasas y B-glucosidasas, (Alvarado y Hernandez, 2018).

La biomasa lignocelulésica que se utiliza como sustrato
para obtener las enzimas, se encuentra conformada por
celulosa, hemicelulosas y lignina. La celulosa es un poli-
sacarido formado por largas cadenas de azicares de
seis atomos de carbono, por lo que se denominan hexo-
sas, unidas por enlaces glicosidicos B-1,4, (Liu, 2013),
(Puente-Urbina, 2022). La hemicelulosa es un polimero
conformado por azdcares de cinco y seis atomos de
carbono como D-xilosa, L-arabinosa, D-glucosa, D-
manosa y D-galactosa. La lignina es un polimero que se
compone de fenilpropanoides que son hidroxifenil (H),
guaiacil (G) y siringil (S), (Ralph et al., 2019). En relacién
a la biomasa que se utilizé para la elaboracion de este
trabajo y analizando la problemética ambiental por acu-
mulacién de residuos organicos en el medio ambiente,
se propuso realizar ensayos con estos residuos entre
estos las cdscaras de naranja y café. Respecto a lo ante-
rior se encontré que la acumulacion de residuos de citri-
cos a nivel mundial genera alrededor de 20 millones de
toneladas anuales de estos, en solo la ciudad de Bogota,
(Pefaranda et al., 2017) en la capital del pais se produ-
cen 6.300.000 de residuos solidos, de esta cantidad de
residuos el 53,22% corresponde a organicos y tan solo
el 17% del total de toneladas que se producen se reci-
clan, (Munoz et al., 2022).

La naranja es uno de los citricos que mas se producen
en ciudades como Bogota y Medellin, las anteriores ci-
fras nos indican el gran impacto que genera la acumula-
cion de estos residuos organicos, y el poco aprovecha-
miento que se les da, tan solo analizando las ciudades
principales del pais como Bogota y Medellin, (Mufoz et
al, 2022), por otra parte en la industria de produccion
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del café aproximadamente el 95% de lo que se obtiene,
confieren a residuos, teniendo en cuenta que Colombia
es un pais cafetero, se afirma que los principales subpro-
ductos generados en esta industria son: la pulpa, el mu-
cilago, el cisco (cdascara), las pasillas, y la borra, que son
considerados residuos del proceso.

Por lo anterior, es importante mencionar que en la pro-
duccién de café se generan impactos negativos ambien-
tales significativos, principalmente en fuentes hidricas,
suelos y aire, afectando los recursos naturales segun
(Rodriguez, 2007); (Alvarado y Hernandez, 2018), por
lo que proponer un aprovechamiento de residuos de
esta industria es interesante.

Teniendo en cuenta que la biomasa utilizada es lignoce-
lulésica, se recalca que la conversion de la celulosa a
mondmeros, conlleva a la realizacion de un proceso
denominado pretratamiento de la materia prima, el cual
permite la eliminacién de componentes como lignina y
hemicelulosas (Torres y Molina, 2012).

Para remover componentes de la biomasa utilizada en
este proyecto, se opté por aplicar el pretratamiento con
acido acético y peroxido de hidrégeno (la mezcla se
denomina acido peracético), debido a que son reactivos
biodegradables.

Finalmente la fermentacién en estado sumergido, la cual
es una técnica ampliamente usada para producir enzimas,
permitié obtener las celulasas, cabe destacarse que las
celulasas son enzimas que se comercializan en gran medi-
da a nivel mundial, dada su importancia en industrias co-
mo textiles, alimentos, detergentes, y produccion de bio-
combustibles, (Khatiwada et al., 2016; Sinjaroonsak et al.,
2020; Pangsri et al., 2021) sin embargo, los altos costos
involucrados en su produccién generan limitantes, esto se
debe a sustratos utilizados como el carboximetilcelulosa
y técnicas empleadas en la obtencion de estos catalizado-
res biolégicos (Bhardwaj et al., 2021; Coelho et al., 2021).
Por consiguiente, se determiné realizar este proyecto
para obtener enzimas celulasas a partir de residuos
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agroindustriales, ya que actualmente se busca la valoriza-
cién de estos, debido a que son de bajo costo, logrando
también generar un impacto positivo en el medio ambien-
te al disminuir la cantidad de residuos organicos que son
arrojados diariamente.

METODOLOGIA

En esta seccion se presenta la metodologia aplicada
para el desarrollo de este trabajo que cuenta con la
caracterizacion de microorganismos, biomasa, pretra-
tamiento de la biomasa, fermentacién y determinacion
de la actividad enzimética.

Caracterizacion de los microorganismos, produccion
de enzima en placa, preparacion y caracterizacion de
la biomasa

Se realiz6 la siembra en medio carboximetilcelulosa
(CMC) de los microorganismos utilizados, Aspergillus
oryzae y Aspergillus niger cedidos por el cepario de los
laboratorios de la sede Campos Eliseos de la Universidad
Francisco de Paula Santander, los cuales fueron puestos
en incubacion durante 5 dias, transcurrido este tiempo se
hizo lavado de las cepas con el reactivo Rojo Congo y se
llevaron a nevera 3 dias, después se observé y cuantifico
el halo de produccién de enzima celulasa en placa, la
observacién microscopica se realizé con la técnica im-
pronta utilizando azul de lactofenol, (Escudero, 2022). En
el caso de la biomasa, se recolecté una cantidad signfica-
tiva de cascaras de naranja y cascaras de café, que fueron
donadas por propietarios de la Finca El Paraiso de la vere-
da Barrientos, en el corregimiento de Arboledas, Norte de
Santander. Seguidamente se realizé la reduccion de ta-
mafo de las cdscaras de naranja obteniendo trozos de
0,5 cm x 0,5 cm, para las cascaras de café no se aplico la
reduccion de tamano, ya que estas naturalmente presen-
tan un tamano pequeno.

Se procedi6 a secar las cdscaras a temperatura ambien-
te, 30°C +/- 0,015, teniendo en cuenta que la ciudad de
Clcuta presenta clima célido, luego se determiné la hu-
medad que quedaba en la biomasa, por lo que se agre-
g6 1 o 2 gramos de cascara de café y naranja en una
capsula de porcelana, posteriormente se colocaron en el
horno a 110°C durante 1 hora, después se llevaron al
desecador las muestras y se realizaron pesadas hasta
obtener cantidades constantes. El ensayo se realizé por
duplicado, segin la norma NREL/TP-510-42621 (Sluiter
et al., 2008). Para la determinacién de celulosa, hemice-
lulosa y lignina de muestras analizadas durante el aho
2024, se utilizé el método de Van Soest, el cual es apli-
cado en el Laboratorio de Bromatologia (Janke et al.,
2016), de la sede de Campos Eliseos, Universidad Fran-
cisco de Paula Santander.

También se caracterizé la biomasa antes y después del
pretratamiento con microscopia electronica de barrido
SEM para observar la disposicion de la estructura interna
de la biomasa antes y después de ser procesadas. Para
hallar el % de humedad se utiliza la siguiente ecuacién (1).

peso de la muestra seca — peso de la capsula

YeHumedad = * 100

peso de lamuestra himeda

Para hallar la cantidad de lignina y celulosa en la bioma-
sa sin pretratar y pretratada se utilizan las siguientes
ecuaciones, (2) y (3):

%Hemicelulosa
LiHemicelulosas = %FDN — %FDA

%Lignina
%Llignina = %FDA — %celulosa

En donde:
%FDN: porcentaje fibra detergente neutra
%FDA: porcentaje fibra detergente acida

Pretratamiento de la biomasa

Las cascaras de naranja y café se sometieron a un pretra-
tamiento tipo oxidativo para remover lignina con 4acido
acético (vinagre comercial) y peréxido de hidrogeno
(agua oxigenada), se trabaj6 la dosificacion de reactivos
en relacion de 1:7, por cada gramo de residuo seco se
agregan 7 mL de agua (se tiene en cuenta la humedad
del residuo y los reactivos como el acido acético y peroxi-
do de hidrégeno)la relacion establecida para acido acéti-
co fue de 1:4, por cada gramo de residuo se agregan 4
mL de acido acético y el peréxido de hidrégeno se dosifi-
c6 en relacion de 1:0,5, por cada gramo seco de residuo
se agregaron 0,5 mL de perdxido. Los residuos fueron
dispuestos en erlenmeyers de 1000 mL durante 2 dias
a temperatura ambiente, y luego se llevaron a la auto-
clave durante 1 hora a 121°C. Terminado el pretratamien-
to, se retir6 el material del sobrenadante y se lavé con
agua destilada, posteriormente se secaron a temperatura
ambiente 30 °C+/- 0,15 los sustratos, y se realizé de nue-
vo la determinacion de humedad. Se hall6 el rendimiento
del proceso mediante los pesos por triplicado de la bio-
masa pretratada recién pretratada, y la biomasa pretrata-
da que se sec6 a temperatura ambiente 30 °C+/- 0,15,
teniendo en cuenta que, en el pretratamiento utilizado, se
remueve lignina y hemicelulosas.

La ecuacién (4) utilizada para hallar el rendimiento del
proceso es la siguiente, segtin (Kruyeniski, 2017):
peso inicial de la musstra pretratada

+ 100

f. Rmdlmmta =
GD
peso seco de la muestrapretratada
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Preparacion de la fermentacion en cultivo sumergido:
Los ensayos de fermentacion se realizaron por duplica-
do con el hongo Aspergillus niger, se preparé el medio
de cultivo correspondiente junto conel residuo pretrata-
do, el medio de cultivo utilizado denominado medio
Mandels, (Ospina, 2020), contenia 1,4 g/L de sulfato de
amonio, 2g/L fosfato monopotasico, 0,4 g/L cloruro de
calcio dihidratado, 0,3 g/L sulfato de magnesio, 0,5 g/L
sulfato ferroso heptahidratado, 0,2 g/L sulfato de manga-
neso hidratado, 0,2 g/L sulfato de zinc, 0,3 g/L de ureay
2 g/L de extracto de levadura, y buffer pH 4,8 citrato de
sodio. Teniendo en cuenta que se utiliz6 100 mL de
fermentacion en erlenmeyers de 250 mL con 3% p/v de
sustrato pretratado, el inéculo contenia 10% esporas/mL
aproximadamente (se preparé previamente en solucion
salina con Tween 80 al 0,1%), y correspondié al 10% v/
v del volumen total de la fermentacion. La fermentacion
se mantuvo en agitacion orbital a 130 rpm bajo condi-
ciones de temperatura ambiente por 12 dias, y se lleva-
ron a cabo cuatro muestreos para cuantificar la activi-
dad enzimatica posteriormente.

Determinacion de la actividad enzimatica: Se coloca-
ron duplicados junto con un blanco de residuos sin pre-
tratar. Se cuantifico la actividad de las celulasas genera-
das en el proceso de fermentacién durante 12 dias, to-
mando 3 mL del extracto enzimatico, el cual se centrifu-
go a 4000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se utili-
z6 para medir las actividades junto con papel de filtro
Whatman N° 1 y DNS segtn indica la norma NREL/TP-
510-42628 (Adney et al., 2008). Se realiz6 la medicion
de la actividad por triplicado en diferentes concentracio-
nes de extracto enzimatico con su respectivo blanco,
segun indica la norma para determinacién de actividad
enzimatica de celulasas.

La ecuacién (5), utilizada para la determinacién de la
actividad enzimatica es la siguiente:

FPU = 237

y 5 ot a 'n_J iz
Concde enzima para producir 2,0myg de glucesa

FPU: Unidades de papel de filtro FPU/mL, de esta forma
se expresa finalmente el resultado.

Desarrollo de analisis estadistico: Se realizé la determina-
cion de la prueba del Test de Fisher de mudiltiples rangos, y
grafico correspondiente a los datos obtenidos en el segui-
miento de la fermentacion en estado sumergido, utilizando
el software estadistico Startgraphics Centurion version XV.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Seguidamente se detalla en la Tabla 1, caracteristicas
macroscopicas, microscépicas y medicién de los halos

enzimaticos de los microorganismos utilizados para los
ensayos realizados.

Caracterizacion de cepas y biomasa

Mediante el andlisis de la tabla 1, donde se evidenci6 simili-
tud en los resultados de produccion de celulasas, para los
dos microorganismos, se opt6 por realizar los ensayos de
fermentacion sumergida con Aspergillus niger.

Los resultados obtenidos en este trabajo, son compara-
bles con autores como (Tértora et al.,, 2023), quienes
hallaron halos de medicion de actividad enzimatica de
1,1 cm, 0,4 cmy 0,77 cm para las cepas HR5, HRE2, y
HR5E3 que son aislamientos fungicos en medio CMC,
por otra parte (Campuzano et al, 2017) encontraron
halos de 1,6 y 2,2 cm correspondientes a las cepas Rhi-
zopus sp S6 'y Rhizopus sp S14 en medio CMC, autores
como (Ramirez e Isaza 2019), definieron halos de 1,2 y
0,85 para Phanerochaete spp y Stereum spp en medio
Czapek”s Dox y finalmente en este trabajo de hallaron
halos de 0,45 y 0,40 cm para Aspergillus niger y Aspergi-
llus oryzae. Se afirma que esta prueba es de gran impor-
tancia debido a que evidencia la hidrélisis de la fuente
de carbono del medio generando un halo transparente
alrededor del crecimiento del microorganismo, permi-
tiendo asi elegir cual microrganismo presenta medicio-
nes significativas de produccion de la enzima.

Caracterizacion de la biomasa, determinacion de hu-
medad, lignina, hemicelulosa y celulosa

En este apartado se presentan en las tablas 2 y 3 los
resultados referentes a la caracterizacion de la biomasa,
cascaras de naranja y café, que han sido determinadas
previamente en el Laboratorio de Bromatologia sede
Campos Eliseos, UFPS.

Analizando las tablas 2 y 3, se destaca que en el caso de
las cascaras de naranja el efecto que ejercio el pretrata-
miento principalmente fue eliminar de forma significati-
va hemicelulosas y en menor cantidad lignina, el rendi-
miento del proceso fue del 36,42% , debido a lo nom-
brado anteriormente el pretratamiento no ejerce un
efecto significativo en remocién de lignina, pero si en
remocién de hemicelulosas, para el caso de las cascaras
de café se presenta mayor remocion de lignina y menor
de hemicelulosas, el rendimiento del proceso es del
41%, el resultado obtenido demuestra que se genero
una remocién de lignina aunque no significativa, tenien-
do en cuenta que las cdscaras de café presentan un con-
tenido representativo de lignina inicial (22)%, llegando
finalmente después del pretratamiento al 15%.

Segun lo anterior se indica que para mejorar los resulta-
dos de los tratamientos, inicialmente se debe tener en
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Tabla 1. Caracterizacién macroscépica y microscopica de cepas utilizadas.

Aspergillus niger

En el caso de Aspergillus niger en medio CMC, se observan
tres colonias grandes circulares con esporulado de color
negro. Las colonias de este hongo se caracterizan por poseer
textura polvorienta.

La observacién microscépica en el objetivo de 40X, presenta
el conidiéforo grande, de color café oscuro, biseriado con
métula y fidlides de color marrén oscuro que cubren toda la
vesicula dando la forma radiada tipica.

La medicién de los halos enziméticos formados alrededor del
crecimiento fungico es de 0,45 cm +/- 0,07.

Aspergillus oryzae

El hongo Aspergillus oryzae en medio CMC, presenta una
colonia grande de color beige, internamente con crecimiento
esporulado del hongo de color marrén -verdoso.

La caracterizacién microscépica con azul de lactofenol indica
la presencia de esporas del hongo, algunas se tifieron de azul
por el colorante y otras se visualizan de color marrén claro.

El didmetro de los halos es de 0,40 cm +/- 0,14.

Tabla 2. Caracterizacién cascaras de naranja

Humedad% Celulosa%  Lignina% Hemi %

Humedad% Celulosa% Lignina% Hemi %

13,40 4/-0,020  30+/-0,04 7+/-0,17 11,00 +/-1,0

294/-0,016 32 +/-0,95 4,4+[-1,0 4+/-1,2
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Tabla 3. Caracterizacion cascaras de café.

Cdscaras de café sin pretratar

Cdscaras de café pretratadas

Humedad% Celulosa % Lignina% Hemi %

Humedad% Celulosa% Lignina% Hemi %

8,35+/-0,023 36,31+/-1,12 22,00 +/1,17

13,6 +/- 0,75

27,55+/-0,01 42 +/0,51 13,00+/-0,9 15+/-0,35

cuenta que en el proceso se utilizé acido acético (vinagre
comercial) al 5% v/v y peréxido de hidrégeno (agua
oxigenada) al 3% v/v, por lo que se afirma que las con-
centraciones de los reactivos son bajas, por ende para
mejorar la efectividad del pretratamiento es necesario
mejorar sustancialmente las condiciones de este, aumen-
tando las cantidades de reactivo a utilizar, aplicando ma-
yor tiempo de reaccién en autoclave, y sometiendo la
biomasa inicialmente a una reduccién de tamaio, logran-
do de esta forma particulas mas pequenas de esta.

En el caso de las cascaras de naranja, se recomienda reali-
zar una extraccion de aceites esenciales antes de aplicar
el pretratamiento, ya que esto puede interferir en la remo-
cion de componentes. Es importante nombrar que, mejo-
rando los rendimientos de los procesos, se obtiene mayor
remocion de compuestos, ya que se facilita la actividad
del microorganismo, al hidrolizar la celulosa para producir
celulasas. Comparando con otros resultados de diferentes
autores que trabajaron con biomasa lignocelulésica, se
presenta en la Tabla 4.

En andlisis de los resultados presentados en la tabla 4, se
observa que los datos obtenidos en este trabajo son
comparables con los de otros autores, se evidencian
rendimientos que se encuentran dentro de los rangos de
varios autores, utilizando reactivos biodegradables, eco-
némicos y equipamiento de facil acceso en un laborato-
rio de biotecnologia.

Caracterizacion de la biomasa en microscopia SEM

La caracterizacion de la biomasa también se realiz6 en
microscopia de barrido electrénico, a continuacion, se
muestran las imagenes de la biomasa antes y despues
de pretratada.

Las imagenes en microscopia SEM evidencian la estruc-
tura interna de la biomasa de cascaras de café y naranja
sin pretratar y pretratadas, las imagenes revelan las fibras
de hemicelulosas, celulosa, lighina y estructuras de esto-
mas que conforman la biomasa lignocelulésica, en el
caso de la biomasa sin pretratar se puede visualizar cla-
ramente la presencia significativa de fibras, caso contra-
rio en la biomasa pretratada donde hay menos presen-
cia de fibras, debido al efecto que ejerce el pretrata-
miento en la estructura interna de estas, al eliminar parte

de la lignina y hemicelulosas contenidas en la biomasa.
La remocion de lignina y hemicelulosas, facilita la acce-
sibilidad a la celulosa por parte de los microorganismos
para producir enzimas.

Determinacion de la actividad enzimatica en cascaras
de naranja y café

La cinética correspondiente a la produccion de celulasas
a partir de cascaras de naranja se presenta en la Figura 1.

En base a los resultados que se presentan en la Figura 2,
se observa que a las 96 horas se presentan actividades
similares para los dos tipos de cascaras, a las 264 horas
en el caso de la cascara de naranja se ha presentado una
elevacion significativa en la actividad enzimatica, finali-
zando a las 312 horas, se genera un leve descenso de la
actividad, sugiriendo que seria necesario seguir mues-
treando después de este tiempo para determinar si conti-
nua disminuyendo la actividad o empieza a mantenerse
constante, caso contrario sucede en las cascaras de café
que a las que a las 264 horas llegan a su mayor actividad
enzimatica y de ahi en adelante el descenso de la activi-
dad es significativo, indicando que el tiempo éptimo de
produccién de la enzima para las cascaras de café es 12
dias, un dato interesante también en cuanto a la utiliza-
cién de las cascaras de naranja para produccién de enzi-
mas, es que estos residuos han sido principalmente estu-
diados para produccién de enzimas pectinasas, (Arellano
et al., 2015), pero en este trabajo se demostré que se
pueden obtener celulasas de esta materia prima.

En comparacién con la obtencién enzimatica de otros
autores como (Sosa 2019), también reportaron celulasas
a partir del Aspergillus niger, mediante el uso de residuos
como bagazo de cana, bagazo de sorgo, rastrojo de
maiz, cascara de arroz y paja de cebada, se generaron
resultados similares a esta investigacion con actividad
enzimatica de 0,215 FPU/ml. En otra investigacion
(Mueses et al., 2018), quienes trabajaron con el micro-
organismo, P. ostreatus, obtuvieron resultados significati-
vos en la produccién enzimatica con el bagazo de fique
con un total de 0,9978 FPU/mL con un intervalo de
tiempo de 20 dias, en comparacion a esta investigacion
que se trabaj6 durante 12 dias, y se cuantificaron resul-
tados considerables, por lo que se recalca que el tiem-
po es una variable muy importante a la hora de llevar a
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Figura 1. a) Cdscara de café sin pretratamiento, b) Cdscara de café con pretratamiento, c) Cascara de naranja sin pre-
tratamiento, d) Cdscara de naranja con pretratamiento.
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Figura 2. Actividad enzimadtica vs tiempo
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Tabla 4. Comparacién pretratamientos para pretratar biomasa lignocelulésica

Pretratamiento

% Rendimiento del proceso

Referencia bibliografica

Bagazo de cafia panelera y hojarasca mezclados
en proporcién de 90:10 pretratados con perdxi-
do de hidrégeno alcalino, 40 min a temperatura
de 25°C, pH 11,5.

61,67% (Suédrez, 2017)

Tallos de yuca pretratados al 1% p/v, 5% de H2
02 y a un tamafio de particula de 0,6 mm,
hojas al 5% de H2 02 y 0,6mm de tamafio de
particula.

Hojas 8,52%, tallos 13%

(Nifioetal., 2013)

Hojarasca de residuos de poda reduciendo el
tamafio de particula de biomasa, y aplicando un

acido sulfarico diluido y alcali al 10% p/v, en
una relacién sélido-liquido de 1:10.

pretratamiento en condiciones de 50:50 v/v 80% (Kildegaard et al., 2021)
agua/dcido acético, a temperatura de 70°C,

tiempo de 90 minutos.

Cascarilla de arroz pretratada con acido y alcali,

mezclando el material seco con una solucién de 46,7% (Jaramilloetal., 2017)

do con bisulfito de sodio comercial al 4% p/p,
se oper6 en relaciéon sélido-liquido del 6% p/
v en un sistema de digestion en paralelo

Bagacillo de cafia, y polvillo de fique, pretrata- | 32,26% en bagacillo de cafia, y | (Pantoja-Matta et al., 2015)
62,72% en polvillo de fique

Céscaras pretratadas con &cido acético y peré-
xido de hidrégeno en autoclave durante 1 hora.

Céscaras de naranja 36%
Céscaras de café 41%

(Este trabajo)

cabo un proceso, ya que mayor tiempo puede implicar
mayor actividad enzimatica, pero se pueden elevar cos-
tos de produccion a la hora de pretender industrializar
el proceso. En la investigacion de (Cardona 2023), se
observa que los resultados que presentaron son meno-
res a los de este trabajo, en su procedimiento con me-
dios no convencionales obteniendo 0,130 FPU/mL de
actividad de celulasas a partir de residuos de la produc-
cion de flores y papa, lo anterior permite afirmar que el
proceso de fermentacion sumergido para produccion a

Tabla 5. Pruebas de Mdltiple Rangos para FPU/mL
por Tiempo hora.

Contraste | Sig. Diferencia +/- Limites
0-90 -0,225 0,0675099
0-264 -0,395 0,0675099
0-312 * -0,38 0,0675099
90 - 264 * -0,17 0,0551216
90-312 -0,155 0,0551216
264-312 0,015 0,0551216

Método: 95,0 porcentaje LSD
* indica una diferencia significativa.

partir de cdscaras de naranja y de café es promisorio, si
se desea continuar en la investigacion.

ANALISIS ESTADISTICOS

Analisis cascaras de naranja
Los resultados de la prueba de mdltiples rangos para las
cascaras de naranja son los siguientes.

En el caso de la prueba de mdltiples rangos de Fischer
se observa que existen diferencias significativas en todos
los tiempos excepto de las 264 a 312 horas, demostran-
do esta significancia con un valor -p de 0,0010 intra
grupal como se identificé en el andlisis de varianza.

En el caso de las cdscaras de naranja se observa que
existe diferencias significativas en las medias de todos
los tiempos, excepto de 264 a 312 horas. Del tiempo 0
a 90 horas va en aumento el promedio de la actividad
enzimatica de la celulasa, el tiempo donde el promedio
presenté el mayor aumento de la actividad enzimatica
es a las 264 horas, disminuyendo a las 312 horas.

Analisis para cascaras de café
Los resultados de los anélisis de la cdscara de café son
los siguientes.
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Figura 4. Actividad enzimatica FPU/ml vs tiempo para cdscaras de café.

Tabla 6. Pruebas de Mdltiple Rangos para FPU/mL
por Tiempo hora.
Método: 95,0 porcentaje LSD

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-90 -0,265 0,0795612
0-264 -0,39 0,0795612
0-312 -0,27 0,0795612

90 - 264 -0,125 0,0649615

90-312 -0,005 0,0649615

264-312 0,12 0,0649615

* indica una diferencia significativa.

En el caso de la prueba de mudiltiples rangos para la cas-
cara de café se observa que hay diferencias significativas
en todos los tiempos excepto en los tiempos de 90 a
312 horas, la significancia intra grupal se demuestra con
un valor- p de 0,0023 como se identificé en el andlisis
de la varianza.

En andlisis de la figura 4, se observa que el aumento del
promedio de la actividad enzimatica se da mayoritariamen-
te desde el tiempo 0 a 90 horas, seguidamente el mayor

resultado de actividad enzimética se reporta a las 264 ho-
ras, descendiendo significativamente a las 312 horas.

CONCLUSIONES

En base a los resultados que se obtuvieron en el trabajo
se puede concluir, que el pretratamiento propuesto para
este proyecto removié componentes de las biomasas,
sin embargo puede ser interesante seguirlo manejando
en futuros ensayos, si se mejoran las condiciones de
operacion, también se puede afirmar que la utilizacion
de céscaras de naranja y café son opciones llamativas
para producir extractos enzimaticos, ya que cabe desta-
carse que la opcion de producir enzimas a partir de es-
tos residuos, conllevaria a grandes impactos positivos a
nivel ambiental y econémico.
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