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INTRODUCCION

Recientemente, _ghan nimero de Lnvestigadores y go--
biernos de varios patses se han interesads en el problema
de encontran nuevos dalimentos para nuestra creciente po--
blacidn. Las fuentes tradicionales de proteinas para con
Aumo humano y animal, pueden reemplazarde pon proteinas -
p&oaedemtex& de mcjwonganusmozs ya que éstos contienen -~
Las mismas y ademds se /Lep/wducen rapidamente. Un aspec~
£o ﬁundamemﬁa!l consistid en encontharn materia prime bara-
to y en abundancia dunante todo el aio. Las primeras Ln-
vestigaciones se centraron en La wtilizacin de derivados
del petndleo, cosa que hitho que abandonarse por varias ra
zones, como son: La toxicldad y el aumento en el precio -
de Los productos petroleros, ete.

La produceidn en ghan escala de proteina unicelulasr
partiendo de desperdicios agrnicolas, ha sido considerada
con marcado internds como una /Lupue/sta al probLema de La
alimentacidn.

La celulosa, siendo el componente pmondéwﬁ de Las
plantas venrdes, representa unda de Las mds grandes guentes
alimenticias, p/wueedonws de enenglfa existentes en La tie
nma. De/saﬁo/z/tunadamente el hombre y muchos ofros anima--
Les no pueden digerirla. Para poderla utilizar como ali-
mento, es necesarnio primeramente hidrnolizarla a glucosa;
sin embargo, el principal requerimiento nutricional del -
hombre son Ras photelnas mds que Los carbohidratos.

En La degradacidn aenfbica de materiales celulbsi--
cos, en La naturaleza participan muchos microorganismes —
tales como bacterias, actinomicetos, hongos y protozoa---
nios. La aceibn continua de €stos Amplde La acumulacidn
de nestos de vegetales sobre La superficie terrestre, ya
que trhans gorman a La celulosa en sustancias que pueden --
sen utilizadas por otros seres vivientes. EL hongo celu-
Lolitico Trichodemma virnide produce una enzima extracelu~
Lan capaz de deghadarn una extensa variedad de materiales
celuldsicos. La actividad de La enzima es sugiciente pa-




ha Rlevar a cabo La convernsiin de aproximadamente el 70%

del susthato celulbsico a azdecarn, ULtimamente, se han de
sarvollado metodologlas basadas en el aprovechamiento de
esta propiedad, Las cuales fundamentalmente consisten en
Lo wtilizacion del azicar previamente formada, como us—-
thato para el crecimiento de Levadunas altamente producto
ras de protelna unicelular de gran calidad. -

En estas fementaciones que utilizan mds de un mi--
crwonganismo, Las Lnteracclones que de pheseritan pueden -
sen de difenentes tipos. La femmentacibn anterionmente ~
descrnita presenta una Lnteraccelbn concolda como mutualis-
mo competitivo.

A pesarn de que Las Anvestigaciones sobre este tema
s8R0 han s4do efectundas en pequeiia escala, Los resuwlila-—
dos indican que Los procesos pueden ser aplicables a ni--
vel industrial.,



OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio monoghdfico sont

Objetivo Genérico:

Dar a conocen Las germentaciones celuloliticas que

presentan Las mefores perspectivas de aplicabilidad a ni-
vel Lindustrial.

al

b)

c)

d)

e

6

g)

Objetivos Especlficos:

Exponern La convenlencia de utilizar al hongo Thicho
derma virnide sobre Los demds microorganismos celulo
Liticos . -

Seiialar Las ventajas de una adecuada seleccidn del
susthato celuldsrico, tomando en cuenta que sed una
fuente renovable alimentaria hasta ahora no aprove-
chada., :

Seleccionar el pretratamiento deslignigicante mds -
apropiado al sustrato celuldsico seleccionado.

Indicarn Los pardmetros Gptimos de La fermentacidn.

Elegin y describin Los métodos analiticos necesd---
nios, para Aeguin detalladamente el curso de Las -~
fermentaciones celuloliticas.

Senvin de ingormacidn bdsica gundamental, para dar
Rugan a Ra healizacibn de futurnas Lnvesitigaciones -
engocadas a utilizar otros sustratos y pretratamien
tos.

Plantean La obtencidn de mejores rendimientos, tan-
to en La produceidn de enzima como de protelna uni-
celular, mediante La utilizacibn de mutantes produ-
eldas a partin de cepas de efectividad celulolitica
comprobada.



1.0 CELULOSA

Los procesos evolutivos de La naturaleza han selec-
clonado variedades de vegetales con pared celular gruesa,
adaptada para soportar el cuerpo de La planta, el viento,
La Rluvia y capaz de sostenen hofas fofosintetizadoras -
que pemitan el mdximo acceso a La Luz y al alre. Puesto
que Los carbohidnatos son un producto econdmico y abundan
te en estas plantas, obtenidos fdcilmente a parntin de did
xido de carbono y agua mediante La fotosintesis, no es de
sonprendernos su utilizacién para construwin el doporte es
quelético. Las moléculas de azdcar se unieron unds con -
othas para fomman grandes cadenas i, a su-vez, estas cade
nas se enbazaron mediante uniones Laterales para fosmar =
Lo que se conoce como celulosa.

La celulosa constituye mds del 50% del carbono orgd
nico total presente en La biosferna; es el polisacdrnido es
tructural de Las paredes celulares mds abundante y senci—
Lo del mundo vegetal. La madera estd formada por un 40-
60% de celulosa (en peso seco), y el algodbn es celulosa
casl pura. La celulosa también se encuentra en algunos -
Lnventebrados inferiones; se presenta casl slemphe como -
material extracelulat.

Un soporte estructural hresistente al ataque de —--
othos onganismos, resulta sen el mds adecuado esqueleto -
vegetal, y La celulosa, no obstante estar compuesta por -
azlean §deilmente metabolizable, es nesistente a La diges
tion enzimdtica de Los animales Buperionres. -

1.1  ESTRUCTURA DE LA CELULQSA

La celwlosa es un homopolisacirnido Lineal compuesto
de unidddes D-(+)-glucosa Ligadas entre AL por enlaces --
B{1-4). Cuando La cefulosa se metila exhaustivamente y -
Luego se hidwliza, phoduce tan selo 2,3,6-trni-0-metil-D-



glucosa, Lo cual demue/.»t/wc que todos sus enlaces glucosi-
dicos son (1-4), y que no existen puntos de ramigicacidn
(Fig. 1). E& thatamiento con anhidrnido acético y. deddo -
sulfinico nos produce octa-0-acetileelobiosa; Lo cual eb
La evddencia de que todos sus enlaces glucosfdicos son -
uniones beta (Fig. 2).

Mediante métodos §isicos se ha determinado el peso
molecular de La celulosa, encontrdndose en un rango que -
va de 50,000 a 500,000, que es el equivalente de 300 a -
3000 restos de g!,uco/sa por molécula.

Las cadenas de celulosa podrilan estar tornsionadas o
ewwlladas, pero debido a La naturaleza del enlace B-glu-
cosidico tlenden a quedarn extendidas. Esta rnigidez se ve
Ancrhementada mediante La 60/1mau6n de puentes de hidrdge-
no entre Los dtomos de oxigeno del C#y y del C#y de unida
des de glucosa adyacentes. En una molécula de celulosa -
existen sitios en Los que Las cadenas se encuentran entre
tejidas en forma desondenada (regidn amonfa) y sitios en
Los ‘que se encuentran con una distribucibn crnistalina. ES
Zta combinacion de regiones cristalinas y regiones amoirfas
da porn resultado que La celulosa tenga algunas propleda--
des gisdicas de gran importancia para Las §ibras de Las -
plantas. En Las regiones crnistalinas Las cadenas se en--
cuentran unidas entre sL por medic de fuernzas de Van den
Waals y puentes de hidrbgeno; por Lo fanto, aun cuando in
dividualmente Las cadenas son débiles, Los aglz.agadozs son
quentes; Las {§Libras vegetales tienen Lo misma fuenza ten-
540 que el acero. Debddo a La compacidad de Las regiones
cnistalinas, La mayorla de Los heactivos atacan a La celu
Losa Gnicamente en Las heglones amorfas y s6Lo algunosd -
rneactivos penetran en Las reglones cernistalinas .



FIG. 1

Estructura de la Celulosa
: H H H .u ,
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FIG.2 -
CELULOSA

(CH3CO), O | Hp SO,

Octa-0-acetilcelobiosa



1.2  PAREDES CELULARES VEGETALES

Mediante el andlisis por digraceidn de rayos X, se
ha Logrado saber que Las moléculas de celulosa en Las pa-
hedes celulares se hallan organizadas en haces de cadenas
paralelas, o fibrillas, unidas transversalmente mediante
enfaces de hidndgeno. Tales ibrillas son del todo inso-
Lubles en agua. Las fLbrillas poseen un espesor de 100 a
250 A° y varias micras de Longitud. Estas se encuentrian
cementadas por una mathiz constitulda porn othos thes mate
niakles polimenos: La hemicelulosa, La pectina y La exten~
sina. ELmds abundante de estos materiales Lo constitu--
yen Las hemicelulosas, que no se hallan relacionadas es--
Tructwwkmente con La celulosa, sino que son D-xilanos, -
con enlaces B(1-4) y cadenas Laterales de arabinosa y -~
othws azlcanres. La pectina es un polimero de metil-D-ga-
Lactouronato, La extensina, es una profefna y se encuen-
tha undida covalentemente a Las fibrillas de celulosd.

Las plantas Ledosas contlenen atra sustancia polime
ta, Lo Lignina, que comunica a La pared celular su fuerza
Yy nigidez, comstituyendo casd el 25% del peso seco de es-
tas plantas. La estructura de fa Lignina no es bien cono
clda; pero se sabe que estd comstituida por aleoholes aro
maticos polimerizados.

La pared celular consta de tres capas: La sustancia
intercelulanr o Ldmina media, fa pared primaria y La pared
secundaria.,

La Ldmina media es La capa que se forma entre dos -
paredes celulares adyacentes y se compone principalmente
de polimeros de pectina, pero también puede tfenmer Lignina
como en el caso de La plantas Leiiosas. Las pectinas ayu-
dan a §ifan unas a otrhas Las células vecinas; cuando se -
quitan Las pectinas por heacclones enzimdticas o quimicas,
se separan Las c8lulas conservando su pared y su forma.

La pared primarnia estd fommada por fibrnillas de ce-
Luwbosa, hemicelulosa, pectinas y Lignina.



La pared secundaria, que se asienta al §inal, con--
tiene principalmente celulosa y pequedas cantidades de he
micelulosa y Lignina. Se caracteriza pok fener varias -
subcapas; en cada una de ellas Las ibrillas aiskadas de
celulosa se onlentan paralelamente, pero en capas sucesdd-
vas, La dineceidn de Las ibras gomman dngulos variables;
esta disposieidn de Las microfibrillas en enrefados trndidi
mensLonales sumamente ordenados Le proporciona a La pared
celular vegetal una ghan fuerza y plasticidad. También,
aparecen un gran winero de abertuwras, cuya fomma y distri
buctbn varla, Las cuales se denominan §os0s. Penetrando
a thavés de Los 4004 y athavesando Las paredes primarias
y Las Laminas medias de células adyacentes existen unos -
michotdbulos conocidos con el nombre de plasmodesmata. EL
heticulo endopldsmico de Las células fluye Libremente a -
trhavés de La plasmodesmata, con Lo que se pemmite el Li--
bre intercambioc de materiales y hommonas entre Las célu--
Las. -

Tambien puede existirn una pared celularn terclaria,
que Ae caracteriza por ser delgada y poseen pequeiias par-
tlewlas granulares, por Lo que hecibe el nombre de capa -
ghanulosa (Fig. 3).

Se sabe muy poco acerca de Los mecanismos de sece-
elbn de La pared celwlar y de La hegulacidn por La célula
de La disposicin de tdbulos y Lbrillas de celulosa.

Las radicautograglas muestrhan que Las primeras eta-
pas de Lincorporacidn de glucosa tienen Lugar en el apara-
to de Golgi, y que Las vacuolas del mismo nombre Lntervie
nen en La formmacidn de La Ldmina media y de Las paredes =
celulares primarios adyacentes durante La divisibn celu--
Lan porn mitosis. Este organelo, rice en enzimas para KLa
sintesis de Los fosgolipidos y de La celulosa, Libera pe-
quesias vacuolas que se alinean y funden en goima Lineal.
AL princdplo constituyen una matiiz tipo gel, que poste--
riohmente se desawvwolla en La Ldmina media mediante el de
pésito de hemicelulosas y pectinas. -
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1.3 HIDROLISIS DE CELULOSA

Algunas de Las propledades mds Limportantes de Lo ce
Lukosa, se basan en su alta resistencia contra el desdo-—
blamiento quimico y enzimdtico,

1.3.1 HIDROLISIS QUIMICA

Se requiere un calentamiento prolongads con deldos
minerales concentrados (HpS0w) para hidrolizan todas Las
uniones glucosidicas y thans formar el polimero en glucosd.
Estd comprobado que el proceso es Lncosteable, pues debe
contanse con equipo especial anticornosdivo. La hidrnbli—-
545 debend sen newtralizada y el azlcar recuperads deberd
sometense a diversos procesos de purifleacidn, debido a -
que su extraceldn requiere de La eliminacidn de Las sales
en exceso y de productos toxicos como el furfural, fouma-
dos tambifn durante el phoceso.

Recientemente, se ha heexperimentado en Los proce--
505 de hidnblisis dofdas., Dentro de Las Lnnovaciones se
encuentra un pretratamiento de fa celulosa mediante calen
tamiento y posterion trituracibn, obitenibndose una wayor
solubilidad y susceptibilidad a La hidndlisis Geida.

EL Imstituto Nacional de Tnvestigaciones Forestales
(INIF) de México, ha desarrollado un nuevo sistema de pre
tratamiento pare extraen celulosa y Lignina a partin de ~
cualquien vegetal, obteniéndose una celulosa fdeilmente -
hidrolizable, EL sistema consiste en un proceso de oxida
albn basado en el uso de dcido nitrico, y un suave baiic =
alealine a una temperatura de 70°C. Con” este nuevo siste
ma se extrae de 20 a 30% de Lignina y de 50 a 60% de celu
Losa, contendidas en cualquien vegetal. (1)
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1.3.2 HIDROLISIS ENZIMATICA

Muchos microorganismos tales como bacterias, hongos,
actinomicetos y protozoarnios pueden digerin La celulosa ~
por medio de enzimas para utilizarla como alimento.  Las
bacterias celuloliticas y Los protozoarios son frecuente~
mente anaernbbicos por Lo que dificultan su cultivo. Ade-
mis, Las bacterias tienden a La produccidn de grandes can
Lidades de sustancias viscosas y su podern de penetracidn
a través de Las paredes celulares vegetales es Lento, Los
~hiongos y Los actinomicetos celuloliticos crecen fdcifmen-
Le sobre medios de culitivo sdimples y segregan sus celula-
sa5 al medio. EL hecho de producin La enzima extracelu~-
Larmente, aunado al mayor podern de penetracidn debido a -
La mongologia de sus hifas, hace de Los hongos celulolTti
cos Los michoorganismos mds Lindicados para su aplicacldn
Andustrial .

EL hecho de que La celulosa esté compuesta de azd--
car, La convierte en una fuente potencial de alimento, y
algunos andmales superionres, Lneapaces de utilizarla, han
desarrollado mecanismos para hospedar y permitin el creed
miento de microonganismos celuloliticos. En cons ecuencia,
esto ha conducido a asociaciones guncionales Lntimas en--
the animales y mlchoohganismos, en Los cuales Los microor
ganismos digieren La celulosa que Les provee el huésped.
Este tipo de asociacidn es una forma de simbiosis conoci-
da como mutualismo, en La cual ambas especies se benefi-—-
elan reciprocamente.

Uno de Los efemplos mds notables de mutualismo que
Anvolucra La digestion de La celulosa, es La que existe -
entre Los termes y susd protozoarios intestinales. También
un gran nimero de mamiferos consumidores de pastos, utili
zan La celulosa mediante La ayuda de microorganismos sim-
bidticos que se encuentran en su trhacto digestivo espe---
clalmente organizado.
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I11.0 ENZIMAS

Las enzimas son molécuwlas protéicas muy especializa
das, elaboradas por Las células o partir de aminodelidos .
Las enzimas superan notablemente a Los catalizadoties pro-
ducidos pon el hombre en especificidad heactiva, ast como
en egleacia, a tal grado que son capaces de catalizdn se—
cuencias de neacciones muy complefas en milésimas de se-—-
gundo. Phresentan una propledad especialmente Lmportante
a nivel industriol: Las reacciones catalizadas enzimética
mente tienen Lugar con un rendimiento del 100% y wno hay -
subproductos.

Las enzimas poseen parndmetrhos caractertsticos en -
Los cuales su actividad es mdxima, Lol es el caso del pH,
La temperatura, ete.

Los procesos microbiolbgicos industrniales dependen
de La aceibn coondinada de enzimas producidas por micrhoon
ganismos seleccionados. En estos Ltimos aiios de ha veni
do utilizando La capacidad enzimdtica espectfica de va---
nios micrhoorganismos para LLevar a cabo detemminadas modi
ficacliones quimicas en el sustrato en sustitucidn de Lo
métodos quimicos, a Los que aventafan ampliamente en ren-
dimiento.

I11.1 CLASTFICACION DE LAS CELULASAS

Las enzimas celuloliticas se encuentran en el guupo
de Las hidrnolasas y en el subgrupo que actda Aobhe grupos
glucosidicos. Tambiln se clasdifican dentro del grhupo de
enzimas Lnducibles, pues requieren para su formacibn de -
un compuesto inductor, para sen producidas en cantidades
que no sean minimas. Las celulasas se producen dnicamen-
te cuando el microorganismo chece sobre celulosa, glucda--
nos y sobre algunos oligosacdnidos .
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Aungue fodas Las enzimas se fomman inicialmente den
tho de Ras células, algunas de eflas son segregadas a tra
vés de La pared colular y efercen su aceldn sobre el me--
dio externo. De esta manera, se consideran dos tipos de
enzimas, segln el Lugar en el cual actlan: enzimas intra-
celulares o endoenzimas y enzimas exthacelulares ¢ exoen-
zimas. Las enzimas intrhacelulares Lienen por cbjeto sdln-
Letizan el material celularn, y activar Las heacciones cd-
tabdlicas que proveen Las demandas enerngéticas de La clu
La. Las enzimas extracelulares tienem como funcidn prin—
clpal trans pormar en elementos nutrnitivos Las sustancias
alimenticias que se encuentian en el medio externo para--
que puedan penetrar en La célula, Las celulasas pertene-
cen al grupo de enzimas extracelulares.

A través de Los aiios se han comparado miles de mi--
CROORGANLSMOS degradadores de celulosa y factibles a pro-
ductn La enzima extracelularmente. Los resultados han 44
do bien clanos, Las bacterias juegan un papel &nALgnLﬂ&--
cante en La degnadac¢on de La celulosa en comparaciln con
Los hongos.

11.2 TDEGRADACION ENZIMATICA DE CELULOSA

La teonfa de Reese (37) acerca de La degradacidn en
zimdtica de celulosa, ampliada porn Nisdizawa (33), es con-
sdderada como La mefor y de acuerdo con ella el aampﬂejo
celuldsico estd comstifuido por Las siguientes enzimas:

a) Una enzima Cy (no hidrolitica), que actda sobre La
celulosa nativa impartiéndole cilenta solubilidad.

b) Una serie de enzimas-Cy (hidrnoliticas), que actdan
romplendo Las cadenas de celulosa soluble (actival,
Liberando unidades de celobiosa. La explicacibn -
del porqué solamente se produce celobiosa, puede -
descnibinse de La sigulente fomma: Las moléculas de



15

glucosa en La Lornga cadena de celulosa presentan -
Los mismos enlaces quimicos, excepto en que altfern—-
nan su posicibn, de modo que unos se encuentran ha-
cla La superficle externa del crnistal de celulosa,
mientras que othos se Localizan hacia La superfieie.
Anterna. Esto provoeca que todos Los enlfaces sean —
semefantes, pero no Ldénticos, pues difieren en —-
cuanto a Au pc;/s/cc,wn respecto a Lasr moléculas que -
unen. Las enzimas-Cy presentan aginidad por solamen
fe uno de estos tipos de enlace; de modo que su ac—
cibn causa el desprendimiento de dos moLéoulas uni-
das de glucosa en Lugar de una.

) Una Celobiasa, La accldn de esta enzima es La de -~
convertin a La celoblosa en dos moléculas de gluco-
Ad.

Wood y Mc. Crae (6), son de Los Lnvestigadones que
mds estudios tienen sobre La natuwraleza de Las enzimas ce
Luboliticas en hongos. Primeramente, se cultiva al micho
organismo en edtudio sobre algln material celuldsico. Lag
~enzimas producidas durante La gemmentacidn pueden sen §d-
cilmente separadas del micelio y de La celulosa residual
mediante centrifugacibn o filtrhacién. Las celulasas en -
el iltrado se extraen precipitdndolas con acetona, obte-
nindose asl preparaciones enzimdticas pwras y Libhes de
cllulas para su posterion utilizacion en Loy métodos ana-
Liticos. Mediante andlisis de cromatogragla de intercam-
bio i6nico (que aprovecha Las diferencias en propiedades -
deido-bdsicas), cromatoghagio de adsorcidn con adsorben=-
fes tales como el hidroxiapatito, el almidén o el gel de
alfimina, La electhoporesis de zona sobre bloques de almi-
dén o de poliachilamida, han Loghado el graccionamiento y
purigicacion de Los comstituyentes de varias celulasas. -
Los resultados son Los sdiguientes:

a) La enzima C; es una exo-b-T1-4-glucanasa, presentdn-
dose porn Lo menos una de &stas en Zodos Lok hongozs
celuloliticos en estudio.



b)

c)

16

Las enzimas del complejo Cx pertenecen a Las endo-
B-1-4-glucanasas pudiendo presentarse de 2 a 5. Aun
que en La mayoria de Los casos se presentan 5.

La celobiasa es una b-glucosidasa, presentdndose 1
§ 2 de estas enzdmas.
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I11.0 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA (25,26,27,412]

La celulasa es un complefo enzimdtico que phresenta
trhes tipos diferentes de actividad, que son: exo-B-1-4- ~
glucanasa, endo-B-1-4-glucanasa y B-glucosidasa. Para ca
da una de Las actividades sefialadas existen diferentes mé
fodos de deteceidn en el Labornatornio y que pueden sen se~
parados en dos ghupos:

a) Métodos que determinan La actividad enzimdtica en -
forma individual para alguna de Las enzimas que Ln-
tegran el complejo celuldsico.

b) Metodos que determinan confuntamente Lo actividad -
enzimdtica de todo el complejo.

Estos métodos difieren marncadamente en sensibilidad,
sustrhato wtilizado, fomma de efectuar La medicidon, dura—-
caibn de Ra prueba y condiciones de ejecucidn de La misma.

Pana cuantificar el trabajo de La actividad enzimd-
tica, Las unidades de medicidn deberdn basarse en:

a) Capacidad hidrolitica de La enzima por unidad de -
tlempo.

b) Tiempo hequesrido para que La preparacin enzimdtica
efectde un cambio.

c) Concentrhacidn de enzima requernida para que se efec—
the el cambic en una unidad de Ziempo.

Los métodos de deteccibn propuestos por Mandels y -
Weben (27), han sdido estandarizados para Las determinacio
nes de actividad en filtnados crudos, asl como para deter
minaciones de La enzima pwiificada. Estos métodos miden
La produceibn de azdecares heductores medidos como glucosa
por el método del dcido dinitrosalicilico (DNS) descrito
por MilLer (29). Para La correcta medicifn de Las activi
dades tanto total como parciales, se han seleccionado Lok
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sustrhatos especlflcos asl como Los Llempos necesarics de
heaceibn para cada una de ellas.

Los pardmetrhos de incubacitn Adecuonadm para  La
efecucidn de Las pruebas son:

a) . pH de 4.8, en €L La hidndlisis que presenta La enzi
ma al actua/a s0bre una extensa variedad de sustra--
tos celulbsicos es mdxima (Tabla I, Fig. 4).

b) Temperatura de 50°C, en La cual se observa una mas-
cada helacidn Lineal entre La concentraciin enzimi-
tica y su cornespondiente capacidad hidrolitica (Ta
bla 11, Fig. 5).

EL hongo Trhichoderma virnide QM No. éba fue el wtili-
zado para La seleceidn de Loz pardmetros Gpitimos de Lincu-
bacibn. La fuente de celulosa utilizada para el creci---
miento del hongo 6ue SoLka Floc S.W. 40A (Brown Co., Ber-
Lin, N.H.) al 1.0%, La cual es una celulosa purificada. -
Los cultivos en Ma/.sco fueron Linoculados con una suspen--
2400 de esporas y cultivados a 29°C sobre dispositivos de
agltacidn durante 18 dias.




19

TABLA I
Efecto del pH en La Capacidad Hidrolitica de La Enzima

glucosa mg/mL

JoH Solka Floc G-Celulosa
3.0 1.79 - 2,39
3.6 §.37 11.66
4.0 18.72 16.45
4.5 28.79 25,12
4.8 29.61 32.00
5.5 21.23 20.34
6.0 14.06 17.20
6.5 8. 37 12,86
7.0 2,87 6.88
7.5 1.38 2.39

Sustrato 500 mg + 10 ml del 4iltrhado crudo Libre de célu-
Las, se Lncuban en ftubos de enmsaye al pH probado y a una
temperatuna de 50°C, durante 10 dias. Después de La incu
bacion se toma 1.0 mb y se determina La produccion de azd
cares reductonres porn el método DNS (deserito en La sec—--
aldn TI1.1).
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TABLA 11
Efecto de La Concentracidn de Enzima y Temperatura en ALa
hidnolisis de Canboximetileelulosa y Papel Filtno

Canboximetiloelulosa

40°C 50°C 60°C
mg de glucosa

enzima

mg / ml
0.01 0.122  0.363 0.436
0.02 0.231 0.563 0.681
0.04 0.299 0.763 0.954
0.06 0.372  0.877 1.049
0.08 0.454 1.122 1.068
0.10 0.499 1.136 1.345

Vern determinactidn en La Secceidn 111.3.

Papel Filtno

40°C 50°C 60°C
mg de glucosa

enzima

mg / ml
0.10 0.163 0.299 0.499
0.20 0.272 0.641 0.818
0.40 0.568 1.022 1.209
0.60 0.659 1.318 1.699
0.80 0.681 1.545 1,913
1.00 0.799 1.745 2.045

Ven determinacién en La Seceidn 111.4
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117.1 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR EL METODO
DEL ACIDO DINITROSALICILICO (29).

: En s0Lucin aleakina caliente, La glucosa heduce al
deido 3,5 dinitrosalictlico a doddo 3-amino-5-nithosalict
Lico, de tal manesd que Los gauipos aldenfldo del azficar se
oxidan a grupos carboxilo, produciéndose un colorn dnaran—
jado nofo. La densddad Gptica del color producido es di-
nectamente proporcelonak a La cantidad de glucosa en La s0
Lucidn.

Los neactivos utilizados son:

a) Solucidn de deldo dinitrosalicilico. Se mezclan -
300 me de solucidn de NaOH al 4.5%; 880 mL de s0lu~
cidn acuosa de dcido dinithosalictlico ak 1%; y 225
g de tarntrnato doble de sodio y potasio (para preve-
nin La oxidacion del nreactivo).

b) Solucién estdndan de glucosa. Se deswrrolla una -
cwwa estdndar con soluciones de glucosa en concen-
trhaciones de 0.1 a 1.0 mg/mh.

Se disponen en tubos de ensayo Las sustancios sL---
gulentes:

Problema Patrnbn Blanco

Muestra Problema 1.0 me -- --
Solucidn patrén de glucosa -- 1.0 me -
Agua destilada -- -- 1.0 me
Solucidn de dcido dinitro-

salicilico 3.0mb  3.0mf 3.0 me

Los tubos se mezelan y se ponen en bailo de agua hir
viente durante 5 minutos exactamente. Se enfrian bajo La
Llave. Cada solucibn se diluye a 25 ml con agua destila-
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da y se mezela. Se Leen Las densidades Gpticas a 550 nm;
el ceno se estublece con el blanco.

La concentnacibn de La muestra problema se estable-
ce de La extrapolacién de su demsidad Gptica en La curva
Estdndan de glucosa.
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111.2 MEDICION DE ACTIVIDAD EN EXO BETA GLUCANASAS (27)

Para efectuar esta determinacibn, se ha optado por
La wtilizacibn directa del §iltrato cudo, pues adn con -
Las intengerencias que pueden provocar Las demds enzimas
celuloliticas, Ae obtienen resultados mds sLgnificativos
que Los obtenidos con enzima pu/mﬁzccada Esto es debido
a que Los métodos actuales de separacin y purifieacibn -
hecupenan un porcentafe menon de enzima.

EL método puede desciib.ise de La manera siguiente:
Para 50 mg. de algodbn absorbente se adicionan 1.0 me de
bufger de citrato de Na, 0.05M pH de 4.8 y 1.0 mL de mues
.  Tncubar durante 24 horas a 50° C, adicionan el neac—
tivo DNS y determinarn azlcares neductones. Una modLgLca-
eibn utiliza como sustrato cd’,godan en gLibras a una tempe-
natuna de Ancubacibn de 40°C

Los mg de azdcares reductones producidos deberdn -
convertinse a Unidades Internacionales de Actividad Enzi-
mitica. Por acuerdo de La Unibn Internacional de Bloqui-
mica, 1.0 unidad de actividad enzimdtica se define como -
La caybtcdad que ornigina La transformacion de 1.0 micromol
(10-6) de sustrato por minuto en condiciones Gpitimas de -
medida. EL cdleulo de unidades de actividad en celulasas
se basa en Las micromoles de glucosa desprendidas por mi-
nuto. Para esta determinacién 1.0 mg de glucosa produci-
dOA equivalen a 0.00385 unidades, esto es:

1.0 michomol de glucosa equivale a 0.180 mg, por Lo que -
1.0 mg de glucosa en una detemminaciin de 24 horas send -

= 0.003858

Agual & —r T X 0 750

De acuendo a Lo anternionr, tendremos que Las Un/%da"
des Tnternacionales de Actividad enzimitica Ci » ml”
van a sern Lguales a:

mg de glucosa producidos x 0.003858 1

ml de enzima = (UT-mt

) Cy
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111.3 MEDICION DE ACTIVIDAD EN ENDO BETA GLUCANASAS (27)

AL Lguad que en el caso anterion, se prefiere La -
uix£¢zac46n directa del giltnado crudo. EL sustrato se--
Lecclonado para La determinacién es La Carboximetileelulo
sa. {CMC) 50T (Hernoutles Powder Coi). EL desarnrwollo del mE
fodo es el sigulente: Para 0.5 ml de CMC al 1.0% en bu--
fher de citrato de Na 0.05 M se ad&a&onan 0.5 ml de mues-
tw. Se incuban durante 30 min. a 50°C y a pH de 4.8, -
adiceionan el rneactivo DNS y determinar azlcares neducto-—
hes. La conmversidon de Los mg de glucosa obtenidos a Uni-
dades Internacionales de Actividad Enzimdtica es La s4---
gwlente:

1 )
S0 x 0750 - 0:185

mg de gﬁuQOAagpkoduCLdOA X 0.185 _ -1
ml de enzima = (UT-me™7) Cy
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111.4 MEDICION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL (27,35, 36)

En La produceibn de celulasas para und aplicacibn -
espectifica, el método Ldeal de medicibn va a ser aquel -
que muestre La wis estrecha relacibn don Las condiciones
bajo Las cuales La enzima va a sen utilizada. Como Lo -
que nos interesa es La produceibn de azicar a partin de -
despendicios aghicolas, La medididn de detividad mds apro
piada serd La que nos proporcione La actividad enzimdtica
de todo el complejo. Mediante La utilizacibn de esta me-
dicibn, se podrd seguin detalladamente el curso de La fer
mentacién. EL método es el sigulente: -

En un tubo de ensaye se colocan 50 mg de Papel Fil-
thwo (PF) Whatman No. 1, 1.0 mL de buffer de citrato de Na
0.05M y 1.0 mL de muestra., Se incuban durante una horna a
50°C y pH de 4.8, adicionar el reactive DNS y determinar
azlcares heductores medidos como glucosa. EL clleulo pa-
na Ra comversibn a Unidades Internacionales de Actividad
Enzimitica es el sigulente:

1 _
50 %0780 - 0-09%6

mg de glucosa producidos x 0.0926 _ vop=1
ml de enzima = (UI-me”") PF.

EL tiempo de neaccifn es corto, el pH y La Lempera-
twna son Gptimos y el PF como susthato proporciona und me
dicibn confiable para el tipo de actividad nequerida. La
selecaidn del PF se basd principalmente a su rdpida sus--
ceptibilidad a hidrwolizarse en un tiempo de reaccelbn cor-
to. Los nesultados obtenidos por este método pueden sern
gdcilmente heproducibles en otrnos Laboratorios. EL PF -
contado en tinas de dimensiones estdndares (1 x 6 cm) pue
&li emplearse, evitindose asi el thabafo de hacern La pesd—

EL filtnado crudo Libre de células producido por -
Trnichoderwma virnide QM No. éa creciendo sobxe Solka Floc -
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al 1.0%, gue utilizado para La selecclidn del sustrato ce-
Lulbsico especifico de esta prueba (Tabla TII). Los cul-
tivos en grasco fueron inoculados con una suspensidn de -
esporas y cultivados a 29°C sobre dispositivos de agita--
elon durante 18 dias.
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TABLA 111

Efecto del Sustrato en La Capacidad Hidrolftica de La En~
z{ma :

mg de glucosa
Sustrhato Producidos § HidndRisis

AF 0.15 0.30
AA 0.30 0.60
A 0.45 0.90
SF 1.30 2.60
g-Cel 1.30 2.60
PF 1.90 5.80

50 mg de sustrato + 1.0 me del §iltrado crudo, se Lncuban '
a pH 4.8, temperatura 50°C, durante una hora.

(AF) Algoddon en gibras, desengrasado y humedecido.
(AA) Algodbn Absorbente, desengrasado.

{A) Avicel, celulosa michocrnistalina.

(SF) Solka Floc, pulpas sulfiticas.

(6-Cel) &-Celulosa, fibras de celulosa, no nutrnitiva. -~
Pulpas sulgliticas con grasa.

(PF) Papel Filtro, Whatman No. 1 contado en tinas, -
pulpas sulfiticas.
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IV.0 SELECCION DEL MICROORGANISMO CELULOLITICO

Muchos hongos son celuloliticos; sin embargo, sola-
mente algunos pocos producen iltrados capaces de degha--
darn una extensa variedad de s68idos celuldsicos. En Los
timos afios se han comparado miles de microonganismos de
gradadores de celulosa y clentos de ellos estdn capacita-
dos a producin La enzima extracelularmente.

En genenal, Los §iLtrados que presentan wmayor acti-
vidad son producidos porn Los microorganismos que crecen -
mds Lentamente sobre La celulosa.

EL componente C; es el encargado de La solubiliza--
clon de La celulosa nativa, Lo que Lo convierte en el fac
fon mds Amportante del complefo. Divernsos Linvestigadores
(6, 11, 13, 25, 31, 33, 47}, han Logrado comprobar que -
Trichodesma virdide es el mayor productor de un complefo -.
enzimdtico estable incluyendo af componente Ci. Aungue
algunos oiros microorganismos takes como Chaysosporium -
pruinodum y Peniclllium pusiflum, también producen §iltra
dos con valores altos del componente Ci, Las enzimas que
Lo integran son menos estables (Tabla IV). Sekby (41), -
ha nealizado estudios muy Aimilarnes con un buen nidmero de
preparaciones de celulasas, concluyendo también que La ce
Lulasa de T. viride presenta La mds alta actividad sobre
el algodbn, el cual es el sustrato celulbsico mis hesis--
tente. Comparando Los valores de actividad enzimdtica pa
ra Cy y Cy de cerca de cien cepas de T. virnide, muchas de
ellas producen un complefo enzimdtico muy Admilarn pero en
cantidades menores. La cepa QM No. 6a presenta una supe-
nionidad notable en sus actividades enzimiticas con res--
pecto a Las demds preparaciones probadas (Tabla V). Este
es el motivo por el cual Las Lnvestigaclones recientes -
centran su atencidn en T. virnide QM No. éa, asi como en -
sus cepas mutantes.
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TABLA IV

Produceibn de Celulasa por varios Hongos

I

UTeml
oM No. Preparacion (c,) (Cyx)
Bugfern (acetato 0.05M) 0 0
6a  Trichodemma v.iride 0.0964 9,25
826  Chaysosporium pruinosum 0.0578 12.95
137g Peniclllium pusillum 0.0520 20.35

1224 Fusarium monilliforme NR 0.64

724  Aspengillus terreus 0.0096 6.66
806  Basidiomiceto 0.0096 13.87
94d  Stachybotrys atra  0.0019 1.48
B§14 Sitneptomyces sp 0.0013 7.40
38g Fusarnium hroseum . 0.0073 1.85
381  Pestalotiopsis westerdifkii — 0.0013 11.10
460 Myrothecium verwcaria ©0,0007 5.18
459  Chaetomium globosum 0.0003 0.09

Los cultivos crecieron sobre Solka Floc, excepto Penici--
Lium pusillum 137g que crecld sobre algodin.

NR = No repontado.



TABLA vV

Actividad Celulolitica de algunas Cepas de T. viride

UI-mi’,_7
oM No. (c,) (c,)
ba- 0.0964 9.25
317 0.0598 5.55
3161 0.0540 3.51
2098 0.0482 3,33
7733 0.0482 3.14
4093 0.0366 1.29
2647 0.0154 2.96

Los Cultivos crecieron scbre Solka Floe al 1.0%.



33

TV.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO TRICHODERMA

Es un hongo Ampengecto, Los conidics se producen en
globos uiscosos, Los condidibforos se ramifican uvegulas-
mente, siendo Las ramas findles verdaderas (idlides, de Las
que Las conidias se van separando sucesivamente. En La 2i-
teraturna se encuentran a menudo 3 pombres: T. Lignorum -
(Tode), T. koningd (Oudemans) y T. vinide (Pens. ex Fr.l,
que seglin algunos autores se diferencian entrhe s& pon el
colon de Las colonias y el Zamaiio de Las esporas. Sin em
bargo, Bisby (citado por Smith, 44) ha examinado un gham
ndmerno de cepas Ain observar ninguna diferencia neta en--
trne ellas. EL comsidera que el género es monotipico y --
que el nombre correcto de La especie debe sen T, virnide.

Se encuentra cornientemente en Los restos de La ma-
dera y estd también muy difundido por el suelo, especial-
mente en Los fLernenos muy himedos, donde puede parasitor
a otnos hongos. Weidling (citado porn Smith, 44), demos--
thé que T. vinide, produce una sustancia, La gliotoxina,
que Ainhibe e desarnollo de Las especies de Pythium, hes-
ponsables de engemmedades en algunas plantas de intenés -
econdmico.

T. virdde crece bien en Xodos Los medios comunes al
desaollo de Los hongos, Las colonias se desarnoflan con
hapldez, fommando una capa micelial algo delgada, con man
chas innegulanes de verde grnisdeeo que se debe al color -
de Las masas de esporas maduras. Las esporas se producen
mefon en el extremo supergicial de Los cultivos en Lubos
inelinados y Las masas de esporas de algunas especies con
senvan dwwante clento tiempo el color blanco, volviéndose
verndes tarndiamente. En algunos cultivos el reverso del -
medio es amarnillo brillante o pardusco y algunas cepas, -
desprenden un intenso olor a nuez de coco. Las cabezas -
espohl foras, frigiles y esféricas, contienen de 10 a 20 -
conddias cada una, globosas o Ligeramente ovales, de 2.5
a Z micnas de didimetro. EL micelio y conidibforno es sep-
tado.
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IV.2 INDUCCION DE CELULASAS

Normalmente, una enzima inducible se encuentra tan
A0L0 en thazas en Las células, pero su slntesds resulta -
estimulada cuando se incorpora su sustrato al medio de -
cultivo; Ra enzima por Lo tanto, va a ser hequerida para
trhans forman el sustrato en un metabolito que pueda ser -
wtilizado directamente porn La célula. La celulasa produ-
cida por Los hongos es una enzima Lnducible. T. virnide -
crece fdcilmente Aobre una gran cantidad de fuentes de -
carbono, pero La celulasa es producida exclusivamente --
cuando el microorganismo se desavrolla sobre celulosa, --
glucanos y sobre alguncs oligosacdridos. La TabLa VI nos
muestra Las diferencias en La actividad enzimdtica que se
presentan cuando T. virnide crece sobre diferentes sustra-
tos inductores de celulasa.

La celobiosa actda como un Lnductorn de celulasa, pe
ho también puede actuar como un Lnhibidon de La accidn de
Lo celulasa (Figura 6).  EL papel de La celobiosa es com-
plefo, concentraciones altas de ésta (0.5-1.0%) u otha -
fuente de carbono rdpidamente metabolizable como La gluco
sa 0 el glicerol, neprimen fuertemente La sintesis de ce-
Llasa. Cuando estos azdcares son adiclonados en concen-
thaciones que van del 0.2-1.0% a un cuwltivo de un michoor
ganismo productorn de celulasa, se produce La Lnactivacidn
de La enzima previamente fommada. S£ el cultivo esjoven,
Lo actividad enzimdtica puede reaparecern después de que -
el azdear haya sido consumida (Figura 7). Sin embargo, -
cuando T. virdide estd checiendo sobre celulosa Linsoluble
o cuando Za celulasa estd siendo inducida sobre niveles -
bajos (10-3M) de un inductorn altamente activo tal como -
Sophorosa, La adicién de pequeiias cantidades (0.1%) de -
susitnatos fdeilmente metabolizables como glucosa, glice--
ok, o peptona, tienen un efecto marcadamente positivo en
Los niveles de produceibn de celulasas.

La Lactosa, (B(1-4) galactdsido, induce La forma---
ceibn de celulasas en T. virnide y en algunos otros hongos.



TABLA VI

Induccidn de Celulasa en T. viride

|

Ur mg " Inducidas
por mg de Inductor
Inducton (c,) (c,)

ALgoddn en {§ibras 0.0169 0.795
Solka Floc 0.0169 1.850
Papel Filtro 0.0135 1.572
Celobiosa 0.0048 0.703
Sophorosa 2.3148 518.000
Lactosa 0.0019 0.88§
Glucosa 0 0
Abmidaon 0 0

Glicenol 0 0
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Sophorosa, Bl1-2) glucbsido, es un poderoso inductor de -
celulasa dnicamente para T. viiide. Estos dos azdcares -
son Los dnicos conocidos como inductores de celuwlasa que
no presentan enlace B(1-4) glucostfdico (25,37).
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V.3 EFECTO DE ADITIVOS EN LA PRODUCCION DE CELULASA POR
T. VIRIDE

Cuando T. vinide crece sobre 568idos celulbsicos, -
es convenlente adicfonan al medio de cultivo pequeiias can
tidades de alguna fuente soluble de carhono, esto se hace
con el fin de obtenern rdpidamente una alta produccidn de
biomasa, alcanzdndose asf rendimientos de celulasa mayo--
nes en tlempos mds contos. La peptona, asl como otrhos de
nivados protéicos proporcionan Los nesultados mds Satis——
gactonios (Tabla VII). ‘

La concentracibn de celulosa va a depender del gra-
do de susceptibilidad que presente el susthato, asi como
de La concentracitn del aditivo en el medio.

La concentracién 6;o:t<}na de peptona es de 0.05-0.2%,
con concentraciones de 0.5% se inhibe fuertemente La pro-
duceidn de celulasa (Figura 8). La aauw.dad maxima 50~-
bre Papel Filtro aleanzada es de 0.374 UT-me-1, wtilizan-
do como sustrato celulbsico Solka Floc al 1.0% y peptona
al 0.2% como aditivo. La actividad madxima sobre CMC obte
nida es de 28.49 UI-me-1, empleands Solka Floe al 1.0% G
Proglo (Hanina de semilla de algodén) al 1.0% (Figura 9).
EL Tween 80 (Poliox( etilen sonbitan monooleato), también
es un estimuladon de La produceibn de celulasa, particu—-
Lanmente cuando La peptona se encuentra presente. Los va
Lones de actividad que se obtienen al utilizar Solka Floc
al 1.0% y como aditivo una mezc@a de pep:tonaJu)een 80 am-
bos al 0.1% son: 0.344 (UT-me-1)PF y 21.83 (UT- me—1 JCx -
(6, 20, 22, 25, 37).
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TABLA VI
Efecto de Aditivos en La Produccibn de Celulasa por T. vi

nide
( ) UI-m£_1
Aditivo (0.05%

(Ct) (CX)
Sin Aditivo 0.094 §.51
Antiespumante Dow Coxning 0.101 7.03
Glucosa 0.096 14,06
GLicenol 0.083 5.92
Peptona 0.176 11.84
Proflo 0.167 18.50
Extracto de Levadura 0,152 15,54
Hidnolizado de caselna 0.155 13.69
Extracto de soya 0.102 11.10
Fitona 0.172 14,43

Los cultivos se mantuvieron en Lncubacién durante 18 dias
a 29°C, el sustrato celuldsico fue SoLka FLoc al 1.0%.
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V.0  PROTEINA UNICELULAR

Protelna unicelular es un £&mino genbrico que se -
aplica al concentrhado proteinico dbtenido de m&cnoonganaé
mos unicelulares (hongos, Levaduras, bacterias, algas), =
Los cuales pueden cultivarse en und gron variedad de me—-
dios nelativamente abundantes y baratos, tales como:

(1) Melazas de La fabricacibn del azucan o de La h&dné—
Lisis del almidén.

(2)  Aguas sulgitadas, subproducto del fratamiento con -
sulgito de La pulpa en La Lndustria papelera.

(3) Hidwilizado deido de La madera.

(4) SubphaduQIOA-atheoﬁaA (paja de cebada, de trigo, -
de avena, de mafz, ete.), hidrolizados de alimentos
amildceos (ghanos y paiaiaé) subproductos de La in
dustria grutena (h&dﬂoﬂ&zadoA de La conteza de Los
frutos cltrnicosl.

{5) Residuos del petnblec.
(6) Aguas negras.

EL poco Liempo que Los michoorganismos unicelulares
necesitan para su rephoduccibn, es una ghan ventajfa.

Debido a que La P.U. nepresenta un nuevo tipo de -
alimento, Los gobiernos aln thatan de regular su CONsUMO.
EL ghupo Aseson de Proteinas de La FAO ha establecido al
respecto una senie de estrictos y complefos protocolos.

La P.U. contiene alrededorn del 50% de aminodeidos,
el porcentaje restante estd comstituldo de dcidos nuclei-
cos (RNA y DNA), carbohidratos, grasas, agua, $6sforo, po
tasio y §Lbra. La pnoponc46n de estos componentes es va—
niable, pues depende del microorganismo wtilizado asf co-
mo del susthato seleccionado para su desarrollo. EL tEn-
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mino protefna verdadera nos Lindica La proporeidn de amino
deddos que se encuentran en La P.U. La composicibn de af
gunas proteinas unicelulares tipicas aparecen en La Tablfa
VITT.

V.1 ELIMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS NUCLEICOS

La P.U, destinada al consumo humano debe ofrecerse
como un producto sumamente refinado, por Lo cual es nece-
sanio eliminan su alto contenido en dcidos nucléicos. Los
senes humancs pueden ingerin como mdximo dos ghamos dia--
nios de deidos nucléicos, pues Estos se conviernten en ded
do dnico cuando son asimilados porn el ornganismo. SiL La -
ingestibn de deidos nucléicos es muy elevada, pueden Ln--
crementarse pelighosamente Los niveles de deldo nico en
el cuenrpo y desarnollan cdloeulos biliares .

La P.U. destinada al consumo de animoles no hrequie-
e Ra separacibn de Los deidos nucléicos.

: La nemocién de Los deidos nucléicos puede Lograrse
mediante La hidn6lisis de La biomasa, La P.U. asl obteni-
da por Lo genenal se somete a tratamientos para elevar su
concentracidn, mejoran su digestibilidad, asil como para -
proporcionanhe sabon y textura aghadable.



TABLA

VITI

Composicibn de Protelnas Unicelulares TALpicas

Sustrhato Protefna  Proteina  Lisina  Metionina  Grasa
Organismo de crhecd bruta  verdadera
miento (%) (%) (%) (%) (%)
Bacterias  Metanol 80 65 5.8 2.2 &
Metano 60 50 4,3- 3.0 10
Levadunas  Paraginas 60 53 7.4 1.8 9
Kerosinas 69 60 7.8 1.6 z
Etanol 54 45 6.7 1.5 6
Algas €O, 45-60 45- 50 4.6 1.4 5
Hongos Canbonidratos 35~ 50 30- 40 6.5 1.5 5
Fuentes - convencionales de Protetinas
Harnina de Pescado 60 - 65 50 - 60 7.0 2.6 7
Harina de Soya 45- 50 40 - 45 6.5 1.4 1.5

14
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V.2  PROCESO GENERAL PARA PRODUCTIR PROTEINA UNICELULAR

En genenal, La Protelna Unicelulanr se obtiene me---
diante un proceso en el que el femmentador es La clave -
(Fig. 10]. La funcidn del germentador es proporcionar un
ambiente Gptimo para el proceso michobioldgico. Su dise-
fio debe incluin un sdstemn de agitacion de La biomasa; -
ademds se suministra agua, sustrato, nutiientes, oxfgenc
y alguna fuente de nitrdgeno. Todos Los Linsumos deben -
sen estenilizados pheviamente para evitarn La contaming---
eldn del cultivo.

Como La fermentacién es exotérmica, debe contarse -
con un sistema de refrigeracidn que mantenga* regulada La
temperatura Gptima de crecimiento.

EL airne esternilizado mediante iltnacibn pasa por
una valvula que no peamite el rethoceso, penetrando al me
dio de cultivo por un Lnyector de airne sltuado. en el fon
do del femmentador. La velocidad con La que el oxlgeno
se thansglene a Los onganismos, es uno de Los: factores -~
que Limitan el crecimiento.

En La producceibn de Proteina Unicelular, se emplea
generalmente un proceso que pemite retiran en forma con-
tinua parte de Lo biomasa. Para separar Los michoorganis
-mos del sustrato, se suelen utilizarn centrifugas. En ALa
"Tabfa IX, se muestran Los procesos para producirn Protelna
Unicelular en estado avanzado de desavollo (4).

V.3  TRABAJOS REALIZADOS HASTA LA FECHA EN NUESTRO PAIS

Existen varnios proyectos cuya finalidad es Linstalar
plantas Lindustrioles de Protelna Unicelular pard consumo
aumano y animal, La Comisidn Nacional de La Industria -
Azucarena estd por terminan La construccidn de una planta
piloto para producin Levaduwra a partin de melazas. La em



47

presa Sosa Texcoco obtiene Protefna Unicelular a partir -
del alga Spirulina. _

Entre Los proyectos que serndn aplicables exclusfva—
mente al consumo animal, dos son Los que destacan, mismos
que sendn capaces de producin 200,000 toneladas anuales -
de Levadura a partin del metanol. Dichos proyectos se -
nealizan en el Centrho de Investigacidn y de Estudios Avan
zados del I.P.N., y en el Instituto Mexicano del Petnbleo.

Cabe mencionar un Lercern programa de Lnvestigacidn
destinado en este caso al consumo humano, el cual estd -~
planeado para producin de 8,000 a 20,000 toneladas anuda—-
Les de Levadura a partin de melazas. Este proyecto se -
Lleva a cabo en Lo Universidad Autdnoma Metropolitana.
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TABLA 1X

Procesos para Producin Protelna Unicelufar en estado avanzado de desarrnollo

Sustnato de
creaimiento Onganismo Compaiidla (pais)
Metanol y Levaduras British Petrnoleum (Italia)
anterionmente (o bacterias) Déanippon Ink (Japin)
panafinas Kanegafuchi (Japén)
Liquichimica (Italia)
_URSS
Kerosinas Levaduras British Petroleun (Francia)
{0 bacterias) Chinese Petrnoleum {Taiwan)
URSS
Metanol Bacterias 1CT (Reino Unido)
Metanof Levaduras Hoechst y Unde (Alemania Federal)
Mitsubichi Gas Chemical (Japén)
Mitsul Toatsu {Japén)
Roniprot (Rumania)
Etanol Levaduras Amoco (Estados Unidos)
4 Kofetin {Checoslovaquia)
Mitsubichi Petrochemical (Japén}
Etanol Bacterias Exxon/Nestlé (Swiza)
(o Levadunas)
Metano Bacterias Shett (Holanda)
Azlcares Honges Tate § LyLe (Reino Unido)
Almidones y Hongos Rank, Houis, MeDougal/Du Pont (Reino
canbohidnatos Unido-Estados Unidos)
Celulosa Bacterias Finnish Paper and Pulp (Finlandia)
{0 Levadunras) Genenal Electric (Estados Unidos)
LSU/Bechtet (Estados Unidos)
0, Atgas IFP {Francia)

" Sosa Texcoco (México)



50

VI.0 SELECCION DEL MATERIAL CELULOSICO

EL costo y disponibilidad de La maternia prima son -
de suma Aimportancia. Una materia prima barata no tendrd
wtilidad, 84 su disponibilidad es Limitada.

Para incrementarn Lo velocidad de La degnadacéén en-
zimdtica del maternial celuldsico, es necesario aplicaile
un thatamiento previo con el 4in de eliminar La estructu-
ha del complefo celulosa-Lignina. Por Lo que un producto
aghlcola de desecho abundante tampoco servird, 44 el tha
tamiento que se emplea en su deslignificacidn es costoso.

Entre Los nesdduos aghicolas que presentan en su =
composLaelin grhan cantidad de material celuldsico y que -
pueden sen utilizados como materia prima en fesmentacio--
nes celuloliticas, se encuentran:

Fibra de peciolo del pldtano.
Fibra de piia.

Maguey de ftequila.
Rastrofo de malz.

Paja de garbanzo.

Paja del arroz.

7. Paja de La avena.

8§, Paja del trnigo.

9, Paja del centeno.

10. Paja de La cebada.

11.  Henequén.

12.  Bagazo de cada de azlecax.

[N S N T - T
*« e e & o 0o

Los mefornes nendimientos en el crecimiento de micao
organismos celuloliticos han sido obtenidos con La wtili-
zaclon de La pafa de cebada, por Lo que aentnanemoA prin-
clpalmente nuestro estudio en ella.
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VI.17 COMPOSICION ¥ VALOR DE LA PAJA DE CEBADA

Congorme van madurando Los cereales menches, und -
ghan parte de Los principlos nutnitivos de mayorn valor -
emigha de Las hojas y tallos y se acumuba como hesderva en
Loy semillas que estdn madurando. En consecuencia, La pa
ja que estd fommada porn Los tallosd y hojas, sin semillas,
es pobre en protelnas, almidén y grasa, mientras que su ~
contenido en celulosa y Lignina es elevado.

La paja Ziene mucho menor valor nutritivo que el he
no preparado con Las mismas plantas antes de que madwren.
Ademds, La paja es mucho menos apetecida porn Los animd--
Les que un buen heno.

La paja de cebada es muy pobre en protefnas digesti
bles, ésta es La causa por Lo que no es Lfnclulda en Las -
naciones alimenticias del ganado.

V1.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA PAJA DE CEBADA

La cebada, que occupa el quinto Lugar en Lmportancic
enthe Las cosechas de ghano en MExico, es el cereal que -
mis se cultiva en el mundo. En nuestro patls se siembran
anualmente alrededon de 300 miL hectdreas. Para su culti
vo, Las tienras ancilloarencsas son Las wmds adecuadas, 50
bre todo Las mediocompactas, tendiendo a Ligenas, drena~-
das y calientes; Los terwrenos (nios y demasiado hdmedos -
son menos aproplados. La cosecha se adapta especialmente
a aquellas regiones de verano gresco donde el suelo no eb
demasiado arenoso, pero estd bien drenado.

La cebada es una graminea que se slembra fundamen-~
talmente para La produceldn de grano; enormes volimenes -
del mismo alimentan Las muchas gdbricas de cerveza, 0thos
volmenes fuentes Lo absorben Las {dbricas de alimentos -
balanceados para Los andimales .
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La composicibn quimica de La paja de cebada es La -
sigulente: Celulosa ((40" Pentosa (31%), Lignina (17%),
Protetnas (3%), Cenizas (40), Otros (5%).

VI.3 DESLIGNIFICACION DEL MATERIAL CELULOSICO

Pana Lncrementon Lo velocldad de La degradacidn en-
zimdtica, es necesarnia La deslignificacibn previa del ma-
feniak celubfsico mediante el empleo de tratamientos mecd
nicos, LsLcos o quimicos.

Entre Los tratamientos mecdnicos La molienda es ALa
mds Lmportante. EL efecto de Esta se ha Lnvestigado en -
La hidnblisis enzimitica.sobre Solka Floc (10, 27), La mo
Lienda tambidn ha sido wtilizada por Updmg/zaﬁﬁ en Au tra
bajo con Myrothecium verweawid creciendo sobhe papel pe-
nibdico (48], Los métodos gisicos incluyen calentamiento
alrededon de 200°C, asi como thatamientos fotoquimicos -
con NaNO, y Luz ulthavioleta.

Sin embarngo, Los tratamientos quimicos son Los mds
comunmente usados. Entre Loy tratamientos que han Lenido
mayor helevancia podemos citar a Los sdigulentes:

al En Los procesos Beckman Ka} paja es tratada con una
s0lucidn de NaOH al 1.4%.

b) Callihan y Dunblap (citado por Peitersen, 36), utili
zan una Sdolucliin de NaOH caliente en el trhatamiento
del material celulfsico en su proceso de produccldn
de proteina unicelular.

c) Han y Callihan (14), describen el efecto del trata-
miento de La paja de arroz con NHy al 5.2% y H,S04
al 50% en el crecimiento de diversas especies de -
Cellulomonas .
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d} Toyama y Ogawa (47}, efectdan La deslignificacibn -
Lratando primeramente al materiol celulbsrico con -
una solucién de NaOH al 1.0% y posteriosimente es La
vado y secado. -

En La mayorfa de estos pretratamientos se utilizan
enohmes vollmenes de agua para el Lavado del material, es
Lo puede causarn tanto pérdidas en La matesria seca, ddf co
mo, contaminacibn del agua utilizada. Ademds, et secado”
del maternial Lmplica un grave inchemento en el costo i~
nal del proceso. Estas desventafas son anwladas en La mo
digicacion realizada por Peitersen del tratamiento que em
plea el método FHI para sus procesocs en seco (36, 37). Es
tLe método fue elaborado oniginalmente con el §in de mefo—
non Ra digestibilidad de La paja de cereales para su wti-
Lizacidn como forrafe. EL método FHI, consiste primera—-
mente en roclar a La paja con una solucidn de NaOH al 40%
(5-6 Kg de NaOH/100 Kg de pafa]l gy posteriommente es pren—
sada en bloques bajo presidn elevada. La modificacién -
propuesta por N. Peitersen (método Peitersen) utilizando
pafa de cebada, consiste en el Zratamiento de ésta con —-
NaOH al 5.7% y posterion molienda hasta pasar d trhavés de
una malla No. 40. Finakmente, el producto se seca a 105°C
dwuante 24 honras.
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VIT.0 ESTUDIO COMPARATIVO SOBRE LA APLICABILIDAD DE LA -
PAJA DE CEBADA DESLIGNIFICADA MEDIANTE EL METODO -
PEITERSEN, EN EL DESARROLLO DE MICROORGANISMOS CE-
LULOLITICOS

Se realizaron una senle de Lnwvestigaciones en rela
clbn al pretratamiento de deslignificacibn de La paja de
cebada projpuesto por Peitersen, para probar Lo aplicabili
dad de La pafa ast tratada en el crecimiento de microorga
nismos celuloliticos. Todas ellas concuerdan en sus he--
sultados, encontrando un marcads efecto positive en La --
produceidn de enzima en comparacibn con Lo obtenido al -
wtilizan paja sin tratarn. También Loghld phobarse que no
es necesaria La eliminacidn de La NaOH, pues no provoca -
ninglin efecto Lnhibitornio en La phoduccidn de enzima ni -
en el crecimiento del microorganismo.

Los estudios se LLevaron a cabo con el hongo Tricho
derma vindide QMéa y QM9123 (una mutante de La QMéa). Para
La comparacibn del pretratamiento se probaron thes prepa—
haclones, Las cuales sont

a) Paja sin trhatanr.

b) Paja tnatada con NaOH al 5.7% (mEtodo Peltersen), -
descnita como paja NaOH.

el Paja trnatada con NaOH al 5.7% y posterion extrac—--
celon de La NaOH con agua a 115°C duwrante 15 minutos
A continuacidn se deshumedece al vaclo a 40°C. Esta
preparaciin se mencionard como paja Lavada.

Las pheparaciones antes de su empleo se someten a -
molienda hasta pasar a trhavés de una malla No. 40 y por -
Mtimo se secan a 105°C durante 24 honas.

EL medio necesarnio para que T. virnide produzea al--.
tos niveles de celulasa en cultivo aglfado deberd estarn -
compuesto de sales minerales, alguna fuente de carbono 40
Luble (como aditivo), asl como de una adecuada concentrda~
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cidn del s6Lido celulfsico. EL medio salino que cumple -
con todo Lo anterionmente mencionado y que a fthavés de -
Los aiiod ha aportado Los mefores nesultados es el descii-
o por Reese (37), cuya composicibn es La siguiente:

Sales Solucién de elementos traza
KH, PO, 2.0 g MnS0y <t 0 1.56 g
(NHy ) 2S04 1.4 g FeS0,7H,0 5.00 g
Urea 0.3 g InCLy 1.67 g
MgS0sy 7 H,0 0.3 g CaCly 2.00 g
CaCl, 0.3 g Agua destilada

agoran a 1 Litho

Solucidn de elementos

trhaza 1.0 me
Agua destilada
agoran a 1 Ritho

EL medio salino descrito, estd preparado para ser -
wtilizado a una concentracibn de sustrato celulbsico al -
1.0%.

EL medio salino se suplementa mediante La adicidn -
de pequenias cantidades de peptona y glucosa.
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Los experimentos se efectuaron en grascos para cul-
tive agitado de 500 mb de capacidad, el volumen de trhaba-
f0 fue de 100 ml, Las preparaciones fueron Lnoculadas con
una suspension de esporas (5 me) de 4-6 dias de crecimien
- 1o en cultivo agitado con el medio salino y paja Lavada -
al 1%. La incubacidn de Las preparaciones fue a una tem-
peraturna de 27°C, a un pH de 4-4.5 y una agitacibn de 200
oM.,

Para Za comparaciin de La eglciencia de Las p&epana
clones se determind La actividad celulolitica scbre PF.
En La Tabla X, se dan Las condiciones experimentales, asl
como Los nendimientos mdximos de enzima para Las dos ce--
pas (Figura- 11).

Se observa claramente que La cepa QM 9123 es La que
mefor actda sobre todas Las preparaciones, también es cla
ho el efecto p&OduQ&dO por el trhatamiento con NaOH en ALa
produceibn de enzima. Aparentemente el Lavado de La pafa
disminuye el rendimiento de produccibn de enzima.

Este tipo de estudios dieron La pauta a nuevas Ln--
vestigaciones que tratan de dilucidar Las condiciones Gp-
Limas de cultivo para La producceiin de altos niveles de -
enzima para su posterion utilizacin en La obtencién de -
P.U. de gran calidad.
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TABLA X

Actividad Celulolitica presente en Tiichcdema vinide al
crecen sobre paja al T%

Rendimiento mi- Dia de

Tipo de Paja Cepa Peptona ximo de enzima méximo
oM (%) (W.I.me)PF nendémiento

Sin thatan ba 0.050 0.035 13

NaOH ba 0.050 0.7113 12

Lavada ba 0.10 0.046 10

Sin thatan 9123 0.050 - 0.074 13

NaOH 9123 0.050 0.130 6

Lavada 9123 0.10 0.120 9
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VITI.0 ESTUDIOS FERMENTATIVOS PARA LA PRODUCCION DE AL--
TOS NIVELES DE ENZIMA

Los sdgulentes estfudios fueron realizados con el -
§in de dilucidarn Las concentraciones Gptimas de paja y de
glucosa/peptona, necesarnias para Lincrementarn el rendimien
fo en La producceibn de celulasa. -

Para poder seguirn detalladamente el curso de Las -
fermentaciones celuloliticas, es necesario contar con Las
téenicas anallticas adecuadas que nos proporcionen resul-
tados rdpidos y altamente confiables. Las determinacio--
nes analiticas mds empleadas son:

al Medicion de La Actividad Celulofitica sobre papel -
§iltno segin el método descnito por Mandels y Weber.

b) Medicidn de Azdcares Reductores como glucosa por el
mé&todo DNS.
c) Examen Cualitativo de La composiciin de azdcares en

el mosto. Se efectda mediante chomatoghafio en pa-
pel. EL sistema de solventes es n-butanol: piridi-
na: agua 6:4:3 v/v, Los azleares reductores se de--
tectan mediante inmersidn dé La cromatoplaca en ~-
AgNOs.

d) EL nitndgeno se determina por el método de Kjeldanl
y La protelna se caloula multiplicando e N x 6.25,

e) La produccidn de CO, durante La femmentacibn se mi-
de volumétricamente. EL andlisis consisite en heco-
Lectarn en un mathaz que contenga 10 mé de una solu-
aibn saturada de Ba(OH),, dos Litnos del aire consu
mido por La germentacidn, a una veloclidad de un £L-
tho por minuto. EL mathaz se agita perdiddicamente
hasta que todo el C0, haya sido absorbido (2 hn) -
por el Ba(OH),, fommdndose BaCls que precipita. EL
Ba(OH), no combinado se £itula con HCL 0.025 N, utd
Lizando fenolftaleina como Lndicador., Una titula--
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cton en blanco de 10 ml de Ba[CH}, proporciona el -
valor de referencia del cual el CO, puede caleulas—
se:

Volumen gastado de HCL en La titulacibn de Ba(OH]s - Volu
men gastado de HCL para Litular el BalOH), resddual = Vo—
Lumen. de Ba(OH), convertido en BaCls.

Volumen de Ba(OH)}, convertido en BaCls x N del deido x
22/2 _mg de CO» '
Ty s

méne
Para conocern La verdadera produceibn de CO, durante
La germentacibn, es necesaric restarle a Los mg de COp/
minsL contenidos en el aire saliente (conmsumido] Los mg
de COy/min-f contenidos en el airne entrante.

Los estudios se LLevaron a cabo (nicamente con La -
cepa de T, virnide QM 9123, y como sustratos paja NaOH y -~
paja NaOH Zavada. Los cultivos se mantienen en dextrosa
agar a 4°C y se resiembran cada dos meses. Se emplearon
fermentadones de 5 Litnos de capacidad, el volumen de tra
bajo es de 3.5 Lithos. EL airne esténil se intrhoduce por
debajo del agitador. EL femmentador cuenta con control -
automditico de temperatura, asf como de electrodos para el
rnegistno del pH, el cual debe mantenerse entre 4-4.5. Las
variaciones fuera de este rango se corrigen mediante La -
adicidn de HySQ, 4N o NaOH 4N seglin sea el casto. EL me--
dio salino descrito por Reese es suplementado con peque--
fias cantidades de glucosa y peptona. Las preparaciones -
se Lnocularon con una Auspensidn de esporas de 4-6 dias -
de crecimiento en cultivo agitado con el medio salino y -
pafa Lavada af 1%, Las condiciones de cultivo para 4 ghu
pos de fermentaciones que nos efemplifican satisfactoria—
mente este estudio se muestran en La Tabla XI,

Los valornes miximos de enzima y protelna unicelular
aleanzados por Los 4 grupos se dan en La Tabla XII y en -
Las Figuras 12, 13, 14 y 15 Ros nesultados se muestran -
grigilcamente.



TABLA X1

Estudios Fermentativos con Trichodewma viide creciendo s0bre pafa

Exp. Tipo de Concentracidn  Glucosa/pepfona  Agifacidin  Aereaciin
No. paja (%) (%) {7om) (v/v/min)
1 Lavada 1 0.,10/0.05 200 0.7
2 Lavada 1 0.05/0.01 350 0.7
3 NaOH 1 0.05/0.01 300 0.7
4 Na.OH 2 0.05/0.01 300 0.7

19



TABLA XI1

Produceidn de Celulasa y Protefna Unicelular por Trichodesma viride
al crecer sobre paja

Rendimiento miaximo  Dia de méximo  Rendimiento midximo  Dia de mdximo

Exp. de enzima rhendimiento de protelna nendimiento
Now e meTy pF (mg /me)

1 0.092 9 1,44 3

2 0.130 4.5 1.84 2

3 0.232 9 0.90 3.5

4 0,278 9.5 2,66 6

09



FIG 12

Fermentacion de Paja Lavada al 1% por T.viride.
Agitacion 200rpm.
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FIG. 13

Fermentacidn de Paja Lavada al 1% T.viride.
Agitacion 350 rpm.
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FIG. 14

Fermentacion de Paja NaOH al 1% por T.viride.
Agitacion 300rpm.
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FIG. 15

Fermentacion de Paja NaOH al 2% por T.viride
Agitacion 300rpm.
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Comparando Los experimentos Nos. 1 y 2, observamos
que el hecho de aumentarn La agitacién de 200 a 350 npom, -
provoca considerables incrementos en Los rendimientos. Es
to ey explicable en parte por un achecentamiento en La --
eflcacia de La aereacibn, ya que al aumentar La potencia
de La agitacidn se phovoca una disminucidn en el famaiio -
de Las burbujas de aire y con ello un aumento en el drea
de La intenfase gas-Liquido, acelendndose La disolucidn -
del oxigeno. Y por otho Lado impide La fommacidn de bol-
sa4 de medio de cultivo estancado.

Los expernimentos Nos. 3 y 4 se efectidan bajo La mis
ma agitaciin (300 rpm), pero a diferentes concentraciones
de paja trhatada con NaOH. Los rendimientos en La produc-
clbn de enzima son mucho mayonres, siendo mds alto en el -
experimento No. 4, el cual posee una concentracibén doble
de paja.

Una carnactenistica comin es La ghan cantidad de azd
canes heductores (1-3 mg/ml) que se Liberan dentro de Los
primercs dias. EL examen de Estos por cromatoghagla en -
papel indican La presencia de glucosa, xilosa, arabinosa
y dnicamente pequefias cantidades de celobiosa.

EL porcentafe de pfwiuna undicelular contenido en -
La materia seca va del 21 al 25%, que comparado con Los -
valonres obtenidos por otros Lnvestigadores (que utilizan
diferentes microorganismos y sustratos celulbsicos), apa-
nentemente es bajo. Sin embargo, hay que hacer notar el
bajo contenido en Lignina de Los sustratos celuldsicos -
que emplean, Lo que Los convierte en susthatos casd com--
pletamente degradables. Tal es el caso de Los estudios -
efectuados pok Crawford (5), en Los que obtiene un porcen
tafe de proteina unicelular del 30%, wutilizando para elLo
un actinomiceto temmogilico creciendo sobre pulpas de ce-
Lulosa purigicadas. Estas pulpas son utilizadas en La in
dustria papelera y contienen dnicamente alrededon del 10%
de Lignina, Lo cual explica el porcentaje tan alto deghra-
dable (88.6%) que presenta dicho susthato. O0fro efemplo
podemes encontharlo en La fermentacibn celulofitica que -
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utiliza Cellulomonas y bagazo (citado pos Peitensen, 36},
aqut el producto contiene 46% de protefina unicelular. Sin
embargo, Las §Lbras de celulosa no susceptibles al pretra
tomiento utilizado en esfe phoceso son separadas previda--
mente a La gemmentacibn.
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IX.0 PRODUCCION DE CELULASA VY PROTEINA UNTCELULAR A PAR-
TIR DE LA MEZCLA DE CULTIVOS DE T. VIRIDE Y UNA LE-
VADURA

EL impeddmento mds importante para La aplicacidn An
dustiial de Las fermentaciones celulollticas para La pro-
duccidn de protelna unicelwlar, ha sido el tiempo tan Lar
go necesario para Au ejecucéé’n. Sin embango, este proble
ma puede sen superado mediante el conoeimiento extenso de
Los parndimetrhos de femmentacidn funto con un pretratamien~
to adecuado de La paja.

Muchos experimentos han sido efectuados mediante La
wtilizacion de monocultivos sim Loghar ninguna reduceldn
considenable en Los tiempos de germentacibn. EL wuso de -
cultivos mixtos abrid el camino para meforar Las fermenta
ciones celuloliticas. Esta posibilidad gue ftomada en —-
cuenta a partin de Los procesos Swedish Symba (35, 36), -
que tienen como principlo el crecimiento simbibtico.  En
estos procesos, La fuente de carbono es el almidén y Los
dos microorganismos son Endomycopsis gLbuligen y Candida
utilis. EL primero produce Las amtlasds necesarias pard
hidrnolizan el almidén a glucosa, La cual es wtilizada pa-
ha el rdpdido crecimiento de C. utilis.

La primera femmentacibn celulolitica donde se apli-
el el crecimiento simbibtico, 4ue en La fermentacidn de -
bagazo con Cellulomonas, Lncrementindose considenrablemen-
fe La phoduceién de p/wzfuna unicelular cuando se Lneospo
ra un segundo michoonganismo a Lo fermentacibn. Las Ce--
Leulomonas degradan La celulosa a celobiosa, La cual es ~
wtilizada por un Alealigenes sp., de esta manera se evita
lfa /Cnh,)ébxiciﬁn de Za produceldn de celulasa por celobiosa

15,45).

T. virnide por L s0Lo es un magnilgico productor de
Protelna Unicelutar. Sin embargo, su excelente capacidad
celulolitica puede ser mefjor cqo/wueahada 54 be Ancorpora
otho michoorganismo a La germentacion con el fin de aumen
tan Ra produceldn de Proteina Unicelular. T. viride pro-
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ducind Las celulasas necesarias para hidrolizarn La celulo
- 84 a glucosa, La cual send wtilizada para el crecimiento
del microorganismo altamente productor de "P/wiuna Unice-
Lular de gran calidad.

. Los nesultados de Las fementaciones experimentales
en Las que se ha incorporado La Levadura Candida utilis,
nos indican que Los rendimientos en La produccién de ce,(’,u,
Lasa y Protetna Unicelular se ven Lncrementados considera
blemente en un menor tiempo, resultados muy similares 4e
obtienen con La Levadura Saccharomyces cerevisiae.
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Los siguientes estudios se emprendieron con el §in
de examinan La producceidn de celulasa y protefna unicelu-
Lan en Ra gemmentacitn de paja de cebada tratada con NaOH,
conteniendo T. viiide y una Levadura.

Las Levaduras seleccionadas fueron Candida wtilis y
Saccharomyces cereviésiae. Su elevads contenido profelco,
digesXibiidad T80%), riqueza en aminodeidos esenciales,
Lecitinas, diastasas, vitaminas |especialmente Las del ~
complejo B} y deido fosfbrico, Las conviente en un alimen
to de extraondinanias cualidades. Ambas, han venids sien
do Ancorponradas como complemento protefnico en La alimen-
fLocibn del ganado con muy buenos efectos.

Los experimentos se efectuaron en fermentadores si-
milares a Los empleados en Las fermentaciones que wtili--
zan (nicamente T. viriide.

Debido a que en estudios anteriones se observd que
a concentraciones de paja NaOH mayores al 1%, se obtenlan
mefones nesultados, se opitd por probar concentraciones al
2y al 4%. Este atmento en La concentracidn del sustrato,
provoea que el medio salino fenga que ser modificado, Ln-
crementdndose de La siguiente manera:

1) Para concentraciones de paja al 2%, se utiliza do--
ble cantidad.

2) Para concentraciones de paja al 4%, se utiliza cud-
dauple cantidad {La mitad se afiade al comienzo de -
La fenmentacibn, La otra mitad se divide en 3, ada-
diéndose una parte al segundo, Lerceno y cuarto dia
de La fermentacilbn).

Las condiciones Gptimas de cultivo seleccionadas de
Lnvestigaciones anteriores son: temperatura de 27°C, ag&-
tacibn de 300 npm, aereacifn de 0.65 v/v/min, pH de 4.0
concentaacién de glucosa/peptona de 0.05/0.01%.

EL indculo de T. vinide debend temen de 4 a 6 dias
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de crecimiento en cwltive agitads con 100 mb del medic sa
Lino y 1% de paja sin tratar, EL inbeulo de La Levadura
debend sen de 24 honras de crecimientd en cultivo agu’:ado

con 100 mb del medio salino, 1% de gluccsa ¢ 0.2% de paja
Ain trhatan, Ademds, deberd acompaionse de una solucibn ~
de vitaminas del aompﬂejo B compuesta en mg/L de: niacina
25; tiamina 5; pantotenato de Ca 5; nibogflavina 2.5; pirnd
doxwa 2.5; y biotina 0.020. Esta sclucibn también debe-

anad,uu.se al momento de fnocular La Levadura.

EL femmentadon primeramente se Lnocula con T. T. v~
de y 24-32 horas wds farde con La Levaduha,

Para Ras determinaciones de actividad enzimdtica to
tak, azicares reductones, examen cualitative de La compo-
Adleion de azldcanes en el Ligquido fermentado, witrhégeno y
protelna, Los métodos analiticos son Los mismos que se em
plearon anteriommente.

La medicidn de La produceidn del CO; durante La fer
mentacidn, se s4guld con un analizador Lngrarrofo para ga
ses URAS 2T (Harntman/Braun) .

Los andlisis de La ecomposicidn de aminodeidos preds
sentes en La proteina unicelular producida, se efecutaron
(después de La hidnblisis deida de La protelna) en un au-
toanalizadon de aminodceidos Technicon NC-Z,

Los valohes mdximos de celulasa y proteina unicelu-
Lan aleanzados porn Las tres fermentaciones de Los culti--
vos mixtos en prueba, se dan en La Tabla XITI, asi como -
Los valores cornespondientes para T. virnide creclendo s0-
Lo. En Las Figunas 16, 17 y 18, se sigue grdficamente el
cwwso de Las fermentaciones de Los cultivos mixtos. La
proteina unicelular obtenida en estos caros, send La suma
de Los dos microornganismos .



Produccibn de Celulasa y Proteina Unicelular por T. viride y una Levadura al crecer

TABLA

XIT1

- sobre paja NaOH

Concen- Dia de ago Rendimien DZa de Rendimien Dia de
Exp. tractén  Levadura incor- famlento - 16 mdxdmo maximo Lo mdximo  mdxdmo
No. de La - porada de azlca-~ de protel hrendi- de enzdima  rendi-
paja (%) nes redue- na (mg/ml) miento UL o (¢, Mmento
Lones ml E
1 2.0 S. cerevisiae 3.5 2.60 5 0.269 7
2 2.0 C. utilis 5 2.10 4 0.306 8
3 4.0 S. cerevisiae 5 4.60 7 0.296 10
4 2.0 5.5 2.66 6 0.278 9.5
5 4.0 10 3.70 12 0.009 13

¢/



FIG. 16

T. viride + S. cerevisiae

Fermentacidn de Paja NaOH al 2%,
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FIG. 17

T. viride. + C. utilis.
Fermentacion de Paja NaOH al 2%.
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Despuls de La inoculacién de T. vinide, Los polisa~
cdnidos mds susceptibles de La paja Aon hidwolizados, ele
vdndose bastante Los niveles de azdcares reductores, prin

clpalmente glucosa y xilosa. La glucosa repiime La pho--
duceidn de celulasa, y no aparecerd en el medio, hasta -
que La glucosa sea agotada. En Las femmentaciones en Las
que se utiliza Gnicamente T. vinide, el agofamiento ocu-—-
ne entre Los dias 5-10. En cam B’o, en Los cultivos en -
que se adiciona La Levadura al germentador, se obtiene -
una rdplda utilizacibn de La glucosa, y La celulasa se -
produce en un £iempo mucho menoi.

Del examen cualitativo de La composicibn de azdea--
nes en el Liguido en fermentacibn, se aprecia en Las cho-
matoplacas, que La glucosa es utilizada primeramente. EL
dia de La desaparicibn de su mancha, coincide con el del
abatimiento de Los valores de aziicares neductonres.

La Levadura comienza a crecer pocas horas después -
de su {noculacibn. Esto puede verse por el aumento de La
produceidn de CO,, por el inchemento en La protfeina unice
Luban, y por ek abatimiento de Los valores de azdcares re
ductores. Las variaciones en Las cuwas de C0z, reflefa
marcados cambios en La actividad de La célula, phobable--
mente debido a La utilizacidn de diferentes componentes —
del sustrato.

EL crecimiento de Los organismos puede seguinse en
el micnoscopio. La Levadura crece aceleradamente dentro
de Las primeras 24 horas seguidas a su fnoculacidn, y des
pues de trhes o cuatro dias, el micelio del hongo y Las c&
Lulas de Levadura aLcanzan Au maximo crecimiento. AL fi-
nal de La fermentacibn el ndmero de cflulas de Levadura -
decrece, debido a La Lisis, y dnicamente ef micelio conti
nda creciendo. T. virnide es nepontado (47), como produc—
ton de enzimas Liticas de La pared celular; sin embargo,
en este tipo de fesmentaciones, estas enzimas no se phre-
sentan en cantidades Auﬁmen;te/s como para afectarn el cre
cimiento de Las Levaduras, pero 8L aceleran La Lisis de =
Las c6lubas muentas. La Levadura después de su Lisis, -
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sénve como fuente de compuestos fdeilmente metabolizables .

La comparaciin de La composiceidn de aminodeidos phe
sentes en La protelna unicelular producida por T. virnide
ereclendo Andividualmente, y creciendo simultdneamente -
con una Levadura (Tabla XIV), nos indica que La presencia
de La Levadura provoca una meforia en La concentracidn de
Lo mayorla de Los aminodeidos. No se observa ninguna --
gran diferencia entre Las fermentaciones con C. wtilis y
S. cerevisiae.

EL poncentafe de protefna unicelular contenido en -
La materia seca va del 21 al 22%, y se estima que del 52
~al 67% de paja es metabolizada.

Church y Nash (35), han efectuado {nvestigaciones -
similares con T. virdde creclendo sobre paja de mafz, ob-
teniendo resultados concondantes a Los anteriommente sefia
Lados. La composicion de aminodeidos pemmanece constante,
no obstante Las difernentes fuentes de carbono wtilizadas .
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TABLA X1V

Composicitn de Aminodeidos presentes en La Protefna Unice
Luwlan producida ( g aminodeidos/16 g nitrdgeno |

N T, Winide T. Vinide
Aminodeido T, WELis * S, cereviside

T. Virnide

Alanina 5.8 5.7 4.8
Arginina 4.3 3.9 4.0
Ac. aspdrntico 8.7 8.0 7.8
Ac. glutdmico 9.5 9.0 8.0
GLicina 4.7 4.9 4.5
Histidina 1.6 1.8 1.9
Prolina 4.3 4.3 3.8
Senina 4.4 4.6 4.2
Cistina 1.38 1.22 1.45
Metionina 1.68 1.47 1.35
Tsoleucina 3.6 3.5 3.5
Leucina 6.1 6.0 5.8
Lisina 4.9 4.6 4.4
Fenilalanina 3.8 3.5 8.7
Tinosina 3.1 2.8 3.3
Trheonina 4.8 4.9 4.9
Valina 7.4 6.9 4.4
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CONCLUSTONES

La paja de cereales menohes, al ser poco aphovecha-
da por su pobre contendido alimenticio, se presenta
por su bajo costo y dell disponibilidad como el £L
po de sustrato Ldeal para el crecimiento de michoor
ganismos celuloliticos .,

EL hongo celulolitico Trichodernma virnide, ha demos-
trado sen el mejon productor del complejo celuldsi-
co, al producin §iltrados de alta capacidad enzimd-
tica, sobre una extensa variedad de fuentes de celu
Losa.

Es necesario el tratamiento previo del material ce-
Lulbsico para eliminan el complefo de celulosa-Lig-
nina, Lncrementindose asi La velocidad de La degra-
dacibn enzimdtica.

EL método de desligniflcacidn propuesto por Pelter-
sen en paja de cebada, es aprovechado en el desarvw
Lo de T. virnide, pues no provoca ningln efecto Ain-
hibitorio en La producceibn de La enzima ni en el -
crecimiento del hongo.

T. vindde porn 8L s0ko es un magnifico productorn de
profelna unicelular; sin embargo, su excelente capa
cidad celulolitica es aln mejor aprovechada al in--
conporarn un segundo michoorganismo a La fermenta---
aibn, obteniéndose una protelna unicelular de mayor
calidad.

EL proceso blosintético consiste en La utifizacidn
del azdcan pheviamente formado porn T. viride, como

w
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susthato pana el crecimiento de Levaduras altamente
productoras de protefna unicelular de gran calidad.

La inconporacibn de La Levadura, genera una adpida
wtilizacin de La glucosa (inhibitoria para Ld pro-
duccibn de La enzima), continudndose La pfwduce,cé’n
de celulasa en un tiempo mucho menos.

Mediante el extenso conocimiento de Los pardmetros
Optimos de germmentacibn, y La inclusibn de La Leva-
duna, se aleanza una reduccidn notable en el Ltiempo
de La fermentacibn.

La protetna uniceflular obtenida puede emplearse co-
mo Auplemento en Las raciones alimentarias del gana
do, o bien, phevia eliminacibn de Los deidos nucléd
cos, destinanse al consumo humano en el enriqueci-—
miento de alimentos basicos.

Los nesultados obtenidos a pequeia escala, nos Lndi
can que La fermentacibn puede sen explotada a nivel
Andustrial.
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