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Resumen

La industria de palma de aceite en Colombia, primera en produccion en Latino América y cuarta a nivel mundial, genera
cerca de 11,6 a 15,1% p de fibra prensada respecto a la carga inicial de los frutos procesados, este residuo presenta
una estructura compleja compuesta de lignina, hemicelulosa y celulosa; haciéndolo susceptible de ser procesado para
la obtencion de diversos productos biotecnoldgicos de alto valor agregado. En este trabajo se evalu6 la obtencion de
azucares fermentables a partir de la fibra prensada de palma, realizando un pre-tratamiento biolégico con los hongos
Pleurotus ostreatus y Phanerochaete chrysosporium en fermentacion en estado soélido y medio de cultivo Kirk, realizando
seguimiento en el tiempo durante cuatro semanas. Posteriormente se realizaron las hidrdlisis enzimaticas del material
pre-tratado evaluando dos enzimas comerciales (celulasa+B-glucosidasa) en combinacién por un tiempo de 72 h. Tanto la
materia prima como los soélidos pre-tratados se caracterizaron en cuanto a su contenido de lignina y azicares estructurales.
Después de la hidrolisis enzimatica se encontré un porcentaje de sacarificacion de 18,4 g de glucosa en la HE/100 g de
glucosa potencial en la fibra pre-tratada. Se encontré ademas, que el parametro mas relevante: el rendimiento global
de azlcares fermentables fue de 7,4 g/100 g de materia prima. Los resultados hallados ratifican el potencial de este
residuo para la produccion de azucares aplicando el pre-tratamiento biolégico con P. ostreatus, el cual presenta ventajas
ambientales y econdémicas.

Palabras clave: fibra prensada de palma, pre-tratamiento biolégico, fermentacion en estado sélido, hidrélisis enzimatica,
azucares fermentables.

Abstract

The oil palm industry in Colombia, first in production Latin America and fourth worldwide, generates about 11.6 to
15.1% w pressed fiber on the initial load of processed fruits, this residue has a complex structure of lignin, hemicellulose
and cellulose, making it liable to be prosecuted for obtain various biotech products with high added value. In this work, we
assessed the trials for obtaining sugars fermented from palm pressed fiber, making a pre-biological treatment with fungi
Pleurotus ostreatus and Phanerochaete chrysosporium in solid state fermentation medium Kirk during four weeks. In the
next step on this study, we make the enzymatic hydrolysis of the material pretreated evaluating two commercial enzymes
(cellulase+p-glucosidase) in combination for a period of 72 h. Both the raw material pre-treated solids were characterized
as to its content structural lignin and sugars. When the enzymatic hydrolysis was finish, the rate of saccharification
measured was 18.4 g of glucose HE/100 g potential glucose in pre-treated fiber. The most relevant parameter is the
overall yield of fermentable sugars that was calculated as 7.4 g/100 g of raw material. The results obtained confirm the
potential of this waste to produce sugars applying the pre-biological treatment with P. ostreatus, which environmental and
economic advantages.

Keywords: palm press fiber, biological treatment, state solid fermentation, enzymatic hydrolysis, fermentable sugars.
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Introduccion

Actualmente, la produccion de azucares
fermentables enfrenta una crisis socio-energética
ya que estos se derivan exclusivamente del
sector alimenticio, una alternativa atractiva es la
produccion a partir de materiales lignoceluldsicos,
residuos que no compiten directamente con los
alimentos destinados al consumo humano vy
animal y, ademas, permite aprovechar grandes
cantidades de biomasa que generan los procesos
agroindustriales. La industria de palma de aceite
en Colombia, primera en produccion en Latino
América y cuarta a nivel mundial, genera cerca de
11,6 a 15,1% p de fibra prensada de palma respecto
a la carga inicial de los frutos procesados [1]. Los
materiales lignoceluldsicos presentan estructuras
complejas compuestas de lignina, hemicelulosa
y celulosa, siendo matrices resistentes al ataque
microbiano, razén por la cual la obtencion de
azucares fermentables a partir de estas materias
primas comprende las etapas de pre-tratamiento
e hidrdlisis.

En el pre-tratamiento sea fisico, quimico, térmico
o bioldgico, se busca aumentar el area superficial,
reducir la cristalinidad de la celulosa y disociar
el complejo celulosa-lignina. Esta operacion
favorece la exposicion del sustrato a la segunda
etapa del proceso, la hidrdlisis, la cual puede ser
acida o enzimatica. Dentro de los pre-tratamientos
que incrementan la digestibilidad de la biomasa
lignocelulésica se encuentran los siguientes:
mecanicos, hidro-térmicos (explosién con vapor
y agua caliente), acidos, alcalinos, de oxidacién
y combinaciones de estos [2]. Ademas, existe el
pre-tratamiento biolégico que emplea hongos
o bacterias deslignificadoras tales como el
Phanerochaete chrysosporium, Ceriporia lacerata,
Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora,
Pycnoporus cinnarbarinus y Pleurotus ostreatus
a través, de la accion de enzimas ligninasas y
peroxidasas [3]. Estos tratamientos tienen como
ventajas el bajo consumo de energia, bajo costo
de capital, condiciones ambientales favorables y
reduccion en la concentracion de inhibidores de
fermentacion[4]. Estetratamientodedeslignificacion
biolégica se ha estudiado sobre residuos de
palma utilizando Pleurotus ostreatus, logrando
valores del 43,1% [5], tallos de algoddn utilizando
Phanerochaete chrysosporium obteniendo
porcentajes de degradacion de la lignina de 19,4%
y 35,5%, mediante cultivo sumergido y en cultivo
en estado sélido respectivamente [6]. Dorado [7]
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estudio el pre-tratamiento de paja de trigo con 19
hongos causantes de la podredumbre blanca y
encontré que el 35% del trigo fue convertido en
azucares reductores por Pleurotus ostreatus en 5
semanas. Una conversion similar fue obtenida en
el pre-tratamiento por Phanerochaete sordida 37
y Pycnoorus cinnabarinus 115 en 4 semanas [8].
El propdsito del presente estudio fue investigar
la hidrélisis enzimatica de la fibra prensada
de palma pre-tratada biolégicamente con los
hongos Pleurotus ostreatus y Phanerochaete
chrysosporium en medio de cultivo Kirk y
fermentacion en estado solido. Esta investigacion
puede proporcionar informacién importante
sobre el uso comercial de la fibra prensada de
palma para la produccion de productos de alto
valor agregado a partir de azUcares fermentables.

Metodologia

Materia prima

La fibra prensada de palma (8,6% p de humedad)
fue obtenida de una planta extractora de aceite
de palma del municipio de Cumaral, Meta; el
material se lavo, secdé y homogenizd, previo a
su uso. Se caracterizd en cuanto a su contenido
de extraibles, celulosa, hemicelulosa, lignina y
cenizas de acuerdo a la metodologia de la NERL
[9]. El contenido elemental se realizé de acuerdo a
la norma ASTM:5373-07(07) en el Laboratorio de
Carbones de Ingeominas Bogota-Colombia.

Pre-tratamiento biolégico

En el pre-tratamiento biolégico se emplearon
dos hongos: Phanerochaete chrysosporium
cepa ATCC 24725 vy Pleurotus ostreatus, el
primero de ellos inoculado como suspension de
esporas (1,42x108 esporas/mL) luego de cultivar
el hongo en agar PDA por seis dias a 30° C y el
segundo utilizando un inéculo del hongo crecido
sobre semillas de trigo durante 20 dias, el que
se colocod al 5% p. La fermentacién en estado
sélido se inicio con la adecuacion del material a
una humedad del 70% p con el medio de cultivo
Kirk (2 g/L KH,PO,, 0,5 g/L MgSO,.7H,0, 0,1 g/L
CaCl,.2H,0, 0,03 MnSO,.4H,0, 0,06 g/L NaCl,
0,006 de FeSO,.7H,0, CoCl,.6H,0, ZnSO,.7H,0,
CuSO, AIK(SO,),.-12H,0, H,BO, Na,Mo0O,.2H,0,
0,012 g/L Extracto de levadura, 0,2 g/L tartrato
de diamonio y 1 mg/L de tiamina). Las unidades
experimentales fueron de 20 g en bolsas de
polietileno, las cuales se esterilizaron, inocularon
e incubaron a 30°C durante cuatro semanas.
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Se tomaron tres muestras semanales de forma
aleatoria, se determind el peso, composicion y se
les realizo hidrélisis enzimatica.

Hidrélisis enzimatica (HE)

Los sodlidos pre-tratados fueron sometidos a
hidrolisis enzimatica, 5% (p/v) de sustrato (en base
seca), tampodn citrato de sodio 0,1 MpHde 4,8 +0,2,
72 h, 150 rpm y 50°C. Se utilizaron las enzimas de
Novozymes, Celluclast 1,5L 65 FPU/mL y NS50010
590 Ul/mL con una carga de 15 U/g.

Métodos analiticos

Para la determinacion de lignina y carbohidratos
estructurales tanto de material sin tratar como pre-
tratado se utilizé la metodologia reportada NREL/
TP-510-42618 [9]. Los azucares reductores se
determinaron mediante el método DNS [10]. Para
determinar los azucares estructurales se utilizd
cromatografia liquida de alta eficiencia “HPLC” con
un detector de indice de refraccion, una columna
Aminex HPX-87H marca Biorad, temperatura de
la columna 65° C, fase movil: solucién de acido
sulfarico 0,0005 M a un flujo de 0,6 mL/min.
El contenido de humedad se realizd mediante
balanza de humedad Mettler Toledo HB43-S
Halogen Classic Plus a 105° C.

Resultados y discusion

La Tabla 1 muestra la composicién de la materia
prima. Los carbohidratos representan el 56,6%
del peso seco, lo que hace de esta biomasa un
sustrato adecuado para la produccién de azucares
fermentables. La fibra de palma utilizada presenté
un alto contenido de lignina del 30,1% p, valor
semejante al reportado para la fibra en Malasia [11]
pero diferente significativamente del reportado en
Tailandia [12]. Diferencia que seguramente se debe
a la alta heterogeneidad de la fibra colombiana,
que no consta solamente de los residuos
fibrosos de la palma de aceite, sino también de
los cuescos y raquis. Cabe destacar que la fibra
prensada de palma colombiana presenta el doble
de contenido de nitrégeno en comparacion con
el residuo analizado en Malasia [13], lo que hace
de esta material un residuo interesante por sus
propiedades para ser utilizado como fertilizante
e inclusive como suplemente en el mismo pre-
tratamiento bioldgico, reduciendo la necesidad de
una fuente externa de este elemento.

Como se observa en la Figura 1 el mayor grado
de deslignificacion fue llevado a cabo por el
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hongo P. ostreatus en medio de cultivo Kirk al
alcanzar 33,4% a la cuarta semana, a diferencia
de P. chrysosporium que alcanzé 30,2% en el
mismo tiempo. La mayor deslignificacion se
alcanza después de transcurrida la primera
semana de tratamiento.

En este estudio la degradacién de la lignina se
realizd sin aireacion. Rodriguez-Vazquez [14]
reportaron condiciones similares cuando realizaron
la fermentacion en estado sdlido con tasas de
aireacion bajas con P. chrysosporium.

La maxima biodegradacion de la lignina 30%
es similar a los resultados obtenidos por otros
autores por ejemplo en cultivos sobre paja de
arroz por P. chrysosporium se obtuvo un grado de
deslignificacion de 35% [15].

Tabla 1. Composicién de la fibra prensada de palma,
en materia seca (%).

Composicion Colombia Malasia  Tailandia
[11,13] [12]
Extraibles 8,1£0,5 6,9 -
Lignina 30,1+0,6 27,7 17,28+0,18
Celulosa 30,6+1,8 33,9 32,06+0,64
Hemicelulosa 26,0+2,9 26,1 25,83+1,12
Cenizas 3,1+0,1 3,5 8,30+0,02
Otros 1,2 1,9 -
Carbono 47,6 47,2 -
Nitrégeno 0,7 1,4 -
Hidrogeno 6,2 6 -

Cuando se pretratdé paja de trigo (con un
contenido de 24% p de lignina) a los 7, 14 y 21
dias en fermentacion en estado solido, con el P,
chrysosporium no hubo perdida de lignina a través
del tiempo, mientras que el P. ostreatus a los 21
dias presenté una pérdida del 21% con respecto
a la lignina inicial [16]. Taniguchi et al., evaluaron
el efecto del pre-tratamiento biolégico sobre paja
de arroz; encontrando que de los cuatro hongos
que probo (P. chrysosporium, T. versicolor, C.
subevermispora y P. ostreatus), P. ostreatus logro
después de 60 dias de tratamiento una degradacion
de 41% de la lignina Klason de la materia prima [17].
Ademas, de ladeslignificacion, otro criterioimportante
para evaluar el desempefio del pretratamiento
bioldgico es la disponibilidad de los carbohidratos,
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ya que un alto contenido de celulosa en los
sustratos a fermentar eventualmente proporciona
una accesibilidad alta a los carbohidratos y a la
sacarificacion acida o enzimatica [6]. En la Tabla
2, se observa como el porcentaje de celulosa va
aumentando en funcién del tiempo en la fibra pre-
tratada con el P. ostreatus, mientras que el contenido
de celulosa en el material pre-tratado por el P,
chrysosporium permanece casi constante, lo que se
relaciona con el mayor rendimiento alcanzado en el
material previamente tratado con P. ostreatus vs. P.
chrysosporium (Figura 3). Finalmente, el resultado
evidencia para que el porcentaje de hemicelulosa no
es afectado durante el tiempo de pre-tratamiento.

% Ligninaresidual

Semana

Figura 1. Porcentaje de lignina residual a través del
tiempo 1 P. ostreatus ® P. chrysosporium.

Tabla 2. Recuperacion gravimétrica (% p) y
composicion de la fibra prensada de palma (lignina,
celulosa y hemicelulosa % p) después del pre-
tratamiento bioldgico en funcién del tiempo.

%Celulosa % Hemicelulosa
Semana P P P P
chrysosporium  ostreatus chrysosporium ostreatus
1 28,2 28,2 22,7 22,3
2 29,0 29,1 23,0 21,4
3 27,9 31,5 22,3 22,0
4 28,8 33,3 22,8 21,7

En cuanto al porcentaje de sacarificacion o
rendimiento de hidrdlisis enzimatica en la Figura
2 se observa que el mayor valor alcanzado fue
de 18,4 g de glucosa en la HE/g de glucosa
potencial en la fibra pre-tratada con P. ostreatus,
mientras que la biomasa no pre-tratada (tomada
como control), tuvo un rendimiento de hidrdlisis
enzimatica de 5,6 g de glucosa/g de glucosa
potencial en la fibra prensada. Cabe resaltar que el
pre-tratamiento bioldgico con P. ostreatus superd
este valor desde la primera semana de tratamiento,
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lo cual demuestra que este hongo actia de forma
positiva, destruyendo la estructura del material, lo
que favorece la hidrélisis enzimatica posterior. Este
resultado es prometedor ya que en comparacion
con pre-tratamientos fisicos, por ejemplo cuando
se emplea acido diluido sobre otros materiales
lignocelulésicos como cardo Cynara cardunculus
genera un rendimiento de HE de 28,5% a 160° C,
sin adicion de acido y un maximo de 80,2% a 200°
C en presencia de 0,2% de acido sulfarico [18].
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Figura 2. Rendimiento de glucosa en la hidrdlisis
enzimatica (HE) a través del tiempo @ P. ostreatus
@ P. chrysosporium.

Los resultados con el hongo P. chrysosporium
no arrojan rendimientos promisorios, pues los
valores obtenidos de HE estédn por debajo del
control; esto se puede deber a que el hongo P,
chrysosporium degradada no solamente la lignina
sino también la celulosa [19]. Por ejemplo, en el
estudio obtenido por Salvachua et al., se evaluaron
21 basidiomicetos sobre paja de trigo y se encontrd
el mismo comportamiento de la conversién de los
azucares fermentables respecto al material de
control a los 21 dias de pre-tratamiento, Unicamente
ocho de las cepas estudiadas incrementaron la
digestibilidad respecto al control entre los 14 y 21
dias de tratamiento y sélo una de ellas, P. tigrinus,
fue capaz de mejorar el rendimiento después de los
7 dias [16]. Existen varios estudios que sustentan
que aunque P. chrysosporium es el hongo de la
podredumbre blanca mas estudiado por lograr
grados de degradacion de la lignina significativos,
también causa una pérdida importante de la fraccién
de carbohidratos [17,20], lo que puede estar
relacionado con rendimiento bajos en la generacion
de azucares fermentables. Otros investigadores
han reportado mejor desempefio del hongo P
ostreatus comparado con P. chrysosporium, en pre
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tratamientos biolégicos previos a la obtencién de
azucares fermentables, aunque se han encontrado
mejores resultados para [. lacteus (62%) y P.
subvermispora (61%) sobre paja de trigo como
sustrato, con tiempo de incubacién de 21 dias [16].
En la Figura 3, se encuentran los valores del
rendimiento global de azucares a partir de la materia
prima original; estos valores permiten evaluar el
tratamiento aplicado y el potencial para la produccién
de azucares fermentables; se observa que el mayor
rendimiento correspondié al material pre-tratado
con P, ostreatus en medio de cultivo Kirk con 7,4 g
glucosa/100 g de materia prima, valor superior a los
obtenidos en los pre-tratados con P. chrysosporium
(0,6 g glucosa/100 g de materia prima) y en el
control (2,6 g glucosa/100 g de materia prima). De
manera semejante para el pre-tratamiento realizado
por Pleurotus ostreatus sobre paja de trigo se
encontré que después de 60 dias de fermentacion
el rendimiento neto de azucares (basados en las
cantidades de holocelulosa y celulosa de la paja de
trigo no tratada respectivamente) fue de 33% para
los azucares totales solubles de la holocelulosa
y 32% para los de la glucosa de la celulosa [17],
valores superiores a los encontrados en este trabajo,
esto debido posiblemente al tiempo del tratamiento
previo el cual correspondido a la mitad del estudiado
con la paja de trigo.
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Figura 3. Rendimiento global de azucares
fermentables en funcién del tiempo i1 P. ostreatus
@ P. chrysosporium.

Segun los datos obtenidos anteriormente para
el rendimiento global de azlcares fermentables,
aunque el ataque a la lignina es esencial para
la eficacia de la hidrélisis enzimatica de los
polisacaridos presentes en la pared celular, el
mayor grado de degradacién de esta fraccion no
siempre esta correlacionada positivamente con los
altos niveles de digestibilidad de la hemicelulosa y
celulosa. Estos resultados estan de acuerdo con
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reportes previos [21, 22], los cuales sefialan que
el nivel de deslignificacion no se puede considerar
como el unico parametro a evaluar cuando se
emplea un microorganismo en el pre-tratamiento
bioldgico [17].

Figura 4. Vista de la fibra prensada de palma pre-
tratada con P. ostreatus (A)
y P. chrusosporium (B) a la cuarta semana de
tratamiento.

Conclusiones

La fibra prensada fue caracterizada y se encontro
que presenta un alto contenido de lignina (30,7%).
En cuanto a la deslignificacion biologica el mayor
porcentaje se obtuvo en el material pre-tratado
con el hongo P. ostreatus (33,4%), valor superior
al obtenido con P. chrysosporium (30,2%).
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En relacion a la hidrélisis enzimatica para la
produccion de azucares fermentables se logré el
aumento pasando de 2,6% en el control a 7,4%
en material pre-tratado por P. ostreatus. Los
resultados hallados en la presente investigacién
ratifican el potencial de este residuo para la
produccion de azucares fermentables aplicando
el pre-tratamientos biolégico con el hongo
Pleurotus ostreatus, el cual presenta ventajas
interesantes como el bajo consumo de energia,
inversion de capital, condiciones ambientales
favorables y reduccion en la concentracion de
inhibidores de fermentacion.

Se recomienda hacer combinaciones con
tratamientos fisicoquimicos o hidrotérmicos
para aumentar la produccién de azucares
fermentables por hidrdlisis enzimatica, asi como
ampliar el tiempo de deslignificacién bioldgica.
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