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INTROOCCCION. 

Utilización de los microorganismos por el hombre. 

Algunos microorganismos han sido útiles en el desarrollo histórico 

del hombre. El estudio de los mis.mes y de los procesos microbiológi-

cos han contribuido con una serie de beneficios como es el caso de -

los procesos de fermentación por medio de los cuales es posible obre-

ner alimentos,bebidas,medicinas y reactivos químicos para consmno -

humano. 

Bajo condiciones normales y aún en el caso de restricciones económj 

cas, la contribución ¡x:>tencial de los microorganismos es muy atractiva 

para la resolución de problemas específicos 'como son la carencia de 

alimentos, recuperación y reutilización de recursos naturales, crisis ener 

gética y eliminación de Ja polución y aunque algunos procesos microbi! 

nos no tienen un uso iIIIlediato, su alcance y diversidad sirven corno in 
~ 

dicador de la realidad potencial para su aplicación en un futuro. 

Degradación de productos naturales oor microorganismos. 

Aun:iue hace ya muchos millones de años que las plantas verdes sinte-

tizan compuestos orgánicos a partir de anhídrido carbónico, ninguno de e§_ 

tos compuestos ha llegado a acumularse en cantidades considerables. En 

condiciones aeróbicas, rorlos los com¡¡n.::estos furmados biosintéticamente -

son degradables.Para cada compuesto p::>r complicado que este sea,existe 

un microorganismo capaz de degradado total o parcialmente y los frag-

mentos resultantes de igual forma son a su vez utilizados ¡x>r otras es-

pecies. 
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Se ha estimado que los microorganismos contribuyen con un cuarto de 

la biomasa del peso de organismos vivos en la Tierra;Ia mayoría de e

llos habitan el suelo, donde son responsables de la actividad biológica -

que predomina en el mismo.Gran parte de ellos son esenciales para el 

mantenimiento de ciclos biológicos de los que depende la vida del plane

ta. 

Desarrollo de una tecnología de fermentaciones para el aprovechamie~

to de los Recursos Naturales. 

En contraste a su larga historia, la fermentación fué considerada hasta 

hace algunos años como un arte, más que una tecnología. No fué sino has

ta el siglo XX que se utiliza para otros fines además de la producción de 

vioo, cerveza, pan y queso.A partir de entonces se han vislumbrado otras 

áreas para posibles aplicaciones de la tecnología de fermentaciones entre 

las que figuran: 

Conversión de recursos nanL.-ales en energía, producros químicos y ali= 

mentos. 

Aprovechamiento de desechos agroindustriales. 

Producción de metabolitos microbianos como antibióticos., reguladores -

metabólicos y enzimas. 

En la tabla 1, se puede apreciar las caracterfsticas y usos dados a lo~ 

microorganismos de donde resulta conveniente resaltar la linportancia qt:e 

tienen los hongos en la utilizaciOn y aprovechamiento de ~a celulosa. 



TABLA l. CARACTERISTICAS,PROBLEMAS Y USOS DE LOS MICROORGANISMOS. 

MICROORGANISMO 

BACTERIAS: 

Schizomicetos 
o protistas. 

HONGOS. 

(carentes de 
clorofila) 

ALGAS. 

Tallophitas. 
(plantas no 

diferenciadas) 

PROTOZOARIOS. 

(animales 
microsc6picos) 

VIRUS. 

Formas submi
crosc6picas ,con 
siderados como
intermediarios 
entre lo vivo 
y lo inerte. 

CARACTERISTICAS 

Unicelulares,formas 
esferoidales,alargadas 
y de espiral.La nayoría 
sapz:6fitos. 

Variedad de formas; 
microscópicos,rnohos. 

Unicelulares,colonias 
o filamentos con cloro 
fila u otro pigmento = 
característico¡sin ho
jas y raíces verdaderas. 
Acuá'.ticas. 

Unicelulares,se encuen 
tran en aguas frescas o 
de mar,en el suelo y c2 
mo par~itos de plantas, 
animales y el hombre. 

Agentes infecciosos, 
se multiplican s6lo so
lo sobre células vivas. 

Compuestos de proteína 
y ácido nucl~ico. 

PROBLEMAS 

Algunas son patógenas 
para plantas,animales 
y el hombre. 

Pudrici6n de textiles, 
cuero,cosechas y otros 
productos. 

Causan enfermedades 
en plantas y animales. 

Cubren la superficie 
de estanques formando 
película y un olor y 
y sabor desagradables 
en el aguasalgunas pro 
ducen toxinas. -

Responsables de varias 
enfermedades serias en 
animales y el hombre. 

Causan una variedad de 
enfermedades en humanos 
así como también en ani
males y en plantas. 

usos 

Descomposici6n de la materia 
orgánica contribuyendo a la 
fertilidad del suelo,producci6n 
de biogas,fuente de antibióti
cos y otros agentes químicos. 

Contribuyen al reciclamiento 
de la celulosa,lignina y otros 
productos de la industria quí
mica farmaceútica. · 

Las algas rojas y cafés son 
importantes en alimentación en 
Asia y Polinesia •. Las rojas prQ 
ducen agar y algunas azul-ver
des fijan N2 • 

Son el alimento de los peces 
en el oceáno. 

Contribuyen a la descomposi
ci6n de la materia orgánica y 
y de celulosa en la digesti6n 
ruminal. 

Son importantes acarreadores 
de informaci6n genética. 

Causan enfermedades en insec
tos. 
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Abundancia y características de la celulosa. 

En la biosfera hay probablemente más cantidad de hidratos de caroo:;;o 

que de tod.a la materia orgánica j!lnta lo que se debe en parte a la ah-'.m

dancia en el mundo de las plantas de dos polímeros de la D-glucosa,.e1 -

almid6n y la celulosa.El almidón es la principal forma de almacena1r..f.e.::tto 

de combustible en la mayor parte de los vegetales mientras que la ceL.lo

sa es el principal componente estructural de las pared.es celulares rígf :as 

de las planras y de los tejidos fibrosos y leñosos de las mismas. La c;l::i 

losa,un homopolimero lineal constitu!do por unidades de O-glucosa unid~:: 

por enlaces beta-11 4 glucosfdicos con un peso molecular que puede ir C:::.:!~ 

de 80 000 hasra 600 000 o ma.s con un grado de polimerización de 500 a 

3500 (Reese y Mandels, 1972) no se encuentra en forma pura como integ:a_!! 

te de un recurso natural. aCtn el algodón, la forma miís pura de la celulD.53. 

presente en la naturaleza contiene alrededor de 10% en peso de polisa.cá=i 

dos no celul6sicos,protefnas y elementos nattna!es. 

En la naturaleza, la celulosa se encuentra generalmente asociada con ~ 

gran variedad de polisacáridos como el almidón, la pectina, la hemicelul::s~ 

y la lignina. Las hemicelulosas y la lignina representan por lo mismo e: -

segundo y tercer compuesto orgánico natural más abundante en la biosf~:-~ 

después de la celulosa ya que las hemicelulosas se encuentran presentes: -

en la pared celular de las plantas, en una mayor concentración en las e~~ 

pas primarias y secundarias donde están íntimamente liga&s con la ceL • 

losa asi como también como con la lignina. 

Las cadenas lineales de celulos:i se unen long;ittldin'.l.lmenre para form.~ 

fibrJ.s estabilizándose mediante puentes de hidr6germ dando lugar a fihr0 · 



con cadenas mediana.mente ordenajas o bien a fibras con .m alto grauu d~ 

cristalinidad lo cual es mostrado por est..idios realizados por difracción 

de rayos X. 

Potencialidad de ..rtilizacibn de lia celulosa. 

Una gran cantidad de biomasa en forma de desechos agrícolas y fores~ 

les es ac.i."'Ilulada cada. año y a la c.Jal es posible darle varios usos pote1.!_ 

ciales dentro de los cuales figuran entre otros su con.versión biológica en 

alimentos o combustibles • 

La celulosa es .. m vasto recurso natural renovable y por lo general suE_ 

utilizado aunque representa una fo.lente potencial de azúcares y los microor 

ganismos como sistemas enzimáticos organizados pueden con frecuencia re~ 

lizar funciones más eficientes si las comparamos a procesos puramente 

químicos, por lo q:ie podrían con\"ertir ese potencial en una realidad. 

La cel.ilosa es continuamente r~emplazada por ·efecto de la fotosíntesis, 

de acuerdo a ;..tna estimaci6n realizada por Gho.3e en 1977;la producción 

neta de s:.tbstancias biolb<¿icas po:- efecto de este fenómeno natural es d-e 

1 .. 8 X iol2 tons y resulta por lo mismo normal q:.Ie exista mucho interés 

en la utilización de los materiales celulbsicos por acción de los micro:,!' 

ganismos o bien de s..Is enzimas ·:=on fines ind.Jsi:riales. 

Biomasa en forma de celulosa, hemicelulosa y lignina, representa en for 

ma significativa .ma forma de a!:;nacenaje de la energía soilr por lo q.;<; 

estos materiales res.Jitan un rec"'"'rso importante no exploraja en forma-

direcra. por lo que h.arni sido pla;¡¡:2ajas varias estrategias iq,¡e van des,:,;;: 

los me;roooE térmicc:; directos c._::~D la pirrt!Hsis hasta el in:...~n::o de rr-..:: 
. -
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lado el contenido de humedad de la biomasa nace que sea :nenas posible 

utilizar algún tratamiento qa.íw..ico por lo que se ha pensado que el más 

efectivo por este motivo s.;ria un proceso de tipo biológico .. 

A pesar de su natural abundancia sólo una insignificante porción de -

las 190 billones de toneladas métricas de celulosa disponible ha sido e:-:

plotada con fines comerciales (Ghose, 19ó9);por lo que una alternativa pa~ci. 

solucionar este problema serla el hacer uso de métodos n-:Licrobiológicos o 

enzím&ticos para el tratamiento y aprovechamiento de estas materiales. 

Importancia de las celulasas en la naturaleza. 

Las enzimas celuloliticas juegan un papel esencial en el ciclo de carbo

no de la Tierra.Los organismos fotosintéticos transforman el co2 atm~s

férico a material.es estructura.tes de las plantas. Estos materiru.es son la 

primera fuente de alimento de todas las formas de vida animal y de los 

combustibles fósiles que mueven la industria.Debido a que la cantidad ,:i3 

carbono en la Tierra es finita,, este elemento dí'.:!be de ser reciclado contr

nuamente para el mantenimiento de la vida en el planeta.Los organismos 

que degradan la celulosa reciclan alrededor de 85 billones de toneladas -

métricas de carbo.no anualmi.:!nte.Si estos organismos derui:.~ieran su acé-

vidad mientras que la totosrm:esis prosiguiera a su paso o:ñginal,la 'li:.; 

en el planeta ral y como la co:10cemos pcxiria detenerse en un lapso a:: 

20 años debido a la falta de dióxido de carbono (Cowling y Winford, 197' ) .;i, 

per,;J la biod0gra:iación de la celulosa es len.ca debido a s!Lli maturalcza t::..=.0-

luble y a qu~ no puede entrar en la célula, lo que hace n::z:::sario que !--.:. : 

microorganismos capaces de J~gradarla excr~ten sus enzimas celulolít.~3 
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al medio f d~ esta forma ya puedan utilizarla.Algunas bacterias, sin em

bargo poseen celut.asas intracelul.ares como en el caso de Ps. fluorescens 

(Suzuki, et al 1969). 

11" a capacidad de producir enzimas celulolíticas está ampliamente espar

cida renrre los microorganismos por lo que la selección de un microorga

nismo productor depende del propósito para el cual las enzimas sean re

queridas. 

Fuentes microbianas de celulasas y su utilización para una reacción 

de sacarificación. 

A pesar de la aI:xmdancia de .. los microorganismos que pueden utilizar -

la ~lulosa como fuente de carbono solo unos pocos producen las enzimas 

con suttciente actividad celulolfti.ca para degradar celulosa organizada bas

ta azúcares solubles, otros a pesar de crecer sobre celutosa pro:lucen :fil

trados con muy poca acti. Vidad lo que se debe a que no se encuentran pre-

santes todos los componentes: activos para degradar celulosa cristalina a 

glucosa (Mande!s,,.1975).Con miras al estab1ecuniento de alg1n proceso li~

dustrial para el aprovechamiento de !os materiales ~elulósicos deben de -

ser seleccionados tos ma.s eficientes productores;para estudios de desarro

llo u otros propósitos de laboratorio, la cantidad de celulasas puede ser -

menos signiñcativa. Las enzimas fungales ofrecen las mejoras posibwdzies 

para una explotación comercial (Mandels y Weber, 1909) ya que crecen ::á

pfdi:-nente so'bra un medio simple sobre el cu1! son excretadas las enzi:::as 

lo cual favorece su posterior rscuperación .. Además se ha podido estabi~.:::::r 

(Selby, 19ó7) que los hongos prooucen y secretaG el número Ja enzimas 
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necesario dependiendo de la fuente de carbono sobre la qr1e crezcan y 

producen enzimas adicionales de acuerdo a sus necesidades de digcs -

tié>n de otros materiales.Cuando crecen sobre mezclas de sustratos, va

rias enzimas aparecen secuencialmente y aCm en el caso de un sustra:o 

como la celulosa, los componentes del sistema celulasa aparecen a tiem 

pos diferentes .• 

De hecho, las ceiulasas ya son empleadas en la ind:.lstria farmaceútica 

y textil asi como en la transformació:i de alimentos (Pathak y Ghose, 1973; 

Johnson, 1977;Kulp, 1975) sin embargo el prhlcipal im:erés al futuro co:n

siste en pcxler utilizarlas en la conversión de materiales celulósicos ;!2 

desecho en azúcares solubl-es (Mandels, 1975) de imporra.ncia industrial~ 

por lo que la disponibilidad de preparaciones de cefolasas altamente ac!i -

vas es un prerequisito para la producción industrial de glucosa a parti:

de celulosa. 

Un problema Msico en la hidrólisis de la celulosa es que al contrari:::ri 

del almidón, la celulosa no es un carbohidrato de res~rva que pudiera s;-r 

fé.cilrnente convertido a glucosa cuando fuera requ~rido. Por el contra ns,, 

la celulosa es parte integrante de la fi.rme estructura responsable d.= L::. 

tensión y rigidez existente en las plantas. Aún mé.s, el grueso de la es::--= 

tura ha sido asegurado con una goma eficieni:e, la lignina. 

Entre los sistemas de celulasas més activos en la s3.carificación J~ ~:. 

celulosa o::ganizada se han :reportado los je Trichcxk.~n~~ viride (J\.irJ.:1..::.: ,.~ :, , 

1975:Mandels~ et al 1976), ,! . koningii (Hallliv;ell, 1965), !:ü:s3.rium solani 

(Wood, 1972) y Sporotrichum pulverule~ (Erikson y Rz¡zJowski, 196q:" 
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pero se sabe que a{¡t'l !a conversión de celulosa. a glucosa no ~ ~ficiente 

para llevarla a un proceso comercial que resulte económico. Sin crobargo 

dentro de las posibles aplicaciones señaladas para las celulasas ésta, ade

más del uso directo de las preparaciones enzimáticas para el desarrollo 

de tecnologfas dentro del área alimenticia y farmaceútica es lLina de las 

más importantes puesto que la glucosa derivada de la hidrólisis enzimá

tica podría ser utilizada como sustituto de la dextrosa procedente del al

midón de maíz en la industria de alimentos, como sustrato de fennentacio 

nes industriales, para producción de proteína unicelular o bien para la pr~ 

ducción de etanol por ferrnentaciór .. 

Interés en la utilización de desechos agroindustriales como sustratos 

para un proceso de bioconversión. 

Se designa como materiales celulósicos a aquellos subproductos genera

dos de actividades agroindustriales que no tienen empleo posterior alguno 

y por el contrario contribuyen a la contaminación ambiental. Entre los -

materiales celulósicas de desecho que se han estudiado, los rriayores es

fuerzos de investigación y desarrollo de algún proceso biotecnológico se 

han concentrado en el bagacillo de caña (Osman, 1972;Bellany, 1974;Srini

vasan, 1974;Rockwell, 1976). 

Sin embargo no existen procesos a gran escala que utilizen dicho sus!r~ 

to ya sea como fuente de carbono en fermentación o bien corno un susrrr;:'3 

en una reacción de hidrólisis, debido a que se requiere de un pretrataw~~: 

to físico y químico para que la celulosa se encuentre más asequible • .c\ur:::::...

los pretramientos son técnicamente factibles, a la f¿cha no han ~..:mosc:r,:;.~ 

ser ecor.ómicamente viables (Rockwell, 1976). 
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En nuestro País se producen cerca de 30 millones de toneladas dD cafü~ 

de azúcar que a su vez producen 12. 5 millones de toneladas de bagazo e~ 

yo contenido en celulosa es de aproximadamente un 51% (Cam¡:-üa Castillo, 

1977). El bagazo es el residuo fibroso del tallo de la planta, consiste de fi 

bras, agua y pequeñas cantidades relativas de sólidos solubles. Está forwa 

do por una fracción fibrosa y otra conocida como méd~la, pulpa o bagaci-

llo;por lo general se compone de 70% de fnra y 30k- de parÉnquírna. El -

bagacillo como desecho agroindustrial se produce en el pro~eso de extra~ 

ción del jugo o bien durante la fabricación de papel corno subproducto de 

la obtención de furfural. La composición promedio de e3te material es la 

siguiente: 

Composición relativa del bagazo de caña de azúcar. 

Bagazo entero Fibra Médula 
Componente (3) (B. s.) (%) (%) 

Celulosa 46.00 56.60 55. 40 
... 
~ 

Hemicelulosa 24.50 26.11 29.30 

Grasas y ceras 3.45 2. 25 3. 55 

Ceniza 2.40 1.30 3.02 

Lignina 19. 95 19.15 22.30 

Silica 2.00 0.46 2.42 

,;, Se incluyen arabanos, galactanos y xifanos. 

Refen:nci:s Osrnan (1975). 
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Com.pD.::i,,;i0!1 coinP'.iraava ·:::m:re ~;~;;ilio trata;Jo 
co:i ácido ,:; Jlfüril.'.:v _.; buga:::illo rr0 ~rucado. 

Compo:iente Sin tra:a:irniento Con tratamiento 
(3) (%) 

Cenizas 6.95 5.76 

~O~jeldahl) 1.78 3.82 

Fibra cruda 45.01 39.01 

Extracto etéreo 0.77 .u. 74 

Carbo!lidratos 45.49 50.ffl 
jn.garibles. 

Fueute : LANFI. 

Refer .!ncia: Campos Castillo,{1.977 ). 

Como se observa, el bagacillo Je caña reune ciertas caracterfsticas q,.;:-; 

lo '.13.cen un material adecuad.o para ser utiliza.:io como sustrato para p:-~-

ducciói1 de celulasas o en su caso para procesos de sacarificación, ésras -

so:i : a) OisponibUidad, b) Buen co:itenido de celulosa (por lo ~enos alr::-

dedor jel 503), e) Está siendo subutilizado ¡ d) Es un residuo contami:-..an-

te.Pero a pesar de los intentos realizados para utilizar las celulasas c::-:i 

finzs do;;; integrar el apro·1echamiento de algún ma.rerial celulósico com:: ;;;l 

baga~illo de caña, no existe en la actualidad urn proceso industrial de e~:=. 

rificacíó:i enzimática je la celulo3a;esto .:;e debe principalmenire a limi~ "'::-

tes en la producció:i de celulasas q:ie degraden en forma eficiente la Ci: -

lulosa organizada y a lo.s po::os trabajos q:.ie uti.Uzen este material ce,: -

fines de prooucción de estas enzimas (García ~13.rtin~z, 197-n por lo q .. .:; 
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_Seleccióll ce microorganismos y /o mutantes en base a la produccióli:li 

::e algún coo;ip:>nente en especial del sistema enzimático de las celuRasas 

::tilizando ccmo sustrato para la misma el material celulósico que pcs

:eriormente se piensa hidrolizar. 

_Contar tamo para la producción así como para la reacción de sacar.5-ª 

:=ación con aligful material que haya recibido algún pretratamiento pre".-fo 

::al y como sería el caso del bagazo de caña después de la obtención de 

f'dl"fural (Linko, 1977) dado que los pretratamientos eficientes cooocidos 

fisicos y químicos resultan muy costosos. 

Por lo mismo resulta conveniente pensar que aún existen microorgar..:s

rr:os que no hayan sido probados en cuanto a la producción de celulasas 

enracelulares activas para la obtención de una hidrólisis de cuando me.3JS 

un 4% de con\·ersión sobre papel filtro bajo las condiciones establecidas 

por Mandels (1976) y que pudieran presentar cara-cteristicas ventajosas a 

fin de ser utilizadas para la producción de celulasas ya que la disporJh~~ 

dad de enzimas que posean una actividad alta es la base para tener un -

pr2ceso que resulte adecuado para la conversión enzimática de la celu~c

sa. A la fecha, en hon~ Trichoderma viride ha resultado ser la mayor -

füeme de celuias3s pero es importante tom<tr en cuenta que existen otrez 

mE.:roorganismcs que aunque en menor grado. poseen actividad celuloiítk.; 

pe:: lo que res::.:TI:.::rfa conveniente intentar ob:ener a partir ce los mismc<:: 

pre;..::raciones c;cir: mayor actividad mediante r,."l)riaciones de las condicior:e.::: 

de c'Q!Jltivo o bie::.: del medio tntiUzado para la producción. 
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En la mayoría de los trabajos s:z:n-e producción. de celulasas se utili-

za celulosa pura en el medio de crecimiento sin embargo, con miras a 

lograr la aplicación práctica seña conveniente realizar la producción uti 

lizando materiales ccmo el bagaz0 de caíi.a (Srinivasan y Han~ 1969) y la 

paja (Peitersen, 1975) ya que para fa:egrar un pr<OCeso comercial a gran 

escala se requiere contar con basta:lte cantidad de sustrato por lo que 

utilizar un silllproducto agroindustrial en lugar de un sustrato puro se-

ria menos costoso ya que se aba.tiña uno de los principales costos du-

rante la producción el cual es lo concerniente a las materias primas, 

ya que evaluaciones recientes sobre el proceso de sacarificación enzimá-

tica de la celulosa han revelado que el costo mayor del mismo se centra 

en la producción de la enzima> siendo este de un 40-603 Qoglekar, et al 

1983). 

Por otro lado, se sabe que dichos subproductos por lo ge•1eral contienen 

varios tipos de carbohidratos y e 1ando las enzimas son prcdacidas para 

la hidrólisis de un material en particular es deseable el uso dei mismo 

como fuente de carbono para inducir la síntesis de las enzimas apropia-

das para su hidrólisis (Enari y Markkanen> 1977) .Además, la mayoría de 

estos materiales están siendo surufilizados ya sea para la elaboración ~e 

composras o bien son incinerados siendo este clltimo métcx:lo el más co-

mún, sin embargo las descargas de partfculas resultantes y el humo que 

queda en la atmósfera contribuyewi substancialmen:e al aumento de la con 

ta.minaci6n en el medio ambiente pn::- lo que cou::a r con métodos ~lternos 

como señan los mic:-.obiólogicos y/o enzimáticos para el tratamtento de 

estos m.'.i:eriales de Jesecho seña ,·::'; gran impo::-rancia. 
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En Mé2d.co se cuenta cc::i lugares en los que en condiciones tropicales 

durante muchos años se han procesado cultivos que prooucen granjes caE. 

tidades de materiales celulósicos de desecho como sucede CO!l el bagaci -

llo de cafia de azocar do:lde seguramente han ocurrido procesos de sele~ 

ción natural de microorganismos projuctores de celulasas, por tal motivo 

intentar el aislamiento de nuevas cepas adaptadas a las condiciones natur~ 

les existe:?!es en la región donde se encuentra tal material. es una posibi -

lidad qiJe as necesario examinar.Además~entre los principales subproduc -

tos de la Industria azucarera en nuestro Pars, figuran el bagazo y el bag~ 

cillo de caña los cuales por lo general son subutilizados como se mencio

nb anteriormente a pesar de su abundancia, disponibilidad y bajo costo re

sultando por lo mismo potenciales para su utilización sobre todo este últi -

mo en la producci6:i de azúcares, pro~eina unicelular y enzimas. 

Debido a los puntos expuestos, el interés de este trabajo se encuentra -

enfocado inicialmente a la búsqueda de nuevas fuentes de celulasas mediaE, 

te el aislamiento de hongos activos en la degradación de celulosa cristali

na y amorfa a partir de muestras de suelo de cañaveral y de bagacillo de 

caña para posteriormente evaluar su Jtilización coino sustrato tanto para 

la pro:iucción de celQ]fusas asr como para la obtenció=i de azúcares solubles 

mediante una reaccié:] d~ sacarificación con los filtradoa obtenidos de su -

fermera.cióa. Asr mismo d.aterminando los factores q:Je puedan aumentar la 

reacció::i de sacarificación de la celuiosa por medio del sistema celulasa -

pro.lucido por los m!croorganismos seleccionados y efectuar una compara

ción con respecto a los resultados cb:enidos con J.1a cepa de colecció:1 -

(!' . .Y!rid.e) que ya ha sido utilizaj~ para fin3s similares. 
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ANTECEDENTES. 

iUtilización de la celulCEa por los microorganismos. 

Las bacterias y los hongos son los dos p dncipales grupos de microorga

nismos que pue.:!en degradar la celulosa, aún cuando existen algunas especies 

de algas como Tolypothrix byssoidea (Jurazek, 1976) que también pueden ha

cerlo. Algunas especies celulollticas implicando bacterias, actinomicetales y 

h::l:lgos son: a) Ba.cterias:Sporocitophaga myxococcoides (Charpentier, 1963, 

1965);Cellvibrio fülvus (Bengt, et al 1972);Cellvibrio gilvus (Storvick, 1960}: 

Cellulomonas sp. (Han y Srinivasan, 1968);Clostridium sp. {Lee, et al 1975). 

b) Bacterias anaerobias del rumen como Ruminococcos albus(LeatherK:xrl, 

1965), Ruminococcus :fl.avefaciens, Bacteroides succinogenes, Bucyvibrio fiér1sol

~ (Bryant, 1963 );Pseudo:nonas fluorescens var. Cellulosa (Ueda, et al !952) • 

.::: } Actinomicetos entre los que se encuentran Streptomyces antibioti.cw; 

(Enger y Sleeper, 1965), termofilicos como Thermomonospora fusca (ForY-s, 

1969) y Streptomyces thermcrliasr.aticus (Crawford y McMoy, 1972) 

..l) Hongos: Rhizopus sp. (Imada et al 1962),diversas especies de Peni;:;~

llium, P. variabile (Pal y Ghosh, 1965), P. pusillum (Mandels, 1969 ), ~ ~::::--=-:1-

sis (Mandels, 1975);Trichoderma viride QM6a (Mandels y Reese, 1964), m:.:~ 

tant.:.lntes de T. viride QM 9123 y QM 9414 (Ma.ndels et al, 1971, 1972, l';.-5_~, 

NG 14 (Montenecourt y Eveleigh, 1977), MCG Tl (Gallo, et al 1978), RUT C.- ~D 

(Tangnu, et al 198l};T. konin_gii (Halliwell, 19é5};Myrrothecium verruca~c: 

(Selby, 1963);Humicola grisea Q:i.1 228, Hormiscium sp. QM 1192 (Mande::: 

1975);Asp3rgill.us fümigatus (Lo.ginova, et al 1965);.A. terreus (Pathak, et :~ 

al 1973);A. wentii (Husemann, et al 1976); Pyrenuchaeta terr~;:;tris (Ho:r::.:.·· 
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y Keen, 196ó);rrpex lacteus (Kawai, et al 1978);Sclerotium rolfsii (Sadana, ec 

al 1978);hongos micorrizales (Ritter, 1964);hongos rermofilicos (Fergus, 1969), 

Sporotricbum thermophile (Semeniux, 1966), Chaetomium thermophile var. co

prophile, Thermoascus auramtoacus (Romanelli, 1975}10 Aspergillus aculeatus 

Mura.ó, 1917). Un hongo superior: Fo:nes annosus (Lyr y Schanul, 1964) • 

Las celulasas presentes en los jugos digestivos de varios invertebrados 

en la mayoría de los casos parecen estar relacionadas con la presencia 

de una microflora celulolltica ya que aunque la celulasa presente en el -

pez silvestre (Ctenolapsinalineata ) , los caracoles (Helix pomada) y cier

tas termitas son probablemente producidas por el propio organismo, exis

te dUtla con respecto a su origen (Reed, 1975). 

Dentro :ie los protozoarios que pueden utilizar la celulosa se pueden 

mencioaar los siguientes:Enoploplastrom triloricatun, Eudiplodinium magii, 

Diplopiast rom affine, Epidinium .scandatum, Diplcrlinium monocanthum y Di

plodinium pentacanthium (Colem~ et al 1976). 

El ataque de la celulosa por las enzimas de los microorganismos depen

de de varios factores como son la humedad, la temperatura, disponibilidad 

de nutrientes f del pH, ademá.s del :1rado de cristalinidad de la celulcrsa 

y el tipo y grado de asociación que tenga con otros compuestos. 

A pesar de la abundancia de las microorganismos que pueden utilizar 

la celulosa como fuente de carbcno sólo unos pocos producen las enzimas 

con swciente actividad celulo!Itica para degradar celulosa organizada hasta 
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azúcares sclubles.Entre estos se encuentran T. virides !.· lignorum,. 

.!.!. • koningii, Crysospori~ lignorum, C. prusinosum, P. funiculosum, P. i

:iensis y FrJsarium solani (Mandels, 1975). Otros a pesar de crecer en -

:celulosa pn:idacen filtrados con muy poca actividad, lo que se debe a qu~e 

::iO se encuer::ran presentes todos los componentes activos para degra3ar 

celulosa crisralina a glucosa (Mandels .. 1975).En el caso de algunas bac

rerias que crecen sobre celulosa, se ha detectado .en el medio de cultivo 

actividad celulolitica diferente a la intracelular (Suzuki, et al 1969) pero 

~asta la fecha no ha sido reporta.da la obtención de :filtrados activos q:ie 

pudieran ser empleados con fines prácticos. 

Microorga:ñsmos productores de .celulasas extracelulares. 

La capacidad de prcxlucir enzimas celulolfticas está. ampliamente espar

cida entre los microorganismos.La selección de un microorganismo pro

ductor depende del propósito para el cual las enzimas sean requeridas.~ 

ra la producción industrial,. los ma.s eficientes deben de ser seleccionad.:-s 

ya que la disponibilidad de preparaciones de celulasa altamente activas ;.; 

un requisito en el caso de querer intentar obtener industrialmente gluc,:: -

sa a partir de materiales celulósicos. Trichoderma viride parece ser la 

r.::=:jor fuente disponible de celulasas extracelulares , ya que algunos mi

cr.:iorganismos secretan sól? endoglucanasas (Cx) o beta-gliUcosidasa y pe:; 

lo mismo so::ll ii::::apaces de hidrolizar celulosa. cristalina nativa;sólo 103 

ve:-:jaderos mic:-oorganismos celuloliticos pD;:.;~en actividad d3 exoglucart:: ::: 

(C1» que puede llevar a ca::io la hidr6hsis Je 1'1 celulosa rt:a~iva. 

Existe mayo:- cantidad de hongos y b:icterü1s que produc<Jn celulasas e;$::: 
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degradan celulosa pre:ratada o bien a la carboximetilcelulosa, pero no a 

la celulosa cristalina {Suzuki, 1975;Enari. et al 1975). Esto se debe a el -

hecho de que las celulasas son un complejo de enzifl'las y no todos los -

com¡x>nentes enziwáticos del sistema celulasa se encuentran presentes -

en et filtrado del cultivo después del crecimiento de todos los wicroorga 

nisroos. Por lo misrrio, un érecimiento rápido y la degradación de celulosa 

y /o la producción de niveles altos de enzitr'as capaces de hidrolizar a -

los derivados solubles de celulosa,, no son criterios adecuados para la se

lección de rnicroorganiSlJ1os para ser utilizados como fuente de celulasas. 

En años recientes. ta~bién han sido estudiados microorganiswos terJT10"" 

filicos. El ascorniceto ChaetomiuJT1 thermophile var dissitum, es un hongo 

termofilico típico capaz tle,..prcilucir .• un sist:ema.c.eluiqlitico :para la des

coroposición de la celulosa nativa (Goksoyr, et al 1975). Chaetomium ther

rnophile, SporotrichuITl therniophilium y Thernioascus auranticus crecen -

y /o degradan celulosa wuy rápidamente, pero la actividad de los filtrados 

de cultivo es baja (Mandels, 1975). El interés en los microorganisnios te!. 

:niofilicos ha sido estiwulado por la búsqueda de celulasas terrnoestables, 

sin enibargo las celulasas de terniófilos no son necesariaroente wás esta

bles al calor que las celulasas de wesófilos (Mandels, 1975). 

El centro de desarrollo de la armada de Natick EUA, posee en su colec

ción 14 000 hongos celmoliticos (Augustine, 1976);sin erribargo aunque el -

núniero es muy grande sólo unos cuan:os producen niveles altos (fe enzar-B 

capaz de hidrolizar en fnr!1'll1a extensivu sustratos_ cristalinos in ~,ya -

qu~ la rriayorra degrada s.5ilo rápidarn6nte regiones aworfas de celuk~sa -
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o bien deri\."B.tlús solubles de la misma (Mandels, 1975). Entre íos mic:r;üo!:_ 

ganismos celuloliticos reportados, el hongo Trichoderma ,.,,·iride en la ac-

tualidad clasificado como Trichodenna reesei (Simmons, 1977) ha mcsrr~ 

do ser el que mayor actividad celulolitica extracelular produce y también 

es con el que se ha trabajack> en la mayoría de las investigaciones exis-

rentes sobre celulasas. 

Ahora bien, la secreción de las enzimas al medio de cultivo no es el 

único medio para utilización de la celulosa;la producción de proteína -

unicelular p::>r el cultivo directo de los microorganismos sobre los mate-

riales celul6sicos puede ser en un futuro cercano tan importante como la 

producción de celulasas extracelulares y de hecho algunos hongos capa-

ces de producir celulasas como el ascomiceto C. cellulolyticum resultan 

ser má.s adecuados para la producción de proteína unicelular (Moo-Young, 

et al 1977}. 

Entre los hongos utilizados para la producción de protefra unicelular 

a partir de materiales celulósicos figuran Aspergillus. Penicillium, Rhizo-

pus, Trichoderma, Myrothecit.nn, Formes. Paria, Polyporu s. Recientemente 

ha sido sugerido el uso de Aerobasidium pullulans (Han, et al 1976) y 

Fusarium sp (Christias~ et al 1975) utilizando residuos a gr feo las. A. ~ -

~ es un hongo levadurifOrme con una velocidad de creciemien..to v ta -

mano mavcr a C ~ utilis. . -
Se han utiHzado combinaciones de dos o más microorganismos p::ira 

fermentaciónü de celulosa. i. v~ y C. utilis (Peitersen, 1975);CeHüll:o

monas y Alcaligenes (Han, et al 197l);Soorotrichum ptnkelulentum y C. J:!: 

tilis (Erliksson.1975) los cuales han sido utilizados ]~ntos JXir<3 la 
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¡;:-=°'rlucción de proteína unicelular. El primer microorganismo es por lo 

general celulolitico y el segundo no lo es, el primero degrada la celu

rosa y el otro crece utilizando los productos de la misma aumentando 

!a masa celular. 
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Definici6n del término celuiasas. 

Celulasas es e1 nombre trivial dado a las enzimas cuyo nombre si.s:emá

tico es beta-1,4-glucan 4-glucohidrolasas (E.C. 3.2.1.4.) (Dixo;i y ·webb, 

1964).Estas enzimas rompen los enlaces beta-1, 4 glucosidicos de la celulosa 

asf como también de los materiales celulósicos y en los productos deriva

dos de la celulosa tales como las celcrlextrinas y la celobiosa. (Reed~ 1975 ). 

El concepto celulasa puede aplicarse a todas las enzimas capaces de de

gradar celulosa a azocares suficientemente pequeños para que puedan pasar 

a través de la membrana celular.Se ha visto que el proceso de la degra

dación de la celulosa es complejo y es realizado por la acción sinérgica 

de varias enzimas.Actualmente está bien establecido que hay al menos tres 

tipos diferentes de actividad celulolitica: exo-beta-1,4 glucanasa (E.e. 3.2. 

1.),endo-beta-1,A glucanasa (E.C.3.2.1.4.) y beta glucosidasa {E.C. 3.2.1. 

21) (Leena, et al 1981) .. 

Un efecto sinérgico bastante fuerte ha sido observado entre las exo y las 

endoglucanasas para hidrolizar celulosa cristalina (Avicel) psro ~o cuando 

se trata de celulosa hinchada con ácido {Streamer, et al 1975).La b3ta-glu

cosidasa hidroliza celobiosa y oligosacáridos de cadena corta hasta glucosa, 

pero no tiene ningún efecto sobre la celulosa (Bucht y Eriksson, 196";7'11 .. 

Diversidad de las celulasas. 

En los microorganismos donde se ha caracterizado el sistema c21J::IT.::sr¡ 

se ha encontrado que para cada uno de ellos el sistema varía en c;;a=:::.J 

al namero ::ie isoenzimas que conforman cada tipo je actividad (E;;:r;.;--::, y 

Perterson, 1973.1975.1976;Eriksson, et al 1975;Streamer, et al 1975;\i.00...:, 
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1968, 1969, 1971, 1975). Wood y McCrae,Q.975) separaron el complejo celula-

sa pro:lucido por Trichoderma koningii en ocho componentes puros utili

zando la filtración en gel, cromacograffa de intercambio iónico y electro-

enfoque. Esos componentes fueron una exo-beta-1, 4 glucanasa, cinco endo-

beta-1, 4 glucanasas y dos beta-glucosidasas de donde se entiende que el 

complejo contiene varias isoenzimas.Los mismos autores (1978) aislaron 

y caracterizaron 4 diferentes endoglucanasas de los filtrados del cultivo 

de T. viride y T. koningii y establecen que más que ser isrenzimas 

son enzimas diferentes con un peso aiolecular distinto y composición de 

aa y carbohidratos distinta en cada una de ellas~ asr como también en su 

especificidad para el sustrato.De igual forma.en los cultivos de Tricho-

derma viride crecidos sobre un medio con 63 de celulosa se ha obteni-

do en los análisis de los filtrados para proteínas enzimáticas efectüados 

por cro:natograffa liquida de gran afinidad que el 853 de la protefna excre 
. -

tada corresponde a celulasa y la distribución de los componentes en el sist.:;: 

ma ha sido muy similar encontrándose al menos la presencia de una beta-

glucosidasa, 2 exo-beta-glucanasas (7C -soro de la proteína total) y 5 endo

beta-glucanasas (20-303 de la proterna total) (Man~els, et al 1981).Pero 

aunque un microorganismo buen degradad.ar de celulosa como T. viride 

puede.:poseer 11 diferentes enzimastsólo tres reacciones básicas se lle

van a cabo de acuerjo a alguno je los mecanismos propuestos para tal 

fin. 
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Mecanismo de acción de las celulasas. 

La acción enzimática sobre celulosa insoluble es una de las más diff-

elles reacciones :le explicar, se sabe que es un proceso multienzimático 

y también que aunque ciertos microorganismos pueden digerir rápidamen 

te la celulosa, sus extractos libres de células sólo la ata.can débilmente .. 

Alrededor del año 1950 Reese,Sin y Levinson presentaron su concepto 

sobre los componentes C1 y ex el cual se basaba en que ciertos microor 

gani.smos son capaces de atacar celulosa nativa mientras que otros sólo 

atacan derivados solubles como la CMC;estos últimos deben por tanto ca 

recer de una enzima presente en los primeros. Esta enzima fué designarla 

como C¡ y es -capaz de convertir celulosa nativa en cadenas lineares de 

anhidroglucosa las cuales entonces puedo ser hidrolizadas por la enzima 

Cx en oligosacáridos solubles.A los microorganismos que sólo pueden -

crecer sobre celulosa tratada y que son incapaces de crecer sobre celu-

losa nativa se les ha designado como pseudocelulolíticos (Wood, 1969).Es-

tos microorganismos elaboran enzimas del tipo e !as cuales degradan 
X 

sólo formas de celulosa alteradas por la acción de algt1n tratamiento, rrde_E 

tras que los microorganismos celulolíticos venlad~ros sintetizan una e;:

zima adicional (G1) la cual cuando actCta en sinet'l¿ismo con las enzimas 

Cx permite la hidrólisis de sustratos cristalinos. 

Sin embargo, ei primer modelo sugerido para la hidrólisis era;imática 

de la celulosa ha sido extensamente cuestionado en particular el pri:-r.-;:-

paso para la hidrólisis de celulosa nativa. Actualmente el punro de vis:a 

más aceptado es que la enzima denominada c1 es una exoglucanasa. r.•,":r:<l 

1980).En el caso de !·_!iride y T. koningii el componente Cl purificac:-
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ha mostrado ser una celo!Jiohidrolasa (Eriksson, 1975).De igual forma exis

te una teoría alterna sobre Cx {eadoglucanasa) qae hace notar que actlla al 

azar sobre la cadena de celulosa extendiéndola y permitiendo la acci6:i su_E 

secuente de las enzimas C1 ( ex:cr51ucanasas) sobre las cadenas terminales -

,expuestas. 

Woo:i (1975) estudi6 las propieda:ies de los co:nponentes c1 y Cx puros r~ 

cou.stituyéndolos en las proporciones presentes originalmente en el filtrado 

de cultivo de !.· koningii y fué observado que la recombinación del co:npo

nente C1 con algCm ex o con beta-glucosidasa no es efectiva tal y como lo 

es la recombinació:i da todos y q:ie loa cinco componentes encontrados deban 

de estar presentes en sus proporciones originales para realizar la actividad 

de solubilizacióa del algooó:i coa el filtrado del cultivo no fraccionado. Resul 

tados similares sobre el efecto sinérgico de estos co:nponentes junto con la 

celobiasa han sido reportados para que se expre~e la manifestación de acti -

vida::! máxima en el caso de las celulasas de T. viride (Pettersson, 1975;Sel

by; l967);f .. funiculos;.1m (Selby, 1958) y !: .. solani (Woodt 1977).Por lo mismo 

es aparente q:ie la de,gradació:i de la celulosa es un proceso co:nplicado q~e: 

req:.Iiere que exista un efecto sinérgico entre las exo y endoglucanasas y q:::z 

también la beta-gluco.sidasa es necesaria para remover la celobiosa la c;;'.1! ~ 

en algunos casos in'1ibe la acci6.1 de la exoglucanasa. Lo que es n3cesario 

coasiderar es q:ie ya es tiempo je reemplazar el viejo coaccpto sobre c1 -

Cx por el uso de i.l:l término má.s preciso como podrfa ser la acción co:J3:;:-:;

ta de las endo-glucanasas y exo-glucanasas. Sin embargo en lo que respcc:a 
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al componente C¡ exisi;;e confusión al reemplazarlo ~n su totalidad por el 

término exoglucanasa dado que existen exo,;.glucanasas que no atacan la 

celulosa insoluble {Shibata y Nisizawa,.1975). Por otro lado es también re

comendable señalar que el mecanismo de acción del complejo celulasa en 

otros microorganismos puede ser diferente (Mandels y Weber, 1969) .. Sin e~ 

bargo Reed (1975) existen tres posibles explicacion~s sobre el mcxio de -

acción del factor llamado c1 para la hidrólisis de celulosa de tipo crista

lino: a) El factor c
1 

distorsiona la estructura del sustrato de forma sufi

ciente para que las moléculas de agua hidraten segmentos de la cadena qu~ 

no se encontraban inicialmente exp:.iestos al ataque, b) c1 proteje a las 

celulasas de la desnaturalización o de una absorción iTreversible,.c)C1 po

see actividad enzimática hidroJ.itica.De esas posibilidades la tlltima era por 

lo general dudosa hasta que fu~ demostrado (Wood y McCrae, 1972} que tal 

componente es una beta 1, 4 glucan celobiohidrolasa. 

En lo que respecta al sistema enzimático completo se puede considerar 

el siguiente mecanismo sobre la degradación enzimática. de .la celulosa de~ 

crito por Petterssen (1975) el cual sugiere que : a) Las regiones de baja 

cristalinidad en la fibra ja celulosa son atacadas por endoglucanasas y son 

formadas cadenas terminales libres. 

b) Las exo-glucanasas principian la ~egradaci6n de las cadenas re=.-mina

les por la remoción hidrolftica de celobiosa. 

e) La celobiosa es hidrolizada a glucosa por la accli6n de la be~-,;1::.a

co.sidasa. 

Este mecanismo fué s;?,gerido inicialmente por Eri!c:sson en 1969 p.:;;:.;:.i 
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ahora se entiende que la endo-glucan:asa actúa al azar sobre la cadena de 

celulosa y las exoglucanasas actúan s.::=:1re las cadenas terminales e.xpues-

tas removiendo celobiosa (Wood, 1975) o bien glucosa (Eriksson) 19:'.J);exis-

tiendo una acción sinérgica bastante f'..:~ne entre las endo y e.xogli!...~anasas 

(Wood, 1977). Esta hipótesis que cuenta c::m un apoyo considerable es justa-

mente la inversa de la hipótesis propue:ta por Reese en 1950. En la figura 

l se puede apreciar una representación esquemática sobre este mECanismo. 

Aunque el sinergismo entre las exo y e~:!o-glucanasas se encuentra clara-

mente establecido, un descubrimiento reciente establece que la e.xo-glucanasa 

actúa sinérgicamente sólo con ciertos tipos de endoglucanasas ('Wo:Jd, 1980; 

Wood y McCrae, 1979) lo cual sugiere la posibilidad de que mayor canti-

dad de áreas cristalinas son solubilizadas sólo con la acción secu.zncial -

rápida de aquellas exo y endo-glucanasas que son c3¡;:mces de formar un -

coIPplejo enzima-enzima sobre la s:.iperfici-e de las cadenas de celulosa. 

En resumen es posible establecer que la tendencia rnás aceptable es con-

siderar al sistema celulasa como sigue: 

l. - Endo-beta 1, 4 glucan glucanasas (las ET'.Zimas CX a las que se r2f~e!'C: 

Reese) se encuentran presentes en forrria ;,13 diferenws componentes Y.-a:::-~::Jn 

do entre ellos el grado de actividad al az3r. Uno de e].ks puede ser ti"":) ,~--....__ ,__ ... 

zima que actúa primero sohre celulosa cr~swlina o blien en celulos3s !J~:c.:-

mente organiza:cfas. 

2. -Exo-beta l. 4 glucanas:as, se encuentr3r:: presentes t:;;rn jZls formas : 

a). -Beta l!., 4 glucan celobiohiclrolasns ([CBH) que irtS:-:--..::.3ven unid::..::;..;::: 

lulosa. Esta CE:r es frecu~m:~entc cowp3:r.:::.:.a con la \." -~~~::i ~nzirna 
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b). -Beta 1, 4 glucanglucohidrolasa que remueve unidades de glucosa 

de la porción final no reductora de la cadena. 

3 .. -Celobiasa, beta-glucosidasa la cual convierte a la celobiosa y ot.l'as ce-

lodextrinas en glucosa. 

Propiedades de las celulasas. 

En la tabla 2 son ennurneradas algunas de las propiedades de la celulasB 

de T. viride pero con respecto a los pesos woleculares puede decirse c-i.:e - ~ 

para el caso de las exo y enJoglucanasas de T. viride, !: koningii, FusE~~il:r;i 

solani y Penicillium funiculosum estos se encuentran en el rango de 40 GJ!}l} 

a 75 000 exceptuando el de los com¡xmentes de bajo peso molecular de -

T. koningii y T. viride que están en el rango de 12 500 a 13 000 (Erik

sson.19í5;Wood, 1975). 

La termoestabilidad es una de las prop~edades técnicas más irnportanteE 

de las celulasas ya que la hidrólisis de la celulosa procede en forma más 

rápida a temperaturas altas. Las endoglucanasas son muy estables más d; 

4 hrs a 60ºC y pH 5. O.La beta-glucosidasa y la exoglucanasa de,!: ~

~ son semejantes en lo que a su estabilidad se refiere a la temperatura~ 

a 60ºC pierden alrededor del 803 de su actividad original en 4 hrs y un 

pH de 5. O (Wood, 1975). 
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Celulasas 

Regiones cristalin_a_~--------.._...~_R_eg_iones amodas. 
~ _< 

1 
Endo-bera-glucanasa(EG=Cx) 

i _.\ !, 
// 

1 
Celobiohidrolasa 

__ ..... , ! 
(CBH=C1) 

J ... .!7' 
~ EG,CBI;! • ._. 

------~' ··;.'-=:f=:. ·---
~ 7 

~ • b~ta -glucosi~~c;a 
•• ----t•~••---• gtu::osa 

Fig. 1 Representación esquemática de la acción sinérgica de 
las celulüsas durante la celulolísis. 

Ref. Wood, T. M. and McCrae, S. I. (1977). 



Tabla ·2. Algunas propiedades de las enzimas celulolíticas aisladas de Trichcx:lerma 'liride. 

Actividad hacia diferentes sustratos. 
Tipo de enzima Peso Punto Contenido CMC Celulosa Celulosa Celotetraosa 

Molecular Isoeléctrico de Carbohidracos Microcrist. Reprecipitada 
(3) 

Exo-beta-1, 4 -
glucanasa 

42 000 3.79 9 + + + 

Endo-beta-1,, 4- 12 500 4.60 21 + + + 
glucanasa I 

Endo-beta-1,.4- 50 (()(} 3.39 12 + + + 
glucanasa I( . 

Beta-glucosidasa 47 000 5.74 o + 

Referencia. -Pettersson L G. (1975). 
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Estructura de la celulosa. 

De manera de entender mejor al sistema celulasa es conveniente disct:i-

tir también la estructura del sustrato sobre el que actúa, la celulosa. 

La celulosa es el principal componente estructural de los vegetales c;:;ns 

tituyendo la tercera parte de su peso seco por lo que es el carbohidrato -

más abundante en la naturaleza. Químicamente es lll1 polím.ero, lineal de -

peso molecular elevado compuesto de residuos de )!-glucosa unidos por -

enlaces beta-!, 4 glucosidicos.Pero la celulosa, no se encuentra pura en L:;i 

naturaleza, ya que por lo general se encuentra asociada con otros polisa:: . .á-

ridos como el almidón, las hemicelulosas y la pectina. 

Las hernícelulosas incluyen polímeros o heteropolímeros de galactosa, r:--~ 

nosa, xilosa, arabinosa y otros azúcares así como sus ácidos urónicos. 

Además casi toda la celulosa se encuentra interaccionando fisicoquírnica-

mente con la lignina que es un polímero complejo con unidades fenólicas,, 

Por lo misrno1 en lo que a abundancia se refiere la lignina y la hernie::-

lulosa serían el segundo y tercer material respectivamente. 

En la celulosa nativa~ las cadenas están formadas por más de 10 000 -

residuos de O-glucosa, su peso niolecular varía entre 60 000 y 1 500 OOC 

(Fan, et al 1979). El número de veces que la unidad C6H1005 se repite e~ 

la cadena, se denomina grado de polimerización.En la celulosa de pulpa :0 

.= • ""'l l ~ d •. . "6 . . l rl - •• ~, i.Je papeJ.. .u tro e grauo e po1unenzac1 n se encuentra en e rango ue ~'·'-' 

3 2 100 a lo que corresponde un peso molecular aproximado entre 80 OtC 

y 500 000 (R ees~ et al 19i2). 

La celulosa se encuentra generalmente en forma fibrosa l< presenta m:.:: 
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resistencia a la tensión muy grande, es insoluble en agua frfa al igual -

que en la caliente. 

La celulosa además de ser insoluble en el agua, lo es en solventes or

gánicos neutros cómo la gasolina, alcoho~ benceno, éter, cloroformo y tetra

cloruro de carbono. También es casi insoluble en soluciones acuosas dilui

das de ácidos y álcalis. Se disuelve en ácido sulfúrico al 72-753 y en áci

do clorhfdrico al 44% pero a menos que la temperatura de esas soluciones 

se mantenga baja, pronto tienen lugar cambios químicos con degradación de 

la celulosa. Es tam~~érr soluble en ácido fosfórico al 853 en el cual la de

gradación es menos notoria. Un solvente característico para la celulosa es 

el hidróxido de cuproamonio así como también la cuprietilen-diamina utili

zándose amoos !'ara el caso que se requiera determinar la viscosidad de -

las soluciones de celulosa y para estimar el número de veces que la uni

dad de glucosa se presenta en una preparación de celulosa. 

La relación entre la celulosa y la glucosa ha sido establecida mediante 

la hidrólisis ácida para lo cual esta debe de realizarse completamente ya 

que si esta hidrólisis es incompleta se pueden aislar una serie ae caroo

hidratos además de la glucosa .. 

En una primera etapa de una hidrólisis ácida moderada, sí la celulos;: 

es secada sin lavarse, comienza a perder su resistencia a la tensión, fag 

fibras se vuelven frágiles y al secarse se desmoronan rrmy rápidamen:,.;. Es 

te material parcialmente hidrolizado se llama hidrocclulosa y el GP pr,:;.:--e

di.o de este compuesto es mucho más bajo que el de la fibra origin::al. 'C::--:: 

hidrólisis más drástica da lu,gar a celojextrinas y posteriormente a dft;; 2:;:"SOS 
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c::gosacáridos. Además de glm:csa, los oligosacáridos intermedios más 

sencillo que se encuentran al mdrolizar canpletamente la celulosa ¡:or 

r;fa ácida son la celobiosa y la celotriosa ~ 

Cada unidad estructural en la celulosa contiene tres grupos hidroxilo 

a!cohOlicos en los aromos de carbono 2, 3 y 6. Los dos pr.imeros son 

secundarios y el otro es un gn..?O hidroxilo alcohólico primario, esto ha 

sioo puesto en evidencia al inrroducir grupos metilo obteniéndose una -

ce!ul.osa metilada. 

Ahora bien, en cada pared secundaria de las plantas,. la celulosa y ottes 

constituyentes de la pared celular se encuentran agrupacbs en forma de 

paquetes delgados y largos deIDninados microfibrillas. Las microfibriUas 

son entidades en las que las moléculas de celulosa se entrecruzan de 
• 

una microfibrilla a otra. Dentro de cada microfibrilla, las moléculas linea:-

res de celulosa se encuentran asociadas en ~-arios grados de paralelismo: 

las regiones que contienen moléculas altamente orienr-ad~s son llamadas 

cr...stalinas miencr--as que aqueilas de un orden meIX>r son denominadas pa-

racristalinas o regiones amorfas. 

En las zonas cristalinas los grupos de una molécu.la de celulosa se a -

proxirnan entre sí ¡:x>r fuerzas de valencia secundaria algums de las cu.a.-

les se atribuyen a fuerzas de Van der Walls y otras a puentes de hidrC-

ge:io. 

Aua¡ue esas fuerzas son mucho mas pequerras que las que involucra::: :::i 

presencia de •1alen.cia primaria como la ligsc.~a glucosídica, a ellas se 
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debe en parte las propiedades de resistencia a la tensión de las fibras 

ce celulosa. 

Las micro:fibrlllas, miles de las cuales se presentan en una fibra de C!! 

lu:Iosa se encueraran orientadas de diversas 'formas, en las zonas amorfas 

de éstas se hace evidente la reactividad quh"üica de la celulosa. Las zonas 

cristalinas de las fibrillas son qui2'A la causa de la tenacidad de la fibra; 

a las a.reas amorfas se les puede atribuir la elasticidad y Ja capacidad de 

hinchamiento características de la celulosa. 

Se sabe que la celulosa, se encuentra en varias :formas polirnórficas~ 

(Bellengsen y Tonnensen, 1971) las cuales han sido designadas como celu

losa I, II, III, IV (Honeyrnan, 1959} las cuales pueden ser distinguidas de -

acuerdo a sus características presentes en esrudios de difracción de rayos 

X. La celulosa deoorninada como celulosa I~ es la fOrma más polirnórfica 

que se encuentra presente en los materiales celulósicos nativos corno e? 

algodón y la pulpa de madera. D:l celulosa H es una modificación crista

lina representativa de las formas de celulosa regenerada como pueden ser 

e! algodón y la pulpa de madera que han sido tratados con hidróxido de 

sodio así como t-ai.-nbién los derivados saponificados siendo el rayón el -

ejemplo más típico de este tipo de celulosa.:La celulosa HI y lV son -

formadas por el tratamiento con etilendiamina anhidra y por la acción ce 

temperaturas altas respectivamente. 

De acuerdo con el método que se utiliza p.1ra su exrracd6n, la celulo

sa ha sido clasificada en varios tipos: celuk~a cruda se Hama al 

complejo que t"orniian la alfa-celit:iiosa, la lig~5:r:3 y materf.ales asociadas 
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que son solubles en agua, alcohol o éter. Holocelulosa., es la porción libre 

de materiales solubles en agua, alcohol o éter y está formada por alfa

celulosa, lignina y hemicelulosa. Alfa-celulosa, es celulosa libre de lignina 

y hemiceluloaa,la cual es insoluble en sosa al 17.53 y consta principal

mente de cadenas largas de glucosa superpuestas. 

Sin embargo, como se mencionó con am:erioridad.Ia celulosa en la natur~ 

leza no se encuentra constituyendo el 1003 del material orgánico de las 

plantas siendo variable su proporción;asi por ejemplo : el pasto contiene 

203 de celulosa, el bagazo de caña de azl!car alrededor de 483 (Miller, 

1973), el algo:lón con 91%, loa clrboles en general tienen 40-5Q3.Por lo mis-

mo es conveniente conocer también el contenido de hemicelulosa y de lig

nina la cual varia de acuerdo al material celulósico, así por ejemplo tene-

mos: 
(% en peso seco.) 

Celulosa Hemicelulosa Lignina Total 

Madera 43.0 25.75 25 .. b 93.75 

Bagazo 42.6 31.25 22.0 95.85 

O lotes 38.6 34.00 18.2 90.80 

La hemicelulosa contiene principalmente entidades de azúcares diferentes 

a la glucosa siendo por lo general la unidad predominante la xilosa auru¡:.::c 

con frecuencia se encuentran presentes unidades de manosa.. Las hemicel..t-

losas:...contienen también invariablemente unidades de Acido urónico las c::a. 

les se encuentran unidas con unidades de xilosa de manara que cuando ~ . .;: 

hidrollza una hemicelulosa, se forma un disac~rido modificajo conocido -
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como a.cido aldobiur6nico. A las fracciones de hemicelulosa que contienen 

unidades de xilosa y ácido urOnico a menudo se les llama xilanas o más 

generalmente pentosanas, ya que la xilosa es la pentosa más común. La -

hemicelulosa no presenta porci6n cristalina, no son fibrosas y tienen un 

GP promedio de isot 30. 

La lignina se puede definir como un complejo pollmero tridimensional 

formado por unidades de alcohol conifen"Uco en el caso de las gimnos

permas y en el caso de las angiospermas por unidades de alcohol coni -

ferruco y siringilico. 

Influencia de la estructura de la fibra y su susceptibilidad a la de

gradaci6n enzimá.tica. 

La susceptibilidad de la celulosa como un sustrato para una coover-

sión enzimática es determinada en gran parte por la accesibilidad que . 
presente a las enzimas extracelulares o a otros metabolltos secretados 

por los microorganismos celulollticos. Es necesario que exista un contaE 

to frsico entre esos agentes catalfticos y las moléculas de sustrato para 

que la hidrólisis se lleve a cabo. 

Dentro de los aspectos estructurales de los materiales celulOsicos .rpe 

determinan su susceptibilidad a la degradación enzimática, se pueden cimr; 

(1) Contenido de humedad de la fibra. 

(2) Tamaño '! poder de difusión de las moléculas de enzima. su relazli.6n 

al tamaño y superficie disponible de los capilares de las fibras asr c~:no 

los espacios entre las microfibrillas y las moléculas de celulc5;l er. .tas 

regiones amorfas. 
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(3) El grado de cristalinidad de la celulosa. 

(4) Las dimensiones de la unidad celular. 

(5) Conformación y rigidez estérica de las unidades de anhidroglucosa. 

(6) El grado de pollmerizaciOn de la celulosa. 

(7) La naturaleza de las substancias con las cuales está. asociada la -

celulosa. 

(8) Naturaleza, concentración y distribución de los grupos substituyen-

ces. 

Por lo mismo la cristalinidad y la lignificaci6n son los más importantes 

determinantes de la susceptibilidad q:.ie presenten los materiales celulósi

cos para su conversión enzimá.tica. Así es necesario poner más enfásis en 

el desarrollo de métodos de pretratamiento efectivos para los materiales 

celul6sicos naturales. 
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FIG. 4 SUSTRATOS SOLUBLES. 
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Prcd:!ccióa de celulasas. 

La prod:.r;::cibn de celulasas en forma económica depende de la selección 

y caracrerizaci6;i adecuad.a de cepas y/o del desarrollo de métodos y me-

dios de cci:ivo de fermentación. Una dificultad comunmente presente es la 

baja proo:ic:ividad de los cultivos y el largo tiempo necesario para su cr~ 

cimiento. Esta baja hiperprooucción de las celulasas comparada con la hi-

perprod.rcció::l de otras enzimas como las amilasas y proteasas puede ser 

resultado del mecanismo de inducción particular de las celulasas" La re-

presión catabólica es otro mecanismo regulatorio por medio del cual la -

concentración de celulasas sintetizadas puede variar. 

No se ha enco:itrado una. correlación directa entre la velocidad de crecí-

mientO de un microorganismo y el tipo de actividad celulolftica presente.La 

raz6:i de contar con un núonero grande de microorganismos celulolitico,:; co-

mo fuente de enzimas, es q:.ie podrfa ser factible el determinar cual carece 

de los compooentes no deseados o viceversa y existe por lo mismo la po 

sibilidad de mcrlificar las condiciones de crecimiento a favor o en conr::::-a 

de la predominancia de alguno de los compo:ientes en especial ya que s,; 

ha visto q:.ie algunas enzimas desaparecen durante peri6dos largos de fr.::;_:! 

bación y también que la ajici6::i de alg:ln metabblito o inhibidor puede r,:;~ 

lizar el mis:no efecto. Además median:e el uso de estos procedimiento::; -

seda posible eliminar subsecuentes procedimíento3 de purificació!l. 

Entre los microorganismos que producen celulasas extracelulares el .r¡.:_;;-

no:- pro:iuctor reportado es Trichoderma \~iride, que por lo mismo es el'. - ------ --· 
microorganis~no co'.1 el q.ie se han lle•.:ajo a cabo la mayoría Je los t:r.J-

b23os sobr¿ lo.; jiversos facto:-es que afecra.n la producción de estas e:1l-

:::.~as. 
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Mandels (1975) reportó las condiciones óptimas para la producción de 

celulasas por este microorganismo usando como sustrato solka fiock SW._ 

40, a pH de 5. 5 y a una temperatura de 29º C. La mayor actividad de celu 

Jasa se encontró a los 15 días aproximadamente siendo ésta de 3.68 mg/ 

ml/hr. La producción de esta actividad se realizó en matraz. 

El medio contiene en su formulación sulfato de· amonio y urea como -

fuentes de nitrógeno~ los demas minerales son- los típicos encontrados en 

la formulación de medios de cultivo para bongos. La adición de cobalro y 

calcio no es necesaria para el creciemiento pero se sabe que aumentan la 

producción de celulasas (Mandels y Reese, 1957).Su acción parece deberse 

a un efecto de permeabilidad de la pared celular {Reese y McGuire, ~ 968, 

1972). 

La fuente de nitrógeoo resulta esencial para la producción adecuada de 

celulasas ya que con una fuente de nitrógeno inorgánica se logra un buen 

crecimiento, pero si se adiciona proteosa peptona además de la urea como 

fuente:; or~nicas ee logra la máY.i.'T.a producción <le actividad (Mandels y 

Weber, 1969;Gupta,1972). La proteosa peptona es adicionada con el fin de 

disminuir la fase lag durante el crecimiento del microorganism.o y la Pr.2 

ducci6n de enzima. Es adicionada generalmente a una concentración corres

i;x:>ndiente a un décimo de la concentración de celulosa utilizada. 

Un componente que es necesario también tomar en cuenta en la formula

ción del medio de cultivo para la producción de ce!ulasas es el empleo de 

agentes surfactantes;Holme y Stranks (1970) establecen que el aumento en 

la producción de celulasas cuando se utiliza Tween. 8'D como un componen-

te más del medio de cnltivot palmita to o ésteres ce palmitato podría debe! 

se a un lento desarrollo del microorganismo causado por una limitación e:íl 
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el suplemento de oxi:;;d20 ya que el microorganismo es forzado a. desarro

llarse p:>r medio de tm metabolito limitado;otros reportes establecen que 

la causa de esta acción puede ser debido a un efecto sobre la permeabili

dad celular (Reese y ~~aGuirre, 1969~ 1971). 

Por lo que uno de loa factores q'Je afectan la actiVidad celulolítica prcdu -

cida de forma primordial es la composició~ del medio de cultivo (Saddler, 

1982). 

Otro factor q•1e influye directamente sobre la pr<Xlucción de las celulasas 

es la variación del pH en el transcurso de la misma, el pH óptimo para -

el crecimiento de !'. viride es de alrededor de 4 .. O y el de prcxiucción en -

zimAtica es de 3. O. Abajo de este pH las celulasas son inactivadas y el -

crecimiento se detiene abajo de pH 2.0 por lo que el control del pH en 

el rango de 3-4 es bastante importante para lograr la máxima prcxiucci6n 

de enzima (Dewey, et al 1980). 

Siguiendo el curso de prcxlucción de celulasa y el perfil del pH durante 

la misma en un cultivo en matraz inoculado con esporas es observado q:.re 

después de una fase lag de 2 dfas de duración ,la enzima comienza a apa

recer en el medio de cul.ti vo al mismo tiempo q:!e él pH disminuye rápid~ 

mente. El pH permanece alrededor de 2. 8 durante la fase de crecimiem:G1 y 

comienza a aumentar después de uno o dos días antes de que la celula~!L -

sea completa.mente cor~sumida. Los m:cdelos seguidos en la producción ciS: -

proteína son similares. 

Se ha observado q~.ie la actividad d~ !:;¿;ta -glucosird'..lsa perma.!!:::cr:: baja :: ~ -

rante el estadio de acumulación de c,~lulasa y n0 :.!parece hasta que el ¡;: -:-1 

comienza a subir .Después de que la celulosa ;:Uspcnible se cc:rns:..t.T.~, la -
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pro:iucci6n de enzima cesa. 

Es necesario considerar que la acti. vidad específica de la celulasa es mu

cho menor que la de otras glicosidasas que hidrolizan sustratos solubles. de 

esta forma se necesitan grandes cantidades de proteína para liberar azúca -

res de la celulosa.Debido a que el crecimiento y la síntesis de proteína r~ 

q;ñeren de que exista hidrólisis enzimá.tica de la celulosa y asimismo la -

hidrfilisis de la celulosa req:.iiere de síntesis de protefna, el crecimiento y 

la producción de enzima están íntimamente relacionados. 

Se llega a represión en el caso de las celulasas cuando la velocidad del 

catabolismo de los carbohidratos excede al requerido para la biosfntesis -

celular llegándose en este caso a una disminución o a un paro total de la 

sfntesis de enzima. Tal mecanismo de control se denomina efecto de la gl:..;¡ 

cosa o represión. catabólica, la cual es un fen6meno generalizado en los -

sistemas vivos. 

Mientras que la represi6:i catabólica puede explicar la disminuci6n o el 

cese de la prcxlucción de la actividad enzimátical! la estabilidad de la acti

vidad celulolltica extracelular se debe a otros factores.Se sabe igualmen:; 

que la mayor cantidad de calulasa es producida en el caldo de fermenta

ción después de q:ue la concentracióii de azúcares reductores residuales -

cae debajo del nivel crftico de 0.1 mg/rnl y Cüando el crecimiento alear.: -

za la máxima co:icentraci6n de células (Dewey, e: aJ. 1980}~ 

Se sabe que la ,¿lucosa a una concenrrací6n del 1% reprime la produccit.,

de actividad (Nisizawa, 1972) ya que se ha visto q:.ie creciendo al hongo 8r: 

gluco3a., el crecimiento es rápido pero los niveles de enzima ex::racelular 

son casi nulos.Si al cultivo se le a::liciona glucosa a una concentr.ici6n d~: 
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1% ya sea al inicio o dur.;late cualquier fase de la fermentación, la produE_ 

ción. de la enzima se detiene .hasta que teda la glucosa es consumida \Ma!!, 

dels, 1975).El papel de la celobiosa como inductor es complejo, pues a ba

jas co:icentraciones indu::e r a otras aproximadamente entre 0.5 y 1% re

prime la sfntesis {Mandels,, 1969).Se ha visto que la lactosa también indu

ce la producció.n de celulasas;a una concentración de o.s3 se produce a

proximadamente un 30% de la actividad producida en celulosa (Mandels. 

1975). 

Debido a que la celulosa es insoluble y no puede entrar a la célula~ se ha 

propuesto que un producto soluble de la celulosa es el actual inductor (M~ 

dels y Reese, 1959).De acuerdo a esta hipótesis, una pequeña cantidad de -

celulasa se produce constitutivamente y solubiliza un poce de la celulosa. -

iniciándose el proceso de inducción. 'Estudios realizados con ! . viride es

tablecen q!le una substancia debe alcanzar el sitio de síntesis enzimática 

para que sea considerada como inductor y de acuerdo a estos reportes -

~andels y Reese, 1957, 196J)l' la celobiosa ~un dímero prcrlucto de la hfjr6-

lisis de la celulosa ha resultado en algunos casos el verdadero induc:::r de 

estas enzimas .. Otros compuestos que poseen enlaces beta-glucosrdicos =o

rno la lactosa, la salicina y otros oligosacáridos pueden también acn.;.a:- co

mo agentes inductores aunque se ha 'risto {Mandels, 1972) que la sofc;.:-:::;a 

es 200 veces más activa que la celo!:ñ.osa y se encuentra presente err :a -

glucosa grado reacd vo co:i:o una i:npureza • Se presenta también corri.e ..::l 

contaminante en la glucosa preparada por la hidrólisis del almidón .. 

Otro factor q:m es nec¿sado consider:.iir elíl. la producci6rii de celula2j¿ -

es el de la preparaci6:A dcl in6culo ya q~e desempeña. u.m papel esenc:.~1 
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en la fermentación para la prooucción máxima de tales enzimas (Saddler, 

1982). ~na preparación adecuada del material de partida para producción 

puede reducir el tiempo necesario para el crecimiento de un rango de 5-

13 días hasta 4-5 días (Peitersen, 1975;Ghose~ 1969).Se ha visto que el u-

so de inóculos con tln tiempo grande de incubación en los q:.ie ya es po

sible detectar activ~dad celulolrtica disminuyen los rendimientos de pro-

ductividad tal vez debido a que los valores de azíicares iniciales en el -

caldo <le fermentación reprimen la formación de enzima (Mukhopadhyay 

y Ghose, 1969). Cuando se utiliza un inóculo de esporas, la fase lag exis

tente en la producción de celulasas es muy grande. Esta fase puede ser 

eliminada inoculando con un lOfo del cultivo crecido sobre celulosa por 

lo q:..ie en este caso el inóculo consiste de celulosa y micelio inducido. Con 

un l(J}S de inoculo de micelio la producción máxima es lograda a los -

4-5 dras comparados con 7 -8 días cuando se utiliza un inOculo de espo-

ras. 

Los métodos utilizados para el Ct!lti vo de microorganismos productores 

de celulasas son : (1) Cultivo estacionario en medio líquido. 

(2) Cultivo sumergido en medio líquido. 

(3) Proceso Koji, en el cual el microorganismo es ere-

cido en un medio húmedo s6lido. del cual son exttafdas las enzimas p::·3te-

riormente. 

Se ha prcxiucído celul.asa tanto en lote (Mandels, 1975) como en forms con . -
trnua (Mitra, 1975). A pesar de las ventajas po!tai"'1Ciales que ofrece el c;lti-

vo contlnuo, a la fecha los rescltados han sict;:i }?OCO satisfactorios d~:::.::~ 

principalmente a q:le se taponan con micelio fos conductos de centrada. ! 
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salida {}..1andels, 1975). 

La prcxlucci6n de enzima en fermentaciones en rote · se ve fa \""0recida -

cuando son utilizadas altas concentraciones de celulosa en el medio de -

cultivo y la fermen:a.::ión se realiza bajo condicio!ieS de riguru.3:0 control 

del pH~ temperaturai.etc utilizando para ese fin fermentadores a:.:i:o:natiza

dos (joglekar, et al 19.S.3). 

Actualmente las celW.asas son producidas por métodos de cultivo de su -

perficie pero el alto precio de las enzimas limita su urilizaciózn en la in

dustria biotecnol6gica .. Los trabajos recientes desarrollados para llevar a 

cabo la producción industrial de celulilsas utilizando ferment=:ci6.1 sumer

gida han sido probarlos Cmicamente a nivel piloto ya que la producción no 

resulra económica~ pero el actual desarrollo dentro de esta área en lo que 

respecra a nuevos cultivos o bien la optimizaci6n de los procesos existen

tes pueden ayudar a resolver el problema en un futuro cercano (Enari y 

Markkanen, 1977). 

Los componentes del medio de cultivo que resultan importantes desde el 

punto de vista econó:nico son la fuente de nitró-Jeno y la fuente de carbon:i: .. 

Se ha obtenido buen crecimienro de T. viride con nitrógeno inorgá.nico, 

pero u:Ja buena producción de enzima se realiza sólo con peptona. u otras 

fuentes de nitrógeno orgánico, las cuales por lo general resulta~ muy co,:;

tosas • Reciclando el micelio se pcx:irfa reducir el co3to de prod~.::ción alr.:;: 

dedor de 103 ya q:¡e se podría re~mplazar parcialmente la fuen:e de ni -

tr6geci~ (.:-Jystrom y Allen, 1976} y se lo6rada un tiempo de ferme:rntación 

co:-to. Con respecto a la fuente de carbo:lo algún ~arerial celultGsfrco di;! d::; -

secho p.:rlrla ser u~mzado, pero sería más ventajoso.si no se u:Uraara.11 • 
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prerracamiemoa fisicos o qUfmicos.Es posible mencionar a manera de 

ejemplo q·Je .una celulasa d~ I,_viride con Jna actividad de l.01 U/ml 

capaz de prod..tcir de 23 a 3C/7 to:-ieladas de azocar requiere de una can~ 

tidad de material celulóaico de desecho q'le va de 52 a 429 toneladas. 

Ta:nbién se ha intentado mejorar la proct..1cción de celulasas por medio 

de la selecció:l de nuevas cepas y de mucagénesis de las ya existentes 

(MonrencoJrt, 1977;Bailey, 198l;Nevalainen, 1981 ) y por la optimización de 

los medios de C<lltívo asr como de las condiciones de fermentación (Man 

dels, 1976;Ste~rg, 1979;Vilela, 1977). 

Por todo lo anteriormente expuesto es necesario continuar el desarrollo 

para la obtención de cultivos adecuados para tales procesos de hidrólisis 

asr como a la ~dmización propia del proceso con el fin de lograr la ut!_ 

lizacibn de la enorme cantidad de materiales celulOsicos de desecho dis

ponibles como S':lstratos potenciales para la industria de fermentaciOn. 

o 
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ABLA 3. Mecanismos bioquímicos que controlan la síntesis de celulasas 

y su actividad en T. reesei. 

ENZIMA Producto final Represor Inductor 
i.nhibidor. 

e elobiohidrolasa Celobiosa Glucosa Celulosa 
o metabolitos 

de la glucosa. 

Endo-glucanasa Celobiosa " Soforosa. 

Celobiasa Glucosa " Celobiosa. 

Ref. Montenecourt, B. S. and Eveleigh, D. E. (1979). 
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Ensayos utilizados para medir la actividad de las celulasas. 

La determinación de la actiVidad de las enzimas celulolíticas es com

plicada debido a la gran cantidad de sustratos celul6sicos asr como a 

la multiplicidad de las enzimas presentes en el sistema celulasa ya que 

es necesaria la acción sinérgica de las mismas para lo¿;rar niveles sig

r-..ificativos de hidrólisis. Los sustratos utilizados son en su mayoría ma

cromoléculas lo cual hace que resulte dificil su estandarización.El sus

trato ideal p<Xlría ser aquel de bajo peso molecular además de que fue

ra lo s1.1ficientemente especifico, desafortunadamente sólo para el caso de 

la beta-glucosidasa el sustrato reune tales características. 

Existen principalmente tres tipos de ensayos: (1) Los basados en la -

determinación de la viscosidad de las soluciones de los derivados solu

bles de celulosa (CMC, HEC) durante la reacción enzimática (Husemann 

y Werner, 1963;Ericksson~ 1969;Hulme, 197l;Almin, et al 197S;Guignard y 

Pilot, 1976). 

(2) Ensayos en los que se sigue el incr.amento del P":xier reductor du

rante la reacción enzimática hacia carboximetilcelulosa por medio de -

la determinación de azúcares reductores (Shoemaker y Brown, 197S;Wood 

y McCrae, 1977;Mandels, et al 1975) .• 

(3) Por medio del poder reductor como el punto a::irerior pero utiliza11-

do sustratos celulOsicos insolubles, ::io substitufdos ().'!andels, et al 1975; 

Shoemaker y Brown, 19i8). 

Los ensayos viscosi1m::~ficos son muy sensitivos y e.specificos para las 

enzimas de tipo eooo y han sido aplicados para morui:crear la activüa.J 
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de o:ras endo-po!isaca:ridasas.(Desveaux y Perch-aroa~ 1973). 

Los métodos que basan su d~terminació.1 en el aumento del pcxier re -

ductor miden tanto !a actividad celulolítica endo como exo.En estos pro

cedimientos las propiedades qurmicas y ñsicas de los sustratos utilizados 

pueden eventualmente conferir alguna especificidad a la prueba. enzimáti -

ca. De esta forma, la CMC soluble resulta ser adecuada para el ensayo de 

la actividad de endoJlucanasa mientras qae los sustratos insolubles como 

el algo:l6n y el papel filtro son adecuados para la determinación en con -

junto de las actividades endo y exo. 

La dificultad en desarrollar méto:ios para detectar las actividades en 

forma individual es que es necesario conocer cuales enzimas son las res 

pensables de la degradaci6n de la celulosa comple~mente1 por lo que se

ría necesario para el desarrollo de tales métcxlos una gran cantidad de -

datos bioquímicos asr co:no de técnicas específicas para cada caso. En la 

tabla 4 se puecfa o:tservar la gran variedad de ensayos existentes para -

la daterminación de la actividad celulolltica. 

Determinación de la actividad celulolrtica total. 

En tOO.as las determinaciones de la acti viciad celulolítica~ el sustrato 

debe ser semejante al utilizado para un proceso práctico de hidrólisis de 

materiales celul6sicos;por ejemplo: debe de ser un material insoluble q~ 

no sea fácil de hidro U zar, debe ser un material que pueda ser estandariZE. -

do. Otro factor importante que es necesario considerar es el tiempo de ~~ 

ci6n, dado que el sustrato es un material insoluble fibroso por lo qua es ::e 

cesarlo co:isiderar el tiempo requerido para que la enzima pueda difuné~=-
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dentro de la fibra asr como también el necesario para que los productos 

de hidrólisis difundan al exterior de la misma. Otra dificultad presente es 

la variaciO:i de la accesibilidad a los enlaces glucosidicos en diferentes -

regiones de la fibra, por lo que para lograr un resultado adecuado;Ios e!!. 

sayos requieren de un tiempo de reacció:i suficientemente largo para pe_!" 

mitir la hidr6lisis de una fracción apreciable de los enlaces menos acce 

sibles al ataque. 

El ensayo que resulta bas~ante satisfactorio para medir el sistema co~ 

pleto es el de papel filtro, arlemá.s de q:.ie es bastante reproducible y se -

realiza en un tiempo corto. Por lo mismo este métcx:lo es adecuado en el 

caso de que se pretenJa determinar niveles de producción enzimática para 

la selecci6:1 de nuevas cepas, mutantes o bien en fermemacio:ies monitorea 

das. 

También es posible establecer q~e la actividad en papel filtro se encue!!. .. 
tra aso:::iada a la actividad de beta-glucosidasa Qoglekar, 1983).Por lo mi~ 

mo, el papel filtro ha resultado ser un sustrato satisfactorio para medir -

la actividad celulolítica rotal y el ensayo está basado sobre la reaccióa ele 

las enzimas solamente sobre las regiones más susceptibles del sustram .. 

Ademfts, la actividad de exo-beta -D-glucanasa medida por la hidrólisis 

de papel filtro representa una de las formas más convenientes para p:xb-r 

establecer la milidad de una preparación celulolrtica para una sacarific2 -

ció!l prActica. 

Con respzcto a las endog:lu.::an:isas es p,::i¡aible menciorm.r que el mejor -

sustrato para la medida de su actividad es el derl vado soluble d~ la ce-

lulosa~ la CMC .. Este sustrato :~3. sido empleajo tanto para medir la dist1: .. ~ 

nució:-i de fa v1sco.sidad o bien para la projl!.!.:ci6:i je azúcares reductore_,::,· 
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pero las :enzimas sólo rompen los enlaces entre un1dades de glucosa no 

substituidas siendo la filjr6lisis linear s6lo en un 12% (Man:iels~ et al -

1969).La. presencia de las exo-glucanasas no afecta este ensayo por lo 

mismo resulta adecuado para la evaluación de prep.:iraciones crudas. 

Para la determinacióa de la beta-glucosidasa existen pocos pro::ilemas 

ya que esta enzima hidr&iza tanto a la celobiosa como a los reta-1, 4 -

oligosacáridos hasta glucosa. Por lo general es determinada utilizanjo a 

la celobiosa como sustrato (Selby y Maitland, 1971)' pero puede utilizarse 

también un pseudos"1strai::o, el para-nitrofenil-bata-glucósido (Woo:l,. 1968). 



TABLA 4. ENSAYCS FARA MEDIR A.C:IVIDA.D 
.DE CELULASAS 

ENZIMA 
CEI.0:BIA8A 

beta- glucosidasa 

EBXO-beta-1,4 GLUCi• 
lli.SA. 

CMC"'aaa. 

EXO-beta-1 1 4 GLUC.k
L\Sl. 

Glucocelulaaa 

Celobiohidrolasa 
CBR 

º1 

et+ 0x 
j,vicelase. 
Ridrocelulasa 
FF'asa. 

Factor de hin -
cha:ciento. 
celulasa 

SUSTRATO 

celobiosa 
cel o:iextrinas 
salicina 
p--Nitrofenil-beta 
gluc6sido 

carbo:ci.metil celulosa 

celulosa amorfa. 
celulosa Walseth 
celodextrinaa. 

celulosa amorf'a 
celulosa Walseth 

celulosa criatali?J& 
.lvioel 
<:elodextrinae 

celulosa cristalina 

Avicel 
Hidrocelulosa 
:papel :fi tro 

algod6n 

papel :fil~ro 
hilo 

celulosa teñida 

PROTIJCTO m:;:;no. 

glucosa 

saligenine 
p-Ni trofenol 

d.iaminuci6n de 
viscosidad. 

azúcares reduc
tores. 

glucosa. 

celobiosa. 

párdida. de peso 

azücares reductores 
reducci6n en la D.C 
az~cares reductores 

absorción de ~lcali 

maceraci6n. 
pérdida da rasiateE: 
cia. 
p~rdida de color. 

Ref. M3.ndelsM.,Andreotti R. y RocheCH .. :Biotechnol. & Bioeng. Sy.:.-, 
No. 6, 22 (1976). 
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Sacarificación enzimacica je la celulosa .. 

Se han hecho ·1arios intentos para desarrollar una metcxiologia que permi -

ta efectuar el esaa.lamienro:o del proceso de sacarificación, pero existen va-

rios factores que es necesario mejorar o cambiar antes de llevarla a cabo, 

entre ellos figuran los ya mencionados anteriormente pero además entre kJ:; 

más relevantes es posible mencionar los sig-uientes: 

a). -Insolubilidad del sustrato. 

b). -Suspensiones de celulosa a bajas concentraciones; uno de los mayores 

problemas que se presentan para lograr un.a buena eficiencia en la conver-

sión de la celulosa, es lograr una suspensión inicial adecuada; se sabe que -

no es posible obtener una suspensión arriba del 5-103 y aún esta suspen-

sib:i resulta muy espesa. 

e). -La velocidad de hidrólisis disminuye cuando se alcanza cierto grado 

de hidrólisis ;se ha visto en bagazo que ésta se retarda alrededor de un -

30% de hidrólisis y llega a ser casi cero cuando se llega al 703 de hidró-

lisis, parece ser q:.ie este efecto es causado por una disminución de la s1.1S-

ceptibllidad del sustrato causada por removimiento de la regH'.>n lábil y no 

por la inactivación o inhibiciOi.1 del producto como se pensaba (Garcra Mar 

tinez~et al 1974). 

Comparación entre la hidrólisis enzimática y la hidrólisis ilcida .. 

La hidrólisis de celulosa puede llevarse a cabo por la acción de ácidos :; 

con enzimas obtenidas de los microorganismos celuloliticos.Las enzimas -

resultan más eficientes q:.ie los ácidos .. Un estudio comparativo efectuado c::1n 

tres sustratos celulósicos (CMC, celulosa ~\7alseth y fibras de algodón) .:!em~ 

tró que alrededor de 105 más cantidad de ácido es necesaria para logra!' 
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el mismo gra::io de l)idr6iisis CúJipa:rado co.'1 las eP.zimas (Ree.:=ie, 1956). A 

nivel molecul<?-r es mayor la disparidad entre los dos métcxios, ya que el 

peso molecular del HCl es 36 y el de una celulasa de aproximadamente 

63 000 por lo q'...Ie alrededor de 108 moléculas de HCl son necesarias pa-

ra efectuar el trabajo de una simple molécula de enzima bajo condiciones 

definidas (Whlraker, 1954). 

De igual forma, la hidrólisis enzimática es una r~acci6.a más específica 

ya que el ácido ataca enlaces 1,4;1,6;1,2 o 1,3 y las enzimas celulolíti

cas conocidas actúan únicamente sobre los enlaces bera-1, 4 {Lin, 1967). 

Los datos publicados sobre la hidrólisis son insuficientes ya que el me-

canismo bioquimico acm es oscuro. De ecuerdo a los reportes del mooelo 

cinético de la hidrólisis de la celulosa parece no tomarse en cuenta la -

inhibición por producto existente. Varios trabajos sugieren que el grado 

de hidrólisis varia de acuerdo al tiempo de co.:itacto entre las celulasas 

y la celulosa (Flora, 1964;Dixon y Webb, 1958). También ha sido mencio:za-

do que la velocidad de hidrólisis decrece cuando aumenta la cristalini;:fa::i 

del sustrato. 

Uns prueba em:re la diferencia existente entre el mecanismo de la ndró 

lisis ácida y enzimática de la celulosa es q~e esta Ciltimu causa una ::-n:mor 

velocida:l de despolimerización qJe la hiJrólisis ácida. La razón mé.s pro

bable de tal diferencia parece estar relacionada con el tamaño rela'.'.li'i.-.::;i de 

los dos catalizadores y su capacidad de lo-Jrar permear la fina estn.r:'.C:.Jra 

de la celulosa, Moléculas largas (P.M. 25 uGO - 67 000) son nece·:-ar~:.'! p..i-

ra penetrar den~ro del espacio intercrismHno l?Xísteni:e y sólo a la ;':'".::-:i 
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actividad ca.talrtica presente, todas ias cadenas de celulosa que puedan estar 

en con:racto con la molécula de enzima son rápidamente hidrolizadas hacia 

azúcares solubles. Por otros lado, las relativamente pequeñas moléculas de 

ácido capaces de difundir dentro de los espacios reducidos de la porción 

intercristalina puedern atacar enlaces glucosfdicos que no se encuentran ac

cesibles para las moléculas de enzima. Ademá.s la hidrólisis enzimAtica o

frece otro tipo de ventajas, como son: 

La enzima hidroliza especfficamente los enlaces beta-1, 4 mientras que 

el ácido ataca todos los tipos de enlaces glucosfdicos aún los de otr•;JS 

tipos de polisacáridos asociados a la celulosa. 

Son necesarias altas temperaturas y altas concentraciones de ácido para 

q:.ie se p:ieda realizar la hidrólisis y se producen substancias tóxicas por 

lo que los productos derivados de ella no serían útiles para fines alimen

ticios, ni aún para el inicio de otras fermentaciones. 

En la tabla 5 se puerlen observar las diferencias más significativas entre 

los dos tipos de hidrólisis. 
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1 ABLA S. iabia comparativa entre las diferencias existentes entre la 
hidrólisis ácida y la hidrólisis enzimática de materiales celulóslcos. 

HIDROLISCS 
A CID A 

Pretratamiento Puede ser necesario. 

Velocidad de 
hidrólisis. 

Temperatura 

Presión 

Productividad 

Interferencia 
por productos. 

Proceso industrial 
utilizado actualmente. 

Factibilidad económica. 

Rápida (minutos} 

Alta (200º e ) 

Presurizada. 

Varía dependiendo 
del material utilizado 
y características del 
proceso. 

Probablemente. 

sr, (Unión Sovietica) 

? 

Ref. Linko, M (1975). 

HIDROLISIS 
ENZIMA TICA. 

Necesario. 

Lenta (horas). 

Baja (45ºC ). 

Presión atmosfértca. 

Varia dependiendo 
del material utilizado 
y características del 
proceso. 

No necesariamente. 

No, (sólo en planta 
piloto). 

? 
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Pretrata.miem:os utilizados para incrementar la sacarificaciOn enzimáti -

ca de la celulosa. 

La celulosa nativa, es muy resistente a la hidrólisis enzimática;la es-

tructura cristalina y la presencia de la lignina la protegen de forma. e-

fecti va co:?tra el acaque de las cehtlasas, haciendo que el proceso de hi-

d:rólisis sea lento e incompleto. Para realizar un proceso hidrolrtico prá~ 

tico. es necesario tratar al material celulósico de alguna forma previa al 

uso por las enzimas. 

Se ha visto qae la velocidad y extensi5n de la sacarificación depende de 

la naturaleza y el pretratamiento dado al sustraro, así como de otros -

factores como la concentración de enzima y sustrato respectivamente (re-
' 

!ación enzima/sustrato)1 inhibición por producto y estabilidad enzimática. 

Ha sido posible obtener hidrolizados realizados a pequeña escala con -

rendimientos de hasta 303 de glucosa utilizando para ello concentracio

nes de enzima y sustrato pretratado (molido en un molino de bulas) el~ 

vadas (5Q%), así como un tiempo de reacción largo (14 dfas) (Katz y Reese, 

1968) .. 

Hasta abora, la concentración de sustrato que ha resultado más econ6-

mica es cercana al 10.~ (Toyama y Ogawa, 1975). 

La mayoría de los sustratos utilizados en sacarificaci6n requieren de 

un pre!:ra.tamiento, se sabe que el molido en un moiino de bolas reduce 

la talla je partícula incrementando la capacidad de hacer suspeinsione:::: 

de celll.!fosa a ~Utas co51centraciones y también la superficie reactiva dis-

ponible pa.ra el ataq·Je enzimático. 
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Los pre!ratamientos d~ los materiales celulósicos se enc'1entran orien

tados a lo-¿rar una pér.Jida de la estructura altamente cristalina de la -

celulosa y su posible exrensión a las zonas amorfas;asr como a la re

moción de la lignina q~e resulta un paso esencial ya que la mayoría de 

los sustratos po~enciales para ser usados en un proceso de bioconver

si6=i se encuentran bastante lignifica.dos. 

El aspecto esencial de wi pretratamiento es 10<órar disminuir la asoci! 

ción pro!ectora entre la lignina y la celulosa, aunq:i~ se sabe también q:.ie 

no es necesario ramO"ier o alterar coda la lignina para lograr aumentar 

en forma significad va la susceptibilidad al ataque enzimático, aunque esto 

depende en gran parte del material celul03ico t:m cuestión, pero parece -

ser que existe un rango del 20 a 653 de lignina que tiene que ser alte

rada para lograr aumentar en forma significativa los rendimientos .. 

En la tabla 6 se agrupan los métc.das de pretraramiento más utilizados 

para tratar de aumentar la susceptibilidad a la hidrólisis de los materia 

les celulOsicos y de acuerno a esto p:¡ede decirse que existen tres tipos 

principales; los qurmico.3 

los ffsiscos 

o los biológicos. 



-6G-

Trata.."Dientos quúnicos. 

El tratamiento de celulosa nativa con soluciones de sosa arriba del 

17% causa un hinchamiento extenso y separaci6n de los elementos estruc

turales produciéndose fibras con diferente grado de cristalinidad. La celu-

losa tratada con álcali es hidrolizada por ácido un 40% más rápido que -

si se utiliza celulosa nativa (Millet, et al 1975).0tro tipo de pretratamiento 

que se ha incltúdo recientemente en e.ste grupo lo constituye el d.e un tra-

tamiento a alta presión de vapor, aunque no involucra por sí mismo una 

reacción de tipo qufmico,. el rompimiento de los ~rupos acetilo que se lo

gra hace que ocurra una acidificación del medio lo cual favorece la ac-

ción hidrol!tica. 

Los métodos convencionales de pulpeo tales como los procesos kraft y 

sulfito son tratamientos que entran dentr0 de esta clasificaci6n, pero resul-

tan muy costosos por lo que se ha pensado en órras posibilidades entre 

las que figu -ran: 

Tratamiento gaseoso con d16xido de azufre, el cual no remueve la lignina 

pero incrementa marcada.111ente la digestibilidad. 

Alcohólisis de la lignina con metano! o etanol usando pequeñas cantida -

des de ac. clorhfduico1 sulffirico o fosfórico • 

.axtracción de la lignina con acetona,,dioxano u otros solvent1;,; orgánicos 

en presencia de los mismos á.cidos. 

Lisis de la lignina bajo condiciones de acides débiles. 

Pulpeo hidrotrópico con sales como benzoato d~ so.:iio o sulfo.mno de 

xileno .. 
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P'J.lpeo con ac. n!trico. 

Pulpeo con oxígeno y Mcali en una sola etapa. 

Con respecto al empleo de los ~idos es posible decir que existen limi-

tantes en lo que se refiere a su uso ya que ademiis de resultar costoso, 

el material tiene que ser lavado y neutralizado posteriormente 1 lo que OC,! 

siona pérdida del material y da lugar a problemas asociados con la dispo-

sici6n del desecho como a efectos de toxicidad. 

Tratamientos ffsicos. 

La velocidad de hidrólisis de la celulosa está en función del a.rea de 

superficie accesible a la enzima •. Reduciendo la talla de partícula se puede 

exponer mayor superficie para el ataque por las enzimas. 

La celulosa molida y calentada pierde su carácter cristalino natural -

casi completamente y se logra aumentar la susceptibilidad al ataque en

zimá.ti.co. (Katz y Reese, 1968). Una. explicación de este efecto es que riay 

una superficie de exposición mayor debido al efecto de molido, al mismo 

tiempo que se produce un efecto combinado con los cambios oxidatlvos -

producidos por el calentamiento con lo cual se logra un awnento en la velo 

cidad de hidratación del sustrato asociada con el incremento en su solu-

bilidad (Ghose, 1969).Han y Callihan (1974) estudiaron el efecto del tama.~o 

de partrcula sobre la digestión del bagazo de caña y encontraron que cu~ 

do el tamaño de partícula fué reducido debajo de 60 mnllas,l·i digestibili'Jañ 

aumentaba notablemente pero concluyen que el molido no resJl.ta econó-

micamente prActi.co para la producci6n a gran escala. 

El molido es efectivo para sustratos altamente cristalinos y bastante ll;;-

nificados siempre v cuando el - d ~ ta.'Tl!ano e partícula sea lo suficientemernt,:-
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adecuado. Pero el inconverJerire de esta proceso radica en que utiliza mu-

cha energía y por lo mismo es muy costoso. 

Ahora bien, el efecto de la temperatura también ha sido estudiado a este 

respecto;el simple calentamienro de la celulosa a 200°C utilizando keroseno 

o aire seco aumenta también la velocidad de hidrólisis de los materiales 

celulósicos. Pero considerando que es necesario un período de calentamiento 

de cuando menos 30 brs para lograr un aumento de velocidad de hidrólisis 

de alrededor de 35% y una producción de azúcares incrementada sólo un 

25%t el tratamiento térmico deja de ser interesante para fines comerciales. 

La radiación es otra clase de pretratamiento que se ha pensado podría 

ser empleado, rompe las moléculas de polisacárido, sin embargo a dosis 

altas ocasiona que los costos seeleren más para su posible aplicación in

dustrial {Millet, et al 1975}, ya que la velocidad de hidrólisis de celulosas 

altamente resistentes a la misma se incrementa marcadamente mediam:e 

reacciones arriba de 107 roentgens, lo que implica un costo cercano a 

150 dólares por tonelada de sustrato. 

Tratamientos microbiológicos y/o enzimáticos. 

La delignificación biológica de la celulosa., es una ?Jsibilldad interesante 

de realizar;se han hecho intentos por este medio con el fin de descom!X'ner 

la lignina e incrementar la digestibilidad del material pero los resulraé-_cs 

obtenidos no han sido convircentes (Kirk y Moore, 1972:Han, et al 1975 bJ. 

En la naturaleza, la madera es descompuesta por los hongos llamados 

de la pudrición de la madera, pertenecen a la familia de los Basidiomice:os. 

Sobre la secuencia exacta de las reacciones necesarias para la soluti

Uzación y I o depolirneriz.aciOn, sólo se eonoce algo al respecro:pero -
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estudios recientes indican que la degradación llevada a cabo por los hon

gos de la descomposición de la madera implica tamo oxidación de las ca

denas laterales corno un rompimiento oxidativo del núcleo aromático c;lel -

polúnero. 

Sin embargo, un pretratamiento natural conocido, es el realiz.ado durante 

la formación y descomposici6n de la turba. La lenta, pero natural descom~ 

sici6n de este material, hace que la celulosa y hemicelulosa se vuelvan más 

susceptibles a la acción de la hidrólisis enzimática sin que sea realizado 

pretratarniento alguno. En este caso, los factores económicos dependen de -

dos elementos opuestos ya que la descomposción de la turba hace que la -

hidrólisis sea fácil de i:ea1 izar pero también ocasiona una pérdida de ce~ 

lutosa y hemicelulosa . 



TABLA 6 

METODOS DE PRETRATAMIENTO UTILIZADOS PARA AUMENTAR 

LA SUSCEPTIBILIDAD ENZIMATICA DE MATERIALES CELULOSICOS. 

FISICO: 

TIPO 

Molino de martillos. 

Molino coloidal. 
Molino de bolas. 

Molino de rodillos. 

EXPLOSION DE VAPOR. 

220-240°C 
600 lbs/psi2 

HINCHAMIENTO EN ALCALI. 

(Na OH) 

DELIGNIFICACION: 

Pulpeo Qu!mi.co. 

Biol6gica. 

DISOLUCION Y PRECIPITACION; 
Hidracina. 
Tartrato f~rrico. 

Sosa. 
Cuproamonio. 

VENTAJAS 

Poco costoso. 

Mejor manejo. 
Efectivo. 

Se logra alta 

concentraci6n en 

las suspensiones. 

Efectiva y 
poco costosa. 

Moderadamente 

efectivo y poco 

costoso. 

Moderadamente 

efectivo. 

Ahorro de enzima 
y espacio en el reactor. 

Efec~ivo. 

DESVENTAJAS. 

No es efectivo. 

Gasto de energía intenso. 
Costosa. 

Se logran bajas concentraciones 
en las suspensiones. 

No es efectiva para maderas 

blandas. 

Bajas concentraciones en las 
suspensiones. 

Se debe lavar a neutralidad. 

Costoso,baja concentraci6n 

en las suspensiones. 

Contribuye a la poluci6n. 

Lenta. 

Baja concentraci6n en las 
suspensiones.Costoso.Dificultad 
de manejo.Polución. 

Acido concentrado. _________ ....:.::...:.:;;.;:.:........::...::.::..:~:..::.::.::..:~--------------------------------
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ObtenciX. je cepas hip~:"'productor.i: j.,; celw.la5as por m..1ragénesis 

Mediante la obtención ~e cepas mutantes se ha lcigrado incrementar la 

actividad de celulasa, los reportes existentes sobre la prcx:iucción de mu -

cantes prcxLictoras de cet..Jlasas en las que se ha logrado incrementar la 

secresión de enzima ha~ .sido en Neurospora crassa y Trichoderma viride 

(Myers1et al 1966 y Ma:'"'}iels, 1971) • 

Neurospora crassa pos~e un gene rcgulatorio para la actividad hacia ce

lobiosa y CMC (Myers7 !Soo) que es distinto del gene regulatorio para la 

actividad de beta-glucosi.::asa aunque se encuentran presentes los tres tipos 

de actividades en la cepa original Qurasek, 1967) .• En el caso b!e '!· viride 

los incrementos iniciales logrados en la producción enzimática fueron lo

grados optimizando las c:mdiciones del cultivo (Reese, 1969}, pero incremen - · 

tos posteriores se consfg-.::ieron con la obtención de mutantes a partir de -

la cepa original QM6a (f'~!andels, 1971) mediante irradiación de conidias con 

un acelerador lineal designándose a la cepa obtenida como QM 9123 la cual 

produjo el doble de activ.i2ad en comparación a la cepa original. Un poste

rior tratamiento de esta cepa dió lugar a otra muunte7 la QM 9414 con nive_ 

les de producción enzim~ca mucho más altos. (M~dels" 1971, 1972). Esta m_E 

tante posee a.demás la ca;:acidad de producir altos mveles de procefua la cual 

es rápidamente excretada al medio de cultivo. En la tabla 7 es posible ob

servar la procedencia de imdas las cepas de Trichoíerma viride. 

Ahora bienf" la srntesis -=:e las celulasas es controlada por un mecanismo 

de inducción y represión ...:atabólica. Las celulasas son un complejo imlucfüle 

de enzimas en Trichoder:::-.a viride (Nisizawa, et al 19?l;Mandels, 19Sü';Ma¡¡jels 

y Reese, 1959'), pero ha siizi reportada como constit:ut:i-:;a en Pseudomonas -
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fluoresens (Suzuki. l~""'-5). 

La ra.z.6n de que sóto tres a c:.:;s:ro veces haya sido p:>sible incrementar 

la simesis de celulasas en el cas;: de Trichoderma viride puede ser un í.!! 

dice de !a carsncia ce un sistema ce inducción para las celulasas (Stenberg, 

l 975:M:an.cels, et al 19:1. }. Otra ra~::; podría ser !a cantidad de proteína en

zimatica necesaria para la reauz.~:::f.~n de la bifu'Olisis de la celulosa .Los 

microorganismos hftf-'ler .. :>roductores secretan alrededor de 2 mg/ml de pro

teína (Nlsizawa, et al 1972} lo cuau es un criterio suficiente para eliminar 

la posibilidad de que ésta sea au..":!en...tada varias veces. 

La celulosa es cozwertida prind?@!mente a ce!obiosa y glucosa durante 

la hidrólisis enzimática:por lo que ra celobiosa estimula la producción de 

celulasas si el crecimiento del honf.O se encuentra restringido por el cuI

ti vo bajo condiciones S'l...IDóptirnas (i\!aooels y Reese, 1959) por lo que ha sido 

asurnioo que la celobiosa es en alg-.:ros casos el inductor natural para la 

sfntesis de la celul~sa. Pero, el inc!:z:cror más eficiente hasta ahora cooocido 

es la sofOrosa. 

La soforosa, no es t:n producto de Ia degradación de 13 hidrólisis enzimá -

rica p::>r lo que oo re;zresenta un ir::."':rctor naturaTI ya que de otra f0rm8 !de

bería de ser sintetiZGOO· durante l<i fase de inducción. 

Las mutantes obtenidas con T. i:.-~::r~de son representativas de un gru?!ii 

de rnutam:es en las c~ues las carac!eristicas fisiológicas en cultivo st.:n:er

gido no son paralelas a Ras obtenh:f3s en placas de agar (Montnecourt y 

Eveleig:1. l 97'9). La cep:: mutante l\iG J.4 es sólo ¡p3rcialmente resisH"lte ~ 

represión C3tnbólica, na cepa e 30 ats~:lCJ por mutci;énesis de }3 ~G i..; 8"i: 

resistem~ a: represión c:it<1bóhca y ~till!ce casi ~.:i misma acc:i;1fc3d en .~ 

pel filtro er-J presenci~ :'.e glicerol -=.: s:-: como c:.::aooo es crecida ímkar;.<;;-:!e 



-67-

sobre celulosa. Es resistente a represión catabólica hasta concentraciones 

de 5% de glucosa.Ambas cepas, la C 30 y la "NG 14 muestran un incremento 

de alrededor de 15 a 20 veces en la actividad celulolitíca si son comparadas 

con la cepa salvaje (Andreotti, 1980) de igual fOrma producen alrededor de 

20 mg/ml de proteína extracelular. 

Stenberg (1975) establece cuales podrían ser los criterios a seguir en el 

caso de la realización de estudios sobre mutagénesis : Selección de mutantes 

controladas, tales cerno las que podrían estar presentes en productores cons 

tirutivos de celulasas. 

Mutantes que reduzcan al mínimo la producción de otras proteínas que 

no sean celulasa, permitiendo mayor cantidad de prescursores proteicos ;ara 

la producción de estas enzimas. 

Mutantes que hiperproduzcan algún componente del sistema celulasa en es

pecial, con lo que podría obtenerse posteriormente un complejo enzimático -

más activo por la mezcla de diferentes filtrados de cultivo. 



1 
TABLA 7 

Trichoderma reesei 

l 
1 QM 6a 1 

1 
J 

celerador li:te.ar uv 

~ 1969 1976 

celerador linear 
I 

Nitrosoguanidin3 

IQM 14141 1971 J Nll41 1977' 

l 
abicidina-UV uv 

+ 1977 rlao] 1979 

1 
uv uv 

1MCJ77] 1977 1 Jaorl 1979i 

Procedencia genética de las mutantes celulolíticas de T~ reesei , in-

~icando el año de su aislamiento. 

Ref. Montenecourt, B. S. and Eveleigh1 D. E. {1979) 
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Apllcacio'.les de las celulasas. 

Aunque so'.l varias las posibles aplicaciones de las celulasas, aún no 

existe un mercado mínimo en comparación a otras enzimas. pero la -

.rr:a yorra de éstas serra en Areas alimenticias y farmaceQticas .. por lo 

que las aplicacio:les de las celulasas pueden ser divididas en dos cla-

ses: 

a} El uso directo en procesamiento de alimentos o en preparaciones 

alimenticias para animales, en procesos farmaceúticos y también en el 

co:itrol de la poluci6n. 

b) Hidrólisis de la celulosa para tener sustratos disponibles para o·-

tras fermentaciones con lo cual sería posible o!:>tener una gran varie-

dad de productos (Ga<len, 1976). 

Por lo general algunos usos mencionados para las celulasas se vie

nen aplicando en Japón, los otros usos potenciale~ aún no son aplicables 

ya qJe a la fecha no resultan económicos .. 

Dentro de las posibles aplicaciones potenciales de !as celulasas y las 

que se les dan actualmente se pueden mencionar: 

Procesamiento de alimentos: 

_Aumentar digestibilidad. 

_Prod:JcciOo de vegetales unicelulares. 

_Extracci6n de aceites, jugos, proteínas y saboriz&ntes de frutas y ve-

ge tales. 
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_Remover 1a cubierta de la semilla del frijol de soya. 

_Recuperación del agar. 

_Tratamiento de los granos de arroz para producción de sake. 

Para lograr mayor solubilizaci6n de las materias primas en la elabora-- . 
ción de cerveza. 

Alimentos Animales: 

_Aumentar la digestibilidad del forraje. 

Procesamiento de los residuos de la madera como alimento. 

FarmaceGticos: 

_Ayuda digestiva. 

Eliminación de fibras indeseables. 

Control de la Polución: 

_Digestión de residuos de excresi6n en fosas sépticas y drenaje. 

Disminución de loa desechos sólidos en los depósitos municipales. - -

Fermentación: 

Producción de azo.cares solubles para la síntesis de metano~ etanol, glice-

rol, ac. crtrico, ac. lAcdco, vitaminas, antibióticos, proteína unicelular. etc. 

Celtdasas Comerciales. 

Desde 1961, se producen industrialmente preparaciones enzimAticas a par-

tir de T. virlde y...!!:..· niger. De las dos, sólo la celulasa de Aspergillus es

tá aprobada para fines de elaboración de alimentos. 

La celulasa de A. niger contiene sólo pequeñas cantidades de exoglucanasa 

ya que en su mayoría. estA cpmpuesta de endoglucanasas que tienen la pro

piedad de reducir rápidamente la viscosidad de gomas de celW.osa soluble. 
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E'sto ayuda en al incremen~o de las vralocidades de filtración cuando :;on 

procesados di:fereñtes materiales de origen vegetal. 

La celulasa de T. virlde ha encontrado aplicaciones en la industria pro

cesadora de desperdicios, aquí iormas altamente ordenadas de celulosa pue

den ser reducidas a azo.cares simples para ser utili<ados por los microorga 

nis:nos presentes en los mismos. 

Las principales compañías manufactureras de celulasas son: Kinki Y aklll.t 

Co Ltd, Nishinomiya factory, la cual produce la celulasa Onozuka a partir 

de!:. viride y la PAN-celasa BR también a patir de este microorganismo 

que es utilizada para la elaboración de sake;Agent Zennion Seikagaku Co 

Ltd, Nishinomiya factory, que produce .Macerozyrne a partir de Rhfzop•13 sp-; 

I~iji Seika Kaisha Ltd que produce la llamada Meicelasa a partir de -

T. viride para usas farmacel1ticos. Ueda Chem Ind Co Ltd que produce la 

Cellosina a partir de A, niger que ti.ene diversos usos. {Toyama,1970). 

En los Estados Unidos de Norteamérica, Rohm & Hass Co,. que prod..ice ~ 

lulas1 a partir de T. viride, con fines farmace(lti.cos;Miles Laboratories -

que produce una enzima bastante pura udlizando _!:. viride,. esta enzima eB 

el principal comp:>nente de una celulasa industrial desarrollada por Mei1i

sika Kaishna Ltd (Faith W.T.,et al 1971) 

Las compañías alemanas Rohm & Hass, Boenieger Manheim producen cela

lasas para uso farmaceO.tico y mejoramiento de alimentos.De hecho ha.'1 ie

sarrollado un proceso basado en fa. separación de células por acción enTi

mAtica para prcxiucir pureé de zanahoria casi libre de fibras. 

En el reino Unido la compañía ABM Ltd produce celulasas con fines ra=

maceru:icoe. (Faith, 1971). 
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El bagacillo de cai:ia de azúcar como modelo d~ material celulósico. 

Los materiales celwósicos son sintetizados en la naturaleza a razón 

de 70 X 109 toneladas anualmente (Reese, et al 1972).La suma de la 

cantidad de los materiales fibrosos de las plantas en el mundo es muy 

alta encontrándose entre lo.s más importantes el bagazo de ca5a y alt;~ 

nas pajas, q:.te corre~ifden a la clasificaci(h"l. de residuos agrícolas. En 

la tabla 8, es posible apreciar la disponibilidad de tales materiales. 

Sólamente en México, durante 1981 se produjeron 10 ff}7. 7 miles de -

toneladas de bagazo procedente de la extraccioo de azúcar C(}.3 un 35. 23 

de caña molida (SPP,, 1982).Aunque el bagazo se ha utilizado en la pro

duccioo de energía y de pulpa de celulosa, el bagacillo en general es sub 

utilizaao, en el acoo.:licionamiento de la fibra de bagazo para obtener p:.i! 

pa. ~se producen aproximadamente 80 000 tonelazlas anuales de bagacillo-. 

Los usos que se le han dado al bagazo de caña· en nuestro Pafs, son -

entre otros: a) Elaboraci6n de papel, en el cual partii:;.l>a sólo la fibra -

q:ie es de mayor ta.'1laño de partrcula que la médula. 

b) Obtención de fürfural: parre del bagacillo es sometido a un proce

so ttcido para la o:Xenci6n de furfural, el cual es un producto de los p::r::.2 

sanos q:.ie forman la hemicelulo.aa. 

e) Gamo combus~ole : produciendo la tercera parte de en::rgfa, en cc,:::

paraci6n con el aceire, teniéndose q :.ie hacer uso de hornos t!sp..;ciales. Es

te es el uso q~e a la mayor par..e del bagazo 1:.pe se produce en un 'in;;;

nio se le da. 

d) Forraje: mezclado con melazas. 
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e} U.sos diversos : obtención de alfa-celulosa~ plásticos y como acondici~ 

nador de suelos. 

Dentro de los prciLH!tos derivados de la fibra de bagazo figuran: la pas

ta de papel, tabla prensada y aislante, cartón y papel para corrugar así co _ 

mo el furfural.De hecho, s6fo1 el 10% del bagazo prcxiucido es usado come! 

cialmente, el resto se quema como combustible en los hornos de los inge

nios segO.n. sea la eficiencia térmica. de cada uno en particular, pero el -

promedio es de un 703 del bagazo el que se q1.1ema. Es importante resal 

tar que los o!Jjetivos perseguidos en la molienda. de la caña además de la 

extracción de la m~or cantidad de sacarosa, otro es entregar del filtimo 

molido, bagazo tan seco q:.ie pueda ser quemado eficientemente en las cal

deras del ingenio (G"NPASA.1978).Pero este uso,. resulta muy poco eficien

te p';lesto qae una libra de bagazo produce generalmente 2.4 lbs de vapor 

a la presión usual de las fibras de azocar. Una libra de petróleo para -

quemar, puede producir 14 lbs de vapor en condiciones eficientes de fun

cionamiento de las r~lderas. Se puede decir que una tooelada de bagazo 

de caña molido con un 40% de humedad es eq:.iivalente como combustible 

a 0.18 toneladas de aceite combustible, a O. 15 toneladas de gas natural 

o a O. 55 toneladas de madera seca. El valor calorlfico del bagazo es en 

promedio de 2 340 Kcal/Kg en el caso del valor calorlfico grueso y de 

1 920 K cal/Kg para valor ealoriñco neto resultanio esta Oltima la más 

real del poder de calentamiento del combustible considerado.Si se com

para este poder de calentamiento del bagazo con otros combustibles {T~ 

bla 9) se puede observar que es de los más bajos. 
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TABLAS 

Disponibilidad Estimada de materiales celulósicos de plantas 
fibrosas. (no maderables). 

~L\ TERIAL DE DESECHO 

Bagazo de caña 

Diferentes tipos de paja 
(trigo, arroz. etc) 

Fibras duras 
Uute, kenaf, arroz. etc) 

Fibras de hojas 
(sisal, abaca, etc) 

Junco. 

Fibras de algodón. 

Ref.. Virkola, N-E.(1975) 

DISPONIBILIDAD POTENCIAL EN 
EL MUNDO DE ACUERDO A LOS 
METODOS DE RECOLECCION AC
TUALES, (1000 Tbns. métricas)~ 

55 000 

88 500 

6 099 

904 

30 000 

13 500. 
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Tabla 9. Valores caloríficos de diversos tipos de comb:.istibles. 

TIFO DE COMBUSTIBLE VALOR CALORIFICO VALOR CALORIFICO 
GRUESO NETO 
(Kcal/Kg) (Kcal/Kg) 

Aceite combustible 10 000 9 300 

Gas natural 12 250 11 200 

Madera (303 de humedad) 3 225 2 800 

Madera (153 de hu.rnedad) 3 990 J 600 

Bagazo de caña 2 340 1 920 
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Por lo mismo y dado que el consumo de materias fibrosas como el baga -

zo de caña en nuestro Pais fué de 377 000 toneladas métricas en 1982 y 

se estimaba que para 1983 serla de 404 000 toneladas métricas lo cual -

representa tan s6lo un 13.2.% del total producido (SP?~ 1982) se pooña peh 

sar en darle otros usos ma.s eficientes el bagacillo ,.:fo caña, entre los que 

pod.rfa figurar la producción de celulas.a.s • Se han mencionado la disponibi

lidad, la biodegradabilidad, el uso no eñeciente, la no toxicidad y el contenido 

de celulosa aprovechable entre las caracteristicas prl:tcipales que de7.:ien de: 

ser satisfechas para que un sustrato pueda ser vi.:i.hle de utilizaci6:i {Moo

Young, 1976;Humprey, 1974). Todas estas características se presentan en el 

bagacillo de caña de az(Icar,por esta razón se pensó que este tles;;;cbo -

agroindustrial pcrlrfa funcionar como un modelo de material celul6sico tan 

to para la produccióri de enzimas celulolfticas asr co:no para su posterior 

empleo como sustrato de una reacción de sacarificaci!>n con las er;1zimas -

obtenidas a partir del mismo. 
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MATERIALES Y METO.IX.)$ 

Reactivos: 

Celulosa microcristalina, ácido 3. 5 dinitrosalicilico, urea. MgSO • 7H O 
4 2 

(E. .Merck, Alemania); carboximetilceíulosa, papel filtro No. l(Whatman 

Biochemicals LTD .. Inglaterra);reactivo de Folin Cicolteau, albúmina séri

ca bovina {Sigma Chemical Co., E. U.A. );KH#(>4, K2HP04, (NH4)2 S04, 

Cac1
2

• tt2o, MnSo
4

• 4H20, CoCI2 .. 6H20, ZnC12, FeSO 4, NaOH .. Na2Co3, dex

trosa, tartrato de sodio y potasio, fenol, metabsulfito de sodio, citrato 

de sodio, ácido tricloracético, etanol Q. Baker, S. A. de C.V., México); 

proteosa peptona, bacto pepton~ extracto de levadura, agar (DU;co, EUA). 

Bagacillo de caña no tratado molido y tamizado con un tamaño de partr-

cula de O. 249 mm. 

Bagacillo de caña tratado (residuo después de la obtención de furfural) 

molido y tamizado con un tamaño de partícula de O. 249 mm. 

Bagazo de henequén molido y tamizado con t.m tamaño de partícula de 

0.249 mm. 

El bagacillo de caña fue obtenido del ingenio azucarero .. Ernillano Zapata .. 

de Zacatepec, Mor.. y el bagazo de henequén de una planta desfibradora 

del municipio de Ixil, Yucatán. 
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Merlfos de Cultivo : 

1) Meeio completo : Exttacto de levadura . . • . . . . . . • • • 1. O g 

Glucosa . . . .. . . . . . . . . . . ....... . 

PeptoM . .. . . ... . .. . . . . . ........... . 

Agar . • . ...•..... 

2.0 g 

2.0 g 

1.5 g 

Agua destilada . . . . . .cbp... . . . •• 100 ml. 

El ph se ajustó a 5. 5 y se esterilizó en autoclave a 12 lbs de presión 

y 115° e durante 30 min. 

2) MecHo de Sabouraud y papa dextrosa agar (PDA} de Difco (E.U.A.) 

3) Medio A (Medio Basal) : Reportado por Mandels y Reese (1963) 

contiene: KH2Po4 - 0.2%,(NH4>:zso4·7H2o - 0.14%,Mgso4 •7tti0 - 0.03%, 

CaC12 - 0.03% y 1.0 ml de una solución acuosa de elemenros traza que 

contiene: Coc12· 6H20 - 0.002 %. Feso4 - 00053~ MnS04• 4H2o - 0.00017%, 

ZnC12 - o.00023;celulosa microcristalina o carboximetilcelulosa 0.757~ en 

agua destilada, pH del medio 5.5 

4) Medio B : Este medio de cultivo se utilizó para la evaluación de la 

producción de actividad celulolitica por las cepas preseleccionadas, es el 

reportado para la producción de celulasas por T. viride (Mandels y Weber., 

1969) y contiene : prcr:eosa peptona - 0.0753, KfiiP04 - 0.23,(NH4~S04 -

0.149(otures - 0.03%,MgS04 ·7H20 - 0.033,CaC12 ·P'20 - 0.03~"7 Tween 8(1¡ 

0.23,i.o ml de una solución de elementos traza similar a la del medio A 

y 1. O % de celulosa mic:rocristalina o bien de bagacillo de caña no ttat~±i, 

en agua destilada, pH del medio 6.0 
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Tooos los medios de cultivo se esterilizaron 20 minutos a una tempera-

tura de 121 o e y a 2. 5 atmósferas de presi6:i. 

Para el medio B los fosfatos fueron esterilizad.os por separa.do para evi 

tar la precipitaci6;:n de sales en el medio. La \\1irea se esterilizó en un -

sistema millipore a través de una membrana estéril de 0$22 milimicras 

de poro. 

Microorganismos.:_ 

El cultivo de Aureobasidium sp. con el que ya se contaba se aisló ca 

nuestro laboratorio a partir de muestras de suelo de ingeruo azucarero .. 

Las cepas de Trichc:rlerma viride QM6a y QM 9414 fueron obtenidas d=: 

la ATEC~E.U.A. 

Los <lemas microorganismos fueron aislados a partir de muestras de 

suelo de cañaveral y de bagacillo de caña en estado de descomposición .. 

Las cepas fueron mantenidas y propagadas inicialmente en medio Sabe -

raud (Difco) posteriormente d3bido a q'..l.e no fué posible a::!tpirirlo con -

facilidad fué substituido por el medio designado como medio completo ~ · 

por el medio de papa dextrosa agar (PDA) para la preparaci6n del inf,ie_ -

lo de los matraces de producción. En esta ültimo la cantid.U de espora.::: 

o!::>tenidas fué mayor que con el medio compfoto. 
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Aislamiento. 

Se llevaron a caro dos etapas de aislamiento para tratar de obtener 

hongos mesófilos que aprovecharan rápidamente diversos tipos de celulo

sa. 

Para la primera etapa se utilizó como sustrato el papel filtro ya que 

es un tipo de material constituido en gran parte por celulosa cristalina 

y es degradado únicamente por sistemas celuloliticos completos, lo cual 

es un indice bueno para efectuar la selección de microorganismos celu

loliticos verdaderos. 

En la segunda etapa se buscó contar con hongos que aprovecharan rá

pidamente las porciones amorfas de la celulosa para lo cual se utilizó 

como sustrato la carboximetilcelulosa. 

Aislamiento de hon©s mesófilos con capacidad de degradar rápidamen

te celulosa de tipo cristalino. 

Alrededor de un gramo de muestra de suelo de "ingenio y /o bagazo 

de caña de azúcar fueron suspendidos en 50 ml de agua destilada, la -

suspensión resultante después ue ser agitada fué filtrada a través de una 

gaza y con 5 ml del filtrado obtenido fueron inoculados varios matraces 

Erlenmeyer con $J ml de medio A y celulosa microcristalina como única 

fuente de carbono, los cuales fueron incubados a 29° C a una agitación 

de 180 rpm. También fueron inoculados en forma similar otros matraces 

con 0.5 g de muestra la cual fUé previamente remojada sin filtrar, Jos 

cuales fueron tratados posteriormente de igual forma que los inoculados 

con filtrado. De cada matraz en incubación se remaron alícuotas de 1 ml 
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cada 24 horas, las cuales fueron inoculadas a tubos je ensaye con 5 ml de 

medio .\ empleando como fuente de carbono tiras de papel filtro Whatman 

No. l, para lo cual a los tubos se les sustituyó el tapón de pla.sti.co por -

otro de gaza y algodón al cual se le adaptó la tira de papel filtro de tal 

forma q:ie su extremo terminal estuviese sumergido en el medio.Los tu

bos asr inoculados se incubaron a la misma temperatura que los matra

ces, co:i agitación pero inclinados. De los tubos donde se observó disgre

gación o desmenuzamiento del papel filtro y crecimiento de micelio en 

la zona de interfase Irqaido-aire, después de tres días de incubaciórr fué 

tomada una alícu9ta de O. 2 ml que se distribuyó unifo..mlemente en placas 

con medio Sa!:>ouraud a fin de obtener colonias aiSladas de los hongos que 

hubieran crecido en este medio.Los tu!:>os en los que se detectaba la apa

riciOn de colonias brillani:es lustrosas que pudieran indicar crecimiento 

bacteriano eran descartados. 

Las colonias obtenidas, se volvieron a inocular a tubos con medio A y 

tiras de papel filtro para asegurar de esta manera que las aisladas e:: 

esta primera fa.se presE.mta.ba.n activtdad celulolftica.Mediante resiembras 

sucesivas de tubo a placa y viceversa se lograron obtener 30 hongos p.a_! 

cialmenre puros ya q~e en algunoa casos existía una asociación muy ea

trecha entre los mismos, para lo cual se realizó una purificación por e: 

método de dilución terminal y una vez lograda , las colonias purificadas 

fueron probadas de nuevo en sistemas iguales de tubo con medio A y w:. -

ras de papel filtro para seleccionar aq:iellas que mostraran mayor dis

gregación del papel filtro en tiempos más cortos, pudiéndose de esta f~:: -

ma contar con 10 cepas las cuales fueron probadas para la producción 
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de celulasas ext-race!ulares en el medio B con celulosa microcristalina 

como fuente de carbono midiéndose la actividad celulolítica en los filtra-

dos libres de células y posteriormente medir también la producción de 

actividad celulolftica pero utilizando bagaclllo de cañ como fuente de car-

bono. 

Aislamiento de hongos mesOfilos que degraden rápidamente carboxi -

metilcelulosa. 

Se efectuó una suspensión de 1 g de las muestras de bagazo de caña 

no tratado y de bagazo de caña después de la obtención de furfural en 

50 ml de agua destilada dejando que se humedecieran durante 2 hrs, se 

homogeneizó la misma antes de filtrarla utilizando para tal fin un peda 

zo de gaza para cada muestra por separado. 

El filtrado se utilizó para inocular matraces con medio A y carboxime-

tilcelulosa al O. 753. El inOculo fué de 5 ml de filtrado para 50 ml de -

medio. Una vez inoculados en condiciones de esterilidad se incubaron a 

29º C con agitación de 180 rpm durante una semana. Cada 24 horas de! 

pués de haber sido inoculados se tomaron muestras de 1 ml con los 

cuales se inocularon tubos con medio A y carboximetilcelulo.sa al l. 0% 
,, 

con el fin de ir seleccionando paulativamente los microorganismos que 

crecieran en el mismo. 

De aquellos t~lbos en los que el creciemiento de micelio era bastante 

notorio se tomaba una alfcuota de 1 m1 para i~ocularla de nuevo en ::n.=: 

dio fresco para continuar con la selección en forma natural por la téc-

nica de cultivo de enriquecimiento. El tiempo que se esr.atlc.:i.6 para rar 
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fin de tres aras para te:J.er desarrou~ y cinco días como mtixímo. 

A partir de aquellos tubos seleccionados por crecimiento abundante en 

el Iapso 1 de tiempo considerado, se romab.a de nuevo una alícuota de 0.1 

a 0.2 ml la cual era sembrada en placas de Petri con medio A con CMC 

al 1 • 03 y agar - O. 6t~· Para evitar que la CMC se sedimentara, el medio 

salido de la autoclave s.e dejaba enfriar a temperatura ambiente antes de 

vaciarlo en placas de Fetri para su solidificación. 

Las placas .asr inoculadas se incubaron a 29° C hasta la aparición de cr~ 

cimiento detectado a simple vista lo cual ocurría p:>r lo general en un -

lapso de 5 a 7 días. 

El crecimiento se manifestaba claramente por Ja aparición de colonias 

de bongos con filamentos ramificados alrededor de las cuales sobre fondo 

oscuro era notorio un débil halo o bien una ligera depresión en el agar-

celulosa. En las placas que apareciO crecimiento bacteriano asociado con; 

el de hongos únicamenrP fueron se!eccionadas para- su purificación las co 

Jonias de éstos últimos. 

Las colonias seleccionadas ya fuera por mayor desarrollo o bien por 

la diferenciación en el halo de producción fueron picadas con la porción 

de agar correspondiente y colocadas en un tubo con agua estéril a partir • 

del cual se hicieron diluciones seriadas. [)e las fi!timas diluciones efec-

tuadas se tomó una am::uota de 0.1 rnl la cual fué sembrada en placas 

de Petri con medio Sa •.•. '1ouraud y a p3rtir de las que apareció crecimiento 

se efectuó una selección en base a las caracterfsticas morfológicas colo-

niales de los bongos aislados obteriJé¡rrlose de esta forma 5 cepas las cua-

les se probaron para la producción de actividad enzimática inicialmente 
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en medio B y c~hdosa micrvcrtstalina co:no fuente de carro!!!) *J post"?-

riorrnente una vez seleccioaados los mejores· proouctores medir la ac

tividad producida pero ahora en bagaclllo de caña. 

Producción de celulasas. 

a) Preparació:i del inóculo: Para este fi.n~Ios cultivos seleccionados y 

las cepas de I. \.1ride asr como la de Aureobasidium sp. fueron pro

pagados en tubos inclinados COt."1 medio de PO.A los cuales eran incubados 

a 29º C durante 72 hrs, tiempo necesario para la esporulación ya que a 

partir de la :nisma se efecuaba una suspensión con una porción de los 

10 m1 de medio 3 contenidos en el tubo de ensayo los cuales posterior 

mente eran incubados a 29º C y una agitación de 180 rpm durante 72 hrs 

después de las ctiales eran vaciados al matraz de producción. En el ca

so de los cultivos que se caracterizaban por esporular sin presentar 

un desarrollo micelial abuOOa.nte1 se realizaba la suspensión raspando el 

micelio con una lanceta. 

h) Producción de la enzima : Para la realizaci6n de esta etapa1 eran :i.

noculados matraces de 250 m1 con 90 ml de medio de cultivo B con J:::J 

ml del medio de loa tubos de c.ulti~: preparados como se describió a:i

teriormente y eran puestos en incubacibn a 29'ºC con una agitación de -

180 rpm duram:e 10 días siguierido en el transcurso de los w.Jsmos e: 

perfil de prcxiucci6n de las celulasas asr como la proteína extraceluIE.:

presente y la variación del pH en el medio de cultivo .. 
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e) Obtención. de los filtrados: A diferentes tiempos de fermentaci6a, has

ta completar un máximo de 240 hrs, se tomaron muestras de 5,0 ml elill!!. 

1_1á.ndose células y s6lidos en suspensión por centrifugación a 3000 rpm d~ 

rantc 10 minutos o bien filtrand'J la muestra proveniente del medio de Cl!_! 

tivo a través de un filtro Swinex-25 millipore utilizando una membrana ti-

po HA de O. 45 milimicras de poro empleando una jeringa de plástico para 

contener la muestra efectuando el desplazamiento. del émbolo lenta.rnente -

para evitar la formación de espuma en el filtrado resultante. 

A los filtrados obtenidos por cualq:.ü. era de las dos formas se les agre

gó azida de sodio o merrhiOlatepara evitar contaminación bacteriana y 

fueron almacenados a 4:.c sin que existiera pérdida notable de la actividad. 

La determinación de las diferentes actividades enzimáticas, a.sí como la 

variación del pII con respecto al tiempo de producción y la proteína extra 

celular se realizaba con estos filtrados o bien con el sobrc11adant:e. 

Determinacióa de las actividajes enzimtlticas. 

a) Actividad celulolitica t~::al : Se determinó por el métcxlo reportado por 

Mandels (1976) el cual co:isiste en la cuantificaci6n de los azúcares reduct~ 

res pro:iucidos por la acción de las celulasas sobre 50 mg de pap0l filtro 

como sustrato de la enzima.Su utilidad se debe a que se trata de una ce-

lulosa organizada con la cual es posible manifestar la presencia d~ endo-

gluca!lasas y exo-gkca.?Jasas del sisr.:ema celulasa, así como la eficiencia -

hidrolrtica de estas eazimas (Baile y, 1932}. El sistema de reaccióil estuvo 

compuesto por 50 m,!; de papel filtro Whatman No l (tiras de 1 X 6 cm) 
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l ml de amortig.zador de citratos O. 075 Mi pH 4. 8 y O. 5 ml de ia prepa

ración enzimi1tica. Después de incubar 1 hr a Sü° C se detuvó la reaccióra 

adiciom1ndole 3 .. 0 ml del reactivo de DNS;se calentó a ebullición en baño 

con agua por 5 minutos, se dejó enfriar a temperatura ambiente y poste

riormente se co:npletó a un volumen de 20 ml con agua destilada y se ~ 

yó densidad óptica en un colorlmecro Spectronic 20 (Bausch & Lomb). La 

cantidad de azúcares reductores fué calculada utilizando tlí13. curva están

dar utiliza."ldo glucosa como solución patrón, la cual es linear hasta una 

concentración de 1. 5 mg (MUler, 1959), (Figura 8 ). 

b) Actividad celulolítica. sobre carboximetilcelulosa: Para la caracteriza

ción de los filtrados celulolfticos de los oongos aisla.dos en este material 

así como para poder establecer diferencias en la capacidad de degradar -

varios tipos de celulosa por los demás, también se montaiion las condicio

nes de. ensayo de actividad sobre CMC que es un tipo de celulosa soluble. 

Para encontrar la concentración óptima para la realización del ensayo, se 

midi6 la actividad de un filtrado de la cepa Trichoderma viride QM 9414 

utUizándo diferences concentraciones de CMC con el_ fin de o!Jtener aq:ie

lla en la Cll.al la enzima actuara a su velocidad má.xima. 

Las co'1centracio•1es de CMC empleadas fueron 5, IOJ 15, 20, 25, 50, 75 y 

100 mg/ml, efectuándose la suspensión en buffer citratoa O. 075 M, pH 4. 8. 

El sist:e;na para medir actividad etaba compuesto por 0.5 ml de! filtra

do, 1 ml de la suspensiOn en buffer dn:ratoa de acu~rdo a la cantijaJ re -

querida :le CMC, incu!Jamfo l hr a 50?C. 

La. a::<:rt· .. :dad obtenida. füé repo::-tada ~amo la concentración de azúcares 
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reductores (mg} por ml de filtrado en u::ia hora de reacción, toman:io a 

la glucosa como está.ndar. 

De los resultados obtenidos presentados en la gráfica respectiva, se -

pudo establecer que la concentració:i con la q:.ie se llega a la Vmax. fué 

la 3e 75 mg/ml de CMC por lo qJe ésta fué la utilizada en todos los e~ 

sayos co'.'l este sustrato para los demá.s filtrados. Por lo que el sistema -

de reacción para esta determinación se encuentra compuesto por 1 m1 de 

la suspensión de CMC al 7. 53 en amortiguador de citratos O. 075 M, pH -

4.8 y 0.5 ml del filtrado respectivo. El sistema era también incubado du

rante 1 hr a Sü° C y los azúcares reductores producidos cuantifica::.los por 

el método de DNS descrito. En todos los ensayos se incluyero::i blancos de 

enzima sin sustrato y de sustrato sin enzima. 

La acti vida::l celulolitica en ambos casos fu~ reportada como la cantida:f: 

de azocares reductores (mg) prooucido3 por ml de ñltrado por hora. 
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Fig. 6 Diagrama ilustrativo sobre el ensayo de papel filtro para la 
determinaci6a de la actividad celulolítica1de acu~rdo a ~land·?ls (19$6) 
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Preparación del reactivo de DNS. 

Este reactivo contiene: 

NaOH ................ ._ .•••••••• l. 4 3 

ácido 3, 5-dinitrosalicllico ••••••••• O. 75 % 

Tarcr.ato doble de sodio y potasio •• 21. 6 3 

Penol • • • • • • • • . . • . • . • • • • • • • • • • • O. 56 3 

Metabisulfito de sodio .......... 0.59 %· 

Se adiciona cada compuesto en el orden indicado en agua destilada, U:la 

vez disueltos completamente se afora y se guarda en frasco ámbar. 

Determinación de Proteína. 

En el caso de la proteína extracelular la determinación se realizó toman -

do alrcuotas del filtrado entre 0.2 y 6 .. 5 ml y se siguió una medición del 

método de Lowry (1956) para la cuantificación utilizando como estándar una 

solución de alMmina sérica bovina .. 

La determinacioo consiste en el desarrollo de la siguiente técnica: 

Se preparan las siguientes soluciones: 

A) cuso4·SH:i(> al 1% en agua destilada. 

B) Tartrato de scxlio y potasio al 2% en agua destil..ija. 

C) Carbonato de Sodio al 23 en NaOH 0.1 N. 

D) 1 A + 1 B = 1 D .. 

E) 1 D + 50 C = 1 E. 

Reactivo de Folia Cicolteau diluido l : l en agua jestilada. 

Soluci6n estándar de albúmina sérica bovina 500 mic['vgramos/mli. 
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Las soluciones D, E y el reactivo. de Folin-Cicolteau se preparan en el 

momento de utilizarse. 

Técnica: 

1} Colocar en un tubo una alícuota de 0.2 ml de la solución en la que 

se hará la valoración de proteína. 

2) Llevar a 1 ml de volmnen final con agua destilada. 

3) Adicionar 5 ml del reactivo E y agitar vigorosamente. 

4.) Dejar reposar a temperatura ambiente durante 1 O minuros. 

5) Agregar O. 5 ml del reactivo de Folin y agitar. 

6) Deja:i:: reposar a temperatura ambiente durante 30 minc.ltos. 

7) Leer absorvancia a 590 nm comparán:k>la contra uro. curva estándar 

de albúmina sérica bovina. 
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Reacciones de sacarificación. 

Se realizaron dos tipos de sacarificaciom:!s, una a tiempos cortos de reac

ció:i utilizando sustratos puros co.:no la celulosa microcrlstalina, la carboxi 

metilcelulosa y el papel filtro;la otra en tiempos largo.a de reacción, en la 

cual se incluyeron además otros materiales celulósicos co:no el bagazo de 

henequén y bagacillo de caña ::le dos tipos,el denominado tratado (que es

residuo de la obtención de furfural.) y el nativo o sea bagacillo de caña sin 

tratamiento qurmico alguno. 

a) Sacarificai6n a tiempos cortos de reacción:. El sistema de reacción 

co:isisti6 para papel filtro de 50 mg de material, 1 ml de buffer citratos 

0.075 M,pH 4.8 y 0.5 ml de filtrado;para carboximetilcelulosa de 1 m1. de 

una suspensió;i al 7. 53 en buffer citrato3 O. 075 M, pH 4. 8 y O. 5 ml de fil 

trado y para la celulo3a microcristalina se usaron 50 mg de coacentrac.i{m 

o sea 1 ml de ana suspensi6:i al 53 en buffer citratos O .. ffl5 M, pH 4. 8 ;¡ 

O. 5 ml de filtrado. El filtrado utilizado fué el obtenido a los 10 días de 

fermentación. La reacció.::i fu~ :realizada en tubos de ensayo a una tempe~ 

tura de 5Cf C. Los azocares reductores prooucidos en los intervaloes de 

de .15· min~ 30 min~ 1 hora, 90 min y 2 hrs de reacci611 fuero:i determinai:ns 

con reactivo de DNS. 

b) Sacarlficaci611 de diversos materiales celulOsicos a tiempos largos 

de reacción: Para llevar a cabo esta reacciO~, el sistema consistió de L g 

en peso seco del material celulósico, 5 ml del filtrado prooucido a los 

10 días de ferrnzmtaci6n y 10 ml de una soluc10!1 de buffer citrdLO::l O.·-=.""':; M 
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pH 4~8 en matraces Erlenmeyer de 125 ml con una velocidad de agita

ción de 150 rpm y una temperatura de incubación de SD° C. Los matraces 

fueron tapados con papel parafilm para evitar pérdidas por evaporación 

durante el transcurso de la sacarificación. El tiempo de incubación má

ximo fué de 48 hrs y durante este tiempo fueron sacadas muestras de 

1 rnl pan la dctcrmir.aeión de los azúcares reducrores producidos por 

el métoó:> de DNS a las 6, 12, 24, 36 y 48 hrs respectivamente. 

Estabilidad de la enzima. 

Se realizó un experimento para determinar la estabilidad de la actividad 

celulolltica de los fültrados incubando a 50° e durante 48 hrs cada filtrado. 

Se determinó la acti\idád en papel filtro y carboximetilcelulosa presente 

en cada filtrado a las 6, 12, 24, 36 y 48 hrs para lo cual se tomaron alíe~ 

tas de 0.5 ml incluyéndose un blanco de reacción con filtrado fresco para 

fines comparativos en las determinaciones de actividad enzimética efectua

das. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Se inició el trabajo con un pro-6rama extensivo de aislamiento de mi

croorganismos.de tal forma que fuera posible seleccionar los mejores -

ho:igo3 productores de celulasas a partir de un depósito donde abunda

ran materiales con alto contenido de celulosa, como es el caso del bag~ 

cillo de caña de azCicar, ya que este material reu:ie las caracteñsdcas 

que se consideran necesarias para su utilización biotecnológica en nues

tro Pars. 

De las muestras de suelo de cañaveral y bagacillo de caña fueron ais

lados numerosos microorganismos celulolftlcos, a ·partir de los cuales fu~ 

ron preseleccio:-iados inicialmente 10 ho:igos aislados sobre celulosa mi

crocristalina como fuente de carbono, en base a su mayor velocidad d~ -

disgregació:t del papel filtro. Estas cepas fueron designadas con la deno

minación TE-000 de acuerdo a un orden progresivo correspondiéndoles la 

numeraci6:i del 1 al 10 (TE-001 a TE-010). 

Asimismo fueron preseleccionados también otros bongos diferentes,, los 

cuales fueron aisiado.s utilizando ahora como fuente de carbo!lo a la car

boxin:iectlcelulosa (CMC), de acuerdo a la mayor velocidad de crecimie:r..to 

que presentaron en este material. A estas cepas, respetando la designaci6n 

u~ilizada para las anteriores, les correspondió la numeración del 11 al -

15 (TE-011 a TE-015). 

Para realizar la selección de estas cepas , fué necesario comparar r~ 

pro:iucci6n de celulasas extracelulares con cepas de referancia co:no o:;;:::l 

las de Trichcxlerma viride QM 6a y QM 9414 asr como con una cepa :::;; 

Aureo!Jasidiun1 sp la cual fué previamente seleccionada y caracteriza~~ 
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en nuestro laboratorio y q.ie fué aislada a partir de s.lelo de cañavaral. 

En todos los casos se evaluó la proo.icció:i de actividad celulolrtica -

extracefalar .Jtilizando inicialmente ceblosa microcristalina y posterio~ 

mente bagacillo d~ caña de az:icar como fuentes de carbono cüantificá~ 

dose los azúcares redJctores prod:.icidoa por los filtra:los obtenidos del 

cJltivo ...1tilizando corno S!.lstratos de reacci6:i el papel filtro y la carbo _ 

ximetilceLtlosa con el fin de intentar establecer ~i existe mayor activi-

dad de alg:m componente en especial o definición de :.m tipo de actividad 

hacia un material celulósico en partic,.,ular. Por lo mismo, se consideró il!!_ 

portante segJir el patró:i de producci63 de actividad sobre este :Iltimo -

sustrato fa.cil de degradar, ya que contar con • .m indice de la actividad -

de endo-i?;lucanasa presente en el filtrado resulta conveniente puesto q:.ie 

los materiales celul6sicos principalmente los resid..1os de tipo agrícola 

cuentan con porcio.1es amorfas en las q'1e se manifiesta este tipo de acti . -
vidad y la mayorra de los hongos aislados provienen de un material de 

este tipo. 

Pr.rlucció:i de actividad celulolrtica ·.n:ilizando cefol03a microcristalina 

como fuente de carbo:io 

La prod.iccitm de ceh..llasas por los microorganismos capaces de reaH-

zarla es lema y dificil d.; incrementar (Ghose, 1979), se ha intentado :nej~ 

rar la prod.iccitP.1 de actividaJ celuloiítica por medio de la seleccion d;:; 

n•Jevas cepas. muragénesis (Momencco!.l.r:t. l97i; Bailey, 1981;Nevalea·~nzn, 

1981), de op:imizació.J. 3e los medio.3 d~ c11Jltivo y coi11..Uciones de formen-

ració~1 (.Manieis, 1976;Srenberg, 1979;Vílela.1977). 
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Por otro [ado, la prooucctó:a de eel.,.¡;l'1sas d1.::11enJe de la natur.ileza ::le 

la fuente de carbo:10 ..itilizaja en la ;I:a:x>ración del medio de cultivo -

por lo q:ie se decidió probar inicial.m.em:e a la celulosa microcristalina 

como sustrato de fermentación para !"ealizar una evaluaciOn más apro-

piada de la actividaj celulolitica extracelular pro::iucida por los hongos 

preselecciona jos. 

Los fi.ltra1os o!:ltenidos del Ct.lltivo :ie las diferentes cepas evaluadas 

po3een cantidades variables de los diferentes co:nponentes d.el sistema 

enzimático de celulasas por este moov"' fué medida la actividad preseE!_ 

te ta~to en papel filtro co:no en carbo~ñmetilcelulosa durante los 10 días 

en 103 q:.ie se siguiO la prooucciOn de actividad puesto que la hidrólisis 

enzimática .::le la celuloaa a glucosa,, r.IT.a de las finalidades de este tra~ 

jo req':.liere la participación de cuando :nenos tres componentes del sís-

tema celulasas,los cuales son la endoglucanasa~exoglucanasa y bera-gl~ 

cosidasa (Leena,et al 1981). Tambié:t se midió la producción de proter-

na extraeelular y la varlaci6a del pH para conocer su influencia en la -

manifesta::iém de dicha actividad. 

Los resulra:los obtenido:í presema:b3 en las fi.g~s ...2__ a 20 , reflejan 

q:ie la variación de la actividad obt~mi:la es paralela a la secreci6n d~ -

protefna ex.tracelular y a variaciones significativas en el pH del medio de 
• 

producci6n, correspondiendo por lo gce:!.~ral las mismas al tiempo de pro-

ducci6.:i de la máxima actii.'idad celwclítica. Por lo mismo se puede ca:ll-

siderar q:.ie la variacU:m =:n el pH d::l medio,.es significativa para la prio~ 

ducciOn de esta acti vida::l efecto muy ('!;.)torio cuanjo se ha estudiado a -

Trichoderma viride ya q·.re el pH óctimo para cr;cimiento es de alre-.:f~------------- ~--- -
dor de 4.0 y el de produ::ciOn enzm:.anca de 3.0.Abajo de este pH.las -



-99-

celulasas so:i inactivadas y el crecimiento se detiene a valores menores 

a 2. O por lo que el control del pH en el rango de 3-4 es bastante impo_E 

tante para lo-Jrar la má..'tima prcxlucción de enzima (Dewey, et al 1980). 

Ahora bien. en lo que se refiere a la actividad obtenida se puede consi -

derar que las cepas q:ie produjeron alrededor de 2.0 mg de azúcares re

ductores por ml de filtrado actuando sobre papel filtro es co:isiderada e~ 

mo buena ya que correspo:Jde a un 43 de degradación de este sustrato en 

las co11dicio:ies establecidas por Mandels (1976).Para evaluar la pro:iucd6:i 

de actividad sobre CMC se consideró el lapso de tiempo al cual se logró 

obtener un máximo de la misma considerándose buenas aquellas cepas en 

las que se producía a tiempos cortos de fermentaei6::i aunque no mostraran 

un nivel alto de acti vidatl sobre papel filtro. Sin embargo:o no todas las ce

pas e~aluadas inicialmente sobre esta fuente de caroo:io mostraron acti.Y--i.

dad extracelular detectable .. de esta primera evaluación fué posible descar

tar las siguientes : TE-003, TE-005, TE-007, TE-009~ TE-012 y TE-015. 

C.on respecto al grado da pro:iucciún de actividad sobre las cepas aisla:ias 

y las de referencia se puede establecer que si bien en todos los casos oo 

fué posible igualar la actividad producida por la cepa de Trichoderma ~

ride QM 9414 la cual fué parecida a la reportada en un trabajo de Man:

dels (1975),(3. 7 mg az. red/ml filt./hr);sr se igualó o super6 la activi-

dad producida por la cepa silvestre QM 6a lo cual es un punto bueno de 

tomarse en cuenta ya que :odas las cepas evaluadas no !tan sufrido ning~ -

na manip:.tlaci6:i genética para lograr aumentar su .acti'íridad. En lo que s:: 

refiere a la cepa tle Aure:óasídium sp el cual ya ha sido caracterizadei 

~~u trabajos aneriores (Larios y Huítr6.1, 1982) se pu~e dzcir q:ie esca -
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cepa resulta más eficiente para la producción de actividad sobre papel 

filtro en tiempos cortos de fermentació:i ya que a las 72 hrs de incuba

ción se ha logrado obtener una actividad so!:lre papel filtro de 2.25 mg 

de az. red./ml filt./hr la cual ·representa un 753 de la actividad pro

ducida por T. virlde obtenida en este trabajo (Larios y Huitr6n, 1982)

al tiempo de ma.xima producción de A ureo!::lasidium sp comportamiento 

similar al obtenido en el desarrollo de este trabajo aunque después de 

este lapso de tiempo, la actividad producida por esta cepa no vaña y 

su perfil de prcxlucci6:i es semejante al de las demAs. 

En la tabla 10 se agruparo=i las cepas seleccionadas de acuerdo a s:J 

projucci6:i de activida:l celulolltica en ambos tipos de sustratos, pero s~ 

bresalen de acuerdo a la actividad obtenida en este material las cepas. 

TE-001, TE-002, TE-004, TE-008 las cuales fueron capaces de producir 

más de 2.0- mg de az. red./ml filt./hr a partir' de papel filtro,aunqu.e 

la actividad sohre carboximetilcelulosa es considerablemente más alri::,. 

lo que indica que la celuloaa microcristalina es un buen inductor de a.-:: 

bos tipos de act:i vidad. 



1 

' 

Figura 9 

-101-

12 t 

11 

- 'º ~ ...... 

= g -e ...... 
8 ,, 

• .. 
Ñ 1 o 
~ 

e - 8 
e 
~ ... 5 
:J 
o 
..J 4 :> 
..J 
1.11 u 3 
o 
e! 2 > 

-~--o-__ - 8 2 1 -= ~---u= 
5 e-e-

'\. f..S ,_ E 
'llC~ 

"\ ,,.P 4 :l: 
.... e 

' ~ • 
'\ / ! ~ 

/ ti· -'o----.a' 3 -o 

1 
E 

•• 2 

t= 
u 

1 "" A---.4 

o 4 8 8 10 

i 1 E M PO (dios) 
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en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-001 en me-

dio B con celulosa microcristalina al 13 c;:omo fuente de caroono. 

(o) Actividad sobre papel filtro. (e) Actividad sobre CMC. (--"";, 

Variaci6n del pH. (.o.) Proteína extracelulaF. 
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Producción de actividad celulolítica extracelular y variación del pH 

en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-002 en me-

dio B con celulosa microcristalina al 1% ':Orno fuente de carlxmo ... 

(o) Actividad sobre papel filtro. (9) Actividad sobre CMC. (---) 

Variación del pH. (A) Proteína extracelular. 
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en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-004 en me-
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(o) Actividad sobre papel filtro. {.) Actividad sobre CMC. (-·-) 

Variación del pH. (A) Proterna excracelular. 
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Producción de actividad celulolrtica extracelular y variación del pH . 

en el :filtrado producido por el cultivo de la cepa TE--006 en me-

dio B con celulosa microcri.stalina al 13 como fuente· de carbono. 

(o) Actividad sobre papel filtro. {e) Actividad sobre CMC. (--'"') 

Variacl6n del pH. ( ~) Proteína extracelular. 
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Producción de activ!dad celulolítica extracelular y variación del pH 

en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-OGE en me~ 
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(o) Actividad sobra papel filtro. (e) Actividad sobre Q.~C. (---¡¡ 

Variación del pH. (A) Protefna extracelular. 
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Producción de actividad celulolrtica e.xtracelular y variación del pH 

en el f"tltrado producido por el cultivo de la cepa TE-010 en me-

dio B con celulosa microcristalina al 1 % como fuente de carbono .. 

(o) Actividad sobre papel filtro. (.) Actividad sobre CMC. (---» 
Variación del pH. (A} Proteína extracelula:r. 
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Producción de actividad celulolítica extracelular y variación del pH 

en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-011 en me-

dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbono .. 

(o) Actividad sobre papel filtro. (e) .Actividad sobre CMC. (---» 
Variacl6n del pH. (..6.) Protefna extracelular. 
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Producción de activiaad celulolítica extracelular y variación del pH 

en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-013 en m~ 

dio B con celulosa rnicrocristalina al 1 % como fuente de carbono. 
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Producción de actividad celulolítica extracelular y variación del pH 

en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-014 en
,...,.._ 

~---

dio B con celulosa microcristalina al 1 % como fuente de carbcx, 

(o) ActiVidad sobre papel filtro. (e) Actividad sobre CMC. {---:1 

Variación del pH. (A) Proteína extracelular. 
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Prcdu~ció~ d~ acri. vidaj ce!u!ol!tica utilizando baga.cillo de caña CO:'"TIO 

fuente de carbo:io. 

Los desecho3 celulósicos contienen varios tipos de carbohidratos y cua~ 

do las enzimas so:-i pro.iucidas para la hidrólisis de tal material en parti. -

cular es d~seable el uso del mismo material de dzsecho co:no fuente de 

carbo=io para inducir la síntesis de las enzimas apropiadas para su hidró

lisis (Enari y Markkanen, 1977) por lo que la enzima puede ser pro:iucida 

en el mismo material celulósico que vaya a ser usado po3teriormente pa

ra la producción de azúcares por una reacción de sacarificación conside

rando contar con el apropiado .sistema enzimático que contenga todos los 

componentes necesarios para el aprovechamiento de este sustrato en par -

ticular. 

El procedimiento utilizado fué similar ar empleado con celulosa mic:r-0-

crisralina siguiendo la producción de actividad durante 10 días midier..Cn 

tambi~n la variación del pH en el medio de cultivo y la producción de -

protefna extracelular utilizando las mi:smas cepas seleccionadas por la 

activida:i pro:iucida en celulosa microcrlsralina.Los resultados obtenid.:>$ 

se presentan en las gráficas respectivas (figuras 21 · a la 32 ) de donée 

es posible apreciar que si bien la prooucción de actividad en este ma~

rial es menor a la obteni:la co!l celulo3a microcristalina es necesaric;:, 

tomar en cuenta q~e el co::itenido de celulosa disponible en el bagacili: 

es aproxiraa.:]a::-.1ente la mitad con respecto a la celulosa microcrisrah:_.a 

q1.1e adema.s es tin material p:.iro, por lo qae tal .vez ae debería inten~::

u.ttilizar el doble de concentración de bagacillo para int-=ntar ohtcn~r L.~ 

misma pr~orción de actlvidad~sin embargo, se sigue d mismo patr~~ 
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de comportamiento en lo que se refiere a proiucci6n de actividad y se

creción de proteína extracelular aunq:.ie en lo que se rBfiere a la canti

dad presente eQ el filtrado ésta es de aproximadamente el do!Jle para las 

cepas probadas incluyendo la de Aureobasidium sp manteniéndose la mi~ 

ma cantida:l en la cepa de Trichoderma viride QM 6a y disminuyenjo -

únicamente alrededor de un 50'-J& para la cepa QM 9414 lo cual se refle

j6 invariablemente en la actividad 01:Jtenida1 puesto que la actividad mani

festada por la misma ha sido relacio:ia::Ia con la cantidad de protefna e! 

tracelular presente ( Srernberg11976). 

En lo que se refiere al pH del medio, éste no varró durante el tiempo 

de producci6~ por lo q'..le es posible considerar que la disminuci6n de la 

actividad celulolftica pro:lucida po:lrfa deberse a un efecto de pH, sin en: -

bargo ~o se pueden descartar otras posibilidades como señan que con e~ 

te sustrato se pro:luzca una mayor cantidad de azúcares solubles los e~ 

les reprimen la síntesis del sistema celulolftico ·completo o de alguno de 

S'..lS compo'.1entes como sucede con I· viride (Gupta, 1972).La produccrn~ 

de ácido está directamente relacionada con la velocidad de co'.1sumo de 

carbo!lidratos,dependiendo de la cantidad de carbohidrato consumido.tPil -

pH varfa por la secreci6:i de compu~stos amoniacales o bien por el co;1-

sumo de ácidos :formados durante la fase de crecimiento.Durante la fas:: 

de pro:iucció'.1 d;:: ácidos, ctJando la actividad metabólica es alta, las celJ

lasas son inducidas, por lo que la producci6:1 de :leidos, también represe: 

ta :ina función regulacoria (Mandels, et al 1975). 

Aunque en presencia de este material se obtuvo U'la menor actividad ~ 

celulolftica co:nparada a la ot.Jtenida C0'1 celulosa microcristalina, se de

cidió .:::o"ltin.Jar co:i su utilizaciOn para finos de sacarifica.cHl:'.1 debido a 
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q le es .Jn desecho agroind..lstrial abundante y de bajo costo .:n cambio la 

cel..Ilosa microcristalina al ig...i:al que otros materiales de este tipo, so11 -

po:- lo general p lrifi.cados y por lo mismo resJltan costosos
1 
por lo cu.al 

S.l utilizaci611 en la producción je enzimas a gran escala incrementaria 

los costos. 

Con respecto a .Jna compara:ciO:l entre la actividad obtenida por las 

diversas cepas itilizadas y las de referencia es notorio q1e es mayor 

en la cepa m.uante de I. viride QM 9414 pero con respecto a la cepa 

silvestre QM 6:i y la de A ureobasidi ~m sp existe una prcxi.Jcción rnlly -

similar en el caso de la actividaj de papel filtro para la :nayoría de -

las cepas seleccionadas pero so!:>resalen por su actividad sobre carboxi

metilceltllosa en lo q·1e se refiere a tiempos cortos de fermentación tan

to la cepa TE -006 como la TE-013 las cuales fueron por lo mismo selec 

cio:iadas p Jesto q:.ie cuando fueron probadas en celulosa microcristalina 

mostraron un perfil de prod.JCción de esa actividad elevado para tiempos 

co:-tos de fermentación afecto mantenido sólo en lo q'..le a cantida::i se re 

fiere ya q:.ie se prad:ijo alrededor de un 773 de la misma.Los resulta:ba 

o;,!enidos a los 6 ctras de fermentaciOn para to:ias las cepas selecciomi::fas 

son presentados en la tabla_!!_ de donde es notorio q:.ie otro factor qi; 

no s:Jfre variación significariva es la relacibn existente enr.re la activL:fcaj 

pro:i.Jcida en papel filtro y carboximetilcelulosa comparando con los pa::-2 

nes de co:nporramiento a este respecto o!Jtenidos cuando se empleó la .:::?

Lnlosa microcristalina como s'-lstrato in:iuctor d~ la profacción de acr~ ·~-~ -

daj cehllolrtica lo cual indica q.1e el bagacillo de caña es .Jn ,:naterial : ::i 
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suficientemente heterogéneo con capacidad suficiente para inducir am

bos tipos de actividad en forma similar que cuando se usa un material 

puro. 
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Figura. 22 Producción de actividad celulolítica extracelular y variación del 

pH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-002 
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en medio B con bagazo no tratado al 13 como fuente de carbono. 

(o) Actividad sobre papel filtro, (•) Acti\.idad sobre CMC. 

(---) Var.iaci6n del pH. (A} Proteína extracetular. 
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Comparació:'l d3 los filtrados prooucidos en :'.Jase a la acti vida::i celulo

Irtica -~x:cretada al medio de fermencació:i con celulosa microcristalina o 

bagacillo de caña. 

De acuerdo al parfil de producci6:1 de actividad en ambos tipos de su~ 

trato3 se consideró conveniente evaluar inicialmente la actividad presente 

en el filtra::io obtenido del cultivo de cada hongo a los 6 días de fermen

tación. co:isiderando este lapso de tiempo razonable para la manifestación 

de casi toda la actividad ya que las variacio:ies posteriores no resultan -

significativas.Los datos son lQs mencionados en las Tablas 10 y _!:!__ 

co;nparándo3e en ambos caso3 la relación con respecto a los cultivos de 

referencia de Aureo3asidiull_! sp y Trichoderma viride. Siguiendo este cri 

terio y de acuerdo a la actl. vidad máxima producida fueron seleccionadas 

las cepas TE-001, TE-006.t TE-013.Las dos primeras fueron aisladas en 

medio con celulosa microcristalina y seleccionadas de acuerdo a la velo 

cidad de disgregación del papel filtro y la Ol.tima aislada y seleccionada 

por su desa!'rollo en medio liquido y sólido con carboximetilcelulosa. En 

las figuras 33 y 34 , es posible apreciar en conjunto la actividad produ

cida por las cepas seleccionadas y las de referencia. 

El criterio empleado para la cepa TE-001 fué la actividad producida 

sobre papel filtro ~n el medio con celulosa microcristalina correspon -

diendo a las cepas TE-OOó y TH-013 la actividad presente en los filt~ 

dos al actuar sobre carboximetilcelulosa q•.ie si bien no ·~s la máxima 

durante el perfil de pro.i:.icci6:i, el criterio para. su selecci61 e npleado 

fué q'..le manifestaron la mayo:- actividad sobre aste sustr,ato en .. m lap

so de 48 hrs de fermentación so!lre tojo la TE-013 lo cual es :.ma -
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característica sobresaliente para evaluar en r'2accioi1es de sacarificación 

de materiales celulóaicos de tipo agrícola como el bagacillo de caña pae~ 

to q-...re contienen bastantes zonas amorfas so3re las que se manifiesta es

te tipo de actividad sobre tooo para el uso de esta cepa q:ie fué aislada 

siguiendo este criterio de selecció:i aunq:.i~ también posee actividad sign! 

ficariva sobre celulosa de tipo cristalino que se manifiesta a mayor tie~ 

po de fermentación con lo cual es po3ible establecer que los filtrados d,;l 

cultivo de vario.s hongos poseen cantidades variables de los diferentes -

co:nponentes del sistema enzimático. 

De hecho, la cantidad de pro:eina extracelular presente en los filtrados 

evalr.1ados es variable y hay ;,ina diferencia significativa con respecto a ~a 

cepa de Trichoderma virid~ QM 9414 lo cual se refleja en la actividad -

esp~cífica obtenida por lo que resulta notorio que para esta cepa el aume_:: 

to en su prcxi.icción logrado es debido aparentemente a la cantidad de prv -

teína excretada más que a una .alteración en la actividad especifica de las 

enzin1as la c..ial si es comparaáa con ias demás cepas evaluadas y aún cn-n 

la cepa silvestre QM 6a es menor independientemente de la fuente de c~r

bo:io :.Itilizada para la producción de la actividad celulolrtica {Tablas 10 ~; 

11_ ) lo cual es debido a que. el incremento en: la cantidad ~ie proteína =~ 

tracelular por esta mutante corresponde al aumento en la actividad celL2-:i

Irtica que projuce (Sternberg, 1976) por lo que posteriores incramento.:; ;·::r 

mutagénesis p:.ieden ser posibles .. Este comportamiento puede ser extra;:::a

do a las cepas utilizadas en este trabajo las cu.:=:les presenraron una ¿~:: ·Ji

dad especifica variahle dependiendo del matertal utilizado ~Ji! lo. projuc:...:. -:~ 

de actividad resultanjo menor en los filtrado.a ~'.J:enidos con ::-..::gacillo ::. : 
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caña ya que aq:Jf la proteína extracelular pro:iucida fué ap::-oximadamente 

el doble que en celulosa microcristalina por lo mismo llegar a co:itar co:i 

C'5pas q:ie posean un mayor porcentaje de pro!:eina excr<lcelular co:no celu

lasa activa po:lria significar igualar o .superar a la acth"f.dad de la cepa 

de Tricho:ierma QM 9414 coa lo cual se mejoraría también la eficiencia 

de la reacción de sacarificación puesto que aún no resulta económicamerrn

te competitiva la producció.::i je glucosa a partir de celulosa., debido en parte 

a la baja actividad específica de las celulasas obtenidas (Dewey, et al 19SO). 
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Fig. 33 Prcrlucción de actividad sobre papel ftltro por tres de los hongos 
aislados TE-001 (o), l'E-OOó (4), TE-013 (a);Aureobasidium sp (•.»: 

y Trichod:3rma viride QM 6a (•);QM 9414 (•~.(A) En medio coa C·Z -
lulosa m1crocrlsfalina ;(B) en medio con ba6acillo de caña no itrara.::.. 
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. 34 ProducclOo de act1vldad sobre carboxlmetllcelulosa por tres de los hongos aislados TE-001 

(o), TB·OOb (A). TE•OlS (ll); Aureobasldlum sp (•) y Trichoderma vlrlde QM 6u (•):QM 9414 (.a. - .. -
(A)Bn medio con celulosa mlcrocl"lstallna ;(B) en medlo con bagaclllo de caña no tratado. 
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TABLA 10 

PRODUCCION DE CELULASASª Y PROTEINA EXTRACELULAR. 

CBPA Actividad celulol!ticab Proteína Actividad Específica. 
Extracelular. 

(mg az red/ml filt/hr) (mg/ml filt) (Act. celul./mg prot.) 

SUTRATOS SUTRATOS 
Papel filtro CMC Papel filtro CMC 

TE-001 2.3 11.l 0.117 19.7 94.4 

'l'E-002 2.1 10.3 0.148 11.5 56.3 

TE-004 1.B 9.8 0.183 9.8 53.6 

TE-006 l. 2 8.1 0.170 7.1 47.6 

TE-008 2.1 10.0 0.083 25.3 120.5 

TE-010 1.7 8.9 0.074 23.0 120.3 

TE-011 1.3 4.9 0.123 10.6 39.8 

TE .. 013 1. .3 10.2 0.163 B.O 62.6 

TE-014 l. o 3.2 0.103 9.7 31. l 

Aureobasidium sp. 2.1 ·3.0 0.231 9.1 13.6 

.'r • V!X:!~ QM 6a 2. () a.2 0.382 S.5 21.5 

~· y_iridn QM 94U 4.2 13.2 1.55 2.7 a.s 

ªActividad celulol!tica producida a los 6 d!as de fermentaci6n en medio B con celulosa microcris
talina al li. 

bLa u<.:tividad colulol!tica se midi6 por la aparici6n de azticares reductores a partir de papel f:i..1. 
tro y cnrbo~irnctilcelulasa, 
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(A)En medio con celuloea mlcrocrlstallna ;(B) en medio con bagaclllo de caña no crataJo. 



TABLA 10 

PRODUCCION DE CELULASASª Y PROTEINA EXTRACELULAR. 

CEPA Actividad celulolíticab Proteína Actividad Específica. 
Extracelular. 

(mg az red/ml filt/hr) (mg/ml filt) (Act. celul./mg prot.) 

SUTRATOS SUTRATOS 
Papel filtro CMC Papel filtro CMC 

TE-001 2.3 11.l 0.117 19.7 94.4 

TE-002 2.l 10.3 0.148 11.5 56.3 

TE-004 l.8 9.8 0.183 9.8 53.6 

TE-006 1.2 8.1 0.170 7.l 47.6 

TE-008 2.1 10.0 0.083 25.3 120.5 

TE-010 1.7 8.9 0.074 23.0 120.3 

TE-011 1.3 4.9 0.123 10 •. 6 39.8 

TE-013 1.3 10.2 0.163 8.0 62.6 

TE-014 1.0 3.2 0.103 9.7 31.1 

Aureobasidium sp. 2.1 ·3.0 0.231 9.1 13.6 

T. viride QM 6a 2.0 8.2 0.382 5.5 21.5 

T. viride QM 9414 4.2 13.2 1.55 2.7 8.5 

ªActividad celulol!tica producida a los 6 días de fermentaci6n en medio B con celulosa microcris
talina al l\. 

bLa actividad ce!ulol!tica ~e midi6 por la aparici6n de azGcares reductores a partir de papel fi~ 
tro y carboximetilcelulosa. 



TABLA 11 

PRODUCCION DE CELULASASª Y PROTEINA EXTRACELULAR. 

CEPA Actividad celulol!ticab Proteína Actividad Específica. 
Extracelular. 

(mg az red/ml filt/hr) (mg /ml. fil t) (Act. celul. /mg prot.) 

SUSTRATOS SUSTRATOS 
Papel filtro CMC Papel filtro CMC 

T.E-001 0.9 4.2 0.229 3.9 18.3 

TE-002 0.5 2.2 0.273 1.8 8.1 

TE-004 0.5 2.3 0.368 1.4 6.3 

TE-006 1.0 6.9 . o. 346 2.9 19.9 

TE-008 o.s 2.() 0.243 2.1 8.2 

TE~OlO 0.7 2.9 0.159 4.4 18.2 

TE-011 o.a 3.3 0.242 3.3 13.6 

TE-013 1.1 7.9 0.461 2.4 17.1 

TE-014 0.7 2:a 0.281 2.5 10.3 

Aureobasidium sp. 1.0 2.9 0.401 2.5 7.2 

T. viride QM 6a . o.a 3.0 0.353 2 .. 3 8.5 

T .. viride QM 9414 2.6 9.4 0.875 3.0 10.7 

ªActividad celulol!tica producida a los 6 días de fermentaci6n en medio B con bagacillo de caña 
no tratado al 1%. 

bLa actividad celulol!tica se midió por la aparici6n de azrtcares reductores a partir de pape! fil
tro y carboximetilcelulosa. 
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Sacarificaci6!l de diferentes sustratos a tiempo.s de hidrólisis cortos. 

Para la c:.aracterizaci6:i de los filtrados de lá.s cepas selecciona.das de 

acuerdo a su actividad producida se llevó a cabo una hidrólisis a tiem

pos corros de reacci6:i sobre diferentes tipos de celulosas cuya estruc-

tura vaña de altamente organizada. a celulosas amorfas para lo cual se 

utillzb un sistema igual al emplea:io para la mediciO:l de la actividad -

producida. La reacció.1 se llevó a cabo en tubos je ensayo en función -

del tiempo a lo.; 15,. 30, 60, 90 y 120 minutos tal y como se describe en 

materiales y métodos correspo.:idi.endo la actividad de cada filtrado a la 

obtenida a la hora de reaci6n. 

De Iós resultados o!>tenidos y presentados en las figuras 35 a la 48 

es posible establecer que existe una estrecha rehlcioo entre la estructura 
• 

de la celulosa y la susceptibilidad al ataque enzimático correspondiendo 
• _;¡. 

a menor cristalini~ mayor grado de sacarificaci6n tanto para los fil-

tradoo pro·1eni.entes de medio con celulosa microcristalina como a los 

de bagacillo ::le caña y aunque lo3 filtrados provenientes de este tíl.timo 

realizan la reacci6!1 rápidamente en los primero3 30 :ninutos , ésta dis

minuye no:ablemenre en los 90 minutoa restantes.De hecho, no 3e obser-

va un rango lineal en el que la sacarificacioo sea directamente propor-

cional al tiempo de reacción debido principalmente a las características 

de crlstalinidad y heterogeneida:l de los sustratos utilizados, au.1que tam -

bién puede establecerse q~e la gelocidad de hidrolisis decrece cuando -

aumenta la cristalinida:I del sustra-::o .. y el grado je hidrólisis •.-arra ...... ,: 

acoorJo al tiempo .:!e contacto e:l!re las ceLtlasas y la ceh.tlosa (Flora, 

1964). 
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Con respecto a la diferencia entre el grado de hidrólisis y la proce

dencia del filtrado utilizado, ya sea de bagacillo o de celulosa micro

cristalina, es posible establecer que después de una hora de reacción 

el grado de sacarificación obtenido es muy similar en ambos casos; 

sin embargo esta reacción efectuada en tiempo.3 relativamente cortos 

ya que el máximo fueron 2 hrs. repr.esenta sólo un porcentaje mfnimo 

de evaluaci6n del sustrato en partictJJ.ar puesto que para los fines de 

un propósito práctico es necesario evaluar a los filtrados bajo condici~ 

nes realistas como seña una concentració:i de sustrato de 10-30% d.!::_ 

rante un periMo de hidrólisis de 24-48 hrs (Mandels, 1981) donde los 

factores co:no la estabilidad de la enzima y la inhibición por pro:iucto 

comienzan a ser importantes en la obtención de rendimientos satisfac

torios aunque un punto conveniente de hacer notar es q~e la actividad -

presente en los filtrados generalmente es suficiente para realizar corr 

ellos una sacarificación directa sin q~ se requiera de algCm proceso 

o paso previo de co~centraci6n de las enzimas presentes • 
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Fig 3.5 Sacarificación de diferentes tipos de sustratos por el filtra.:::> 
celulolítlco producido por J.a cepa TE -001 en medio B con c.:;;:,_ -
losa microcristalina. Papel filtro ( • )~ celulosa microcristaliP..3. . :: o, 
carboximetilcelulosa (D}. 
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Fig. 36 Sacarificación d~ diferentes tipos de sustratos por el filtra.:.:: 
celulolftico producido por la cepa TE-004en medio B con co:_ -
losa microcristaUn:i. Papel filtro {•),celulosa microcristalin.:. -::i}, 
carboximctilce1ulo.sa(.a}. 
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Flg.37 Sacarificación de diferentes tipos de sustratos por el filtraé:
celulolitico producido por la cepa TE-006 en medio B con ceL
losa microcris:alina. Papel filtro (•),celulosa microcristalina ~?), 
carboximetilce1ulosa(.o). 
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Fig. 38 Sacarificación de diferentes cipos de sustratos por el filtrado 
celulolftico producido por la cepa TE-013 en medio B con celu
losa microcristalina.Papcl filtro (•),celulosa micrcx:ristalina (o}, 
carbo:dmetilc.e1ulosa(.D). 
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Fig. 39 Sacarificaci6n de diferentes tipos de sustratos por el filtraj-:o 
celulolítico producido por la cepa Aureobas1dium sp en medio 3 
con celulosa microcristalina. Papel filtro ( • ), cefulosa microcris 
talina (o), carboximetilcelulosa (a). . -
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Fig. 40 Sacarificación de diferentes tipos de sustratos por el filtrado 
celuloiitico producido por la cepa Trichoderma viride QM 6a 
en medio B con celulosa microcris'Oilina.Fapel filtro (•),celulo· 
sa microcristalina (o), carboximetilcelulosa (o}. 
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Fig. 41 Sacarificación de diferentes tipos de sustratos por el filtrado 
celulolftico producido por la cepa Trichoderrna viride QM 9414 
en medio B con celulosa microcristalina. Papel filtro (•), celulo
sa f!"'icrocristalina (o), carboxirnetilcelulosa (o). 
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Fig. 42 Sacarificación de diferentes tipos de sustratos por el filtrad:.. 
celulolítico prcxiucido po:- la cepa TE-UOl en medio B con bu;~
cillo d~ caña no tratado. Papel fil ero (•)~celulosa microcrisraL
na (o), carboximetilcelulosa'Q ). 
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Fig. 43 Sacarificaciém de diferentes tipos de su:stratos por el filtra~.fo 
celulolítico producido por la cepa 7E-IGC~ en medio B con =:J.Ja
cillo dz caña no tratado. Papel filtro {•),celulosa mic.r:ocrist:t:.:i -
na (0)1 carbo;dmeti!celulosaCa ). 
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Fig. 44 Sacarificación de diferentes tipos d.¡;: sustratos por el filtra.:!:: 
celulolftico producido por la cepa TE-006 en medio B CO!l b~.;:.
cillo d.;? caña no ~ratado. Papel filtro(•}, celUlosa microcrisraL
na (o), carboximetUcelulosa'a ). 
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Fig. 45 SacarificaciOn de diferentes tipos de sustratos por el fürr-¿:; 
celulolrtico producido por la cepa TE-013 en medio B con ;;.;:-;a
cillo d~ caña no tratado. Papel filtro (•),celulosa microcris:::<!..:_. -
na (o), carboximetilcelulosa'a ). 
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Fig. 46 Sacarificación de diferentes tipos de sustratos por el filtrado 
celulolrtico prcrlucido por la cepa Aureobasidium sp en mea10 B 
con bagacillo de caña .no tratado. Papel filtro (•),celulosa micro 
cristalina (o), carboximetilcel.Wosa (n}. -



._ -= 
~ a 
e 

.,, 
o 
= 
u 
= CI 
o 
te 
a.. 

.,, .... 
IC 
e 
u = ... 
e 

-150-

10 

a 

'º so so 120 

TIEMPO DE REACCION (min) 

Fig. 47 Sacarificación de d1terentes tipos de sustratos por el filtrad1' 
celulo1itico prcxtuc1do por la cepa Trichocterma viride QM 6a 
en medio B con bagacillo de caña no tratado. Papel.filtro (•), 
celulosa microcrista.lina (o), carboxime~ilcelulosa. (a). 
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Fig. 48 Sacarificación de diferentes tipos de sustratos por el filtrad;:: 
celulolitico producido por la cepa Trichoderrna vfi.ride QM 941~ 
en medio B con bagacillo de caña no tratado. Papel filtro (•). 
celulosa niicrocristalina (o), carboxiwetilcelulosa fo). 
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Sa:::arificaci6'1 d.a_ dive:_~os mar:=:riales cefolbsicos por los filtrados 

pro:iucidos en el mooio de fennem:acióct con celulosa microcristalina 

y_ bagacillo de '?lñ~. 

Con el fin de poJ.;;r establecer la posibilidaj de utilización de los fil -

trajes prod.Jcidos en celuloaa microcristalina y bagacillo de caña con -

fines J~ sacarificació:i, se selecckl!1aron dos filtrados je acuerdo a lo3 

resu.lra:::los obtenido3 en las reaccionas de hidrólisis a tiempos cortos;e~ 

tos fueron el prod.lcido por la cepa TE-001 y por la cepa TE-013, los -

cuale'3 resultan adecuados para los fines de aprovechamiento de algCl:i -

sustrato en parricular;en el caso de celulosa de tipo cristalino fué el 

de la TE -001 y para la celulo.aa de tipo amorfo el de la TE-013. 

Los materiales celulósicos utilizados para la sacarificación fueron el 

ba.gacillo de caña tratado (resid:Jo obtenido después de la obtención de -

furfural), el ba.gacillo de caña sin trata!lliento previo y el bagacillo de -

henequén. También fueron incluídos con fines comparativos otros mate

riales q:te pueden ser co:t.siderados coino puros y que so:i representa.ti -

vos de la medición de algCm tipo de activida:l celulolitica en particular: 

la celulosa microcristalina para las exo-glucanasas;la carboximetilcelei¡

lósa para endoglucanasas y el papel filtro el cual es degradado iinica.::e~ 

te por sistemas celulolrticos completos que incluyen los dos tipos de ~=

tividad asr co:no ta:nbién la de beta-glucosidasa ademá.s de q:.ie la :iec:er

minaci6n de tal actividad es coa1Siderada como un indice muy directo C::e 

la capacidad de sacarificación de las preparaciones de celulasas cru,ll.s 

(Canevascini y Gattlen, 1981). 

La reacció:t fué realizada ra.l y .como se ,;-fascribe en materiales y ... 
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métodos pero en tiempos "largos de reacción con un máximo. de 48 horas 

considerando este tiempo suficiente para inñicar un gr-ado de hidrólisis -

razonable principalmente para los materiales celulósicos nativos ya que 

la mayoría de los estudios concernientes a la degradación de la celulosa 

han sido realizados utilizando celulosa pura como sustrato por lo mismo 

aquí se incluyen materiales representativos de la misma sólo con fines 

comparativos. 

En térmioos generales es posible establecer qu~ las diferencias en 

los valores obtenidos de la evaluación de los filtrados bajo condiciones de 

sacarificación fueron merores a los encontrados en los ensayos enzirná -

ticos cortas asi como también que no existe una variación significativa -

para ciertos materiales según la procedencia del filtrado utilizado en lo 

que se refiere al sustrato utilizado para su producción. 

Con respecto al grado de ·sacarificación obtenido, mostrado en la figura 

49 a la 53 , los resultados variaron dependiendo del filtrado utilizado -

pero es notorio para las primeras 24 horas que los materiales en los 

que se logró mayor cantidad de azúcares solubles fueron los tratados -

con los filtrados producidos en celulosa microcristalina y en menor gr!!_ 

do con aquellos provenientes del bagacillo de caña no J:ratado aunque exi_g 

tieron variaciones significativas con todos los filtrados después de este 

tiempo manifestándose mayor cantidad de azúcares con materiales corno 

el bagacillo de caña no tratado. En todos los casos el grado de sacarífic~ 

ción logrado con el bagacillo de caña ttacado y el bag,aciUo de henequéerz 

correspondió al más bajo lo cual puede ser motivo de la gran cantid3d -

de azúcares presentes en dichos materiales los cuales fueron detect<?dos 
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en el blanco de reacci6n, de hecho se sabe q:.ie la pérdida de azúcares -

durante el proceso de extraccibn de la caña de azúcar y que se encuen

tran presentes en el bagazo es de alrededor de un 5. 7% del material se

co {UNPASA~ 1978) los cuales afectan la acciOn de las enzimas celuloliti

cas por efecto de inhibici6_1 por producto. 

El comportamiento seguidiD con los filtrados producidos en bagacillo -

de caña refleja que si bien es menor su actividad, los azúcares obtenidos 

varlan ampliamente según el filtrado y el material emplea::lo manteniéndo

se tinicamente la relaci6n del mayor y menor sacarificado correspondiendo 

ésta a la CMC y al ba.gacillo de henequén respectivamente. 

Para los demás, fUé no:orio que el grado de sacarificación obtenido gua!: 

da una escrecha relaci6n coo la pureza del material empleado, siendo ma

yor en todos los casos durante las primeras 24 hrs de reacción para pa

pel filtro y celulosa microcristalina correspondiendo posteriormente éste 

de acuerdo a :.m orden definido, a los materiales nativos como el bagacillo 

:le caña no tratado y bagacillo de caña tratado respectivamente. Por lo mis 

mo, de acllerdo a las características mencionadas es posible considerar un 

comportamiento definido de acuerdo al filtrado utilizado aún el de las ce

pas de referencia; a grande"& razgos se p:i3"de considerar que el mejor fil

trado fué el correspondie:ne a la cepa TE-001 ya qu~ en ambos casos mo~ 

1r6 Jn patrón de comportamiento .similar al de la cepa .!'· viride QM 9414 

siendo o!'l·1iamente mayor al de otras cepas de referencia tanto de la de -

Tricho.:k~nna QM 6a y la de Aureobasidiu 11 sp considQ:rando la producción 

del filtra:lo en ambos tipo3 de ma::ectales •. 

En lo qu~ respecta a la cepa TE-013, la cual fué seleccionada por su -
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actividad. sobre celulosa amorfa, el co:nportamiento indica que si es efec

tiva para la degradación de estos IP.ateriales considerando como mies a 

la carboximetilcelulosa y los dos tipos de bagacillo excluyendo el cornpo! 

ta:niento sobre el henequén puesto q:le la acción sobre este material tlé 

similar en tolos los casos. 

La actividadde hidrólisis aún considerando estos factores es de apro-.d

madamente la mitad del filtrado de la cepa TE-001 para los materiales 

cristalinos. De acuerdo a este comportamiento se pod.rfa pensar que Ia -

cepa TE-013 posee además de una acti vida:! de endoglucanasa elevada. una 

acti vida.d de beta -gluc03idasa similar ya que durante las reacciones de sa

carificació.:i la celobiosa ha resultado ser un inhibidor mAs potente qoo la 

glucosa (Ghose y Das., 1971) y la remoció:i de la celobiosa altera favorabl~ 

mente Ia 'Velo:idad de reacció:i lo cual es notorio en esta cepa princ:ipal

mente a las 48 hrs de reacción puesto que la actividad presente casi igu~ 

la en alguno3 casos a la de la cepa TE-001. 

Co=i respecto al comportamiento seguido por la cepa. de referencia :ie -

Aureobasidium sp aislada del mismo material que las otras dos es ;osible 

considerar q:.ie mostró .m comportamiento similar ál de la cepa silv.=stre 

de Trichooanna por lo que estas cepas deben de tomarse en ctEnta ~5lo 

con fines comparativos para la prcducclón de filtrados pero para el ca.so 

de una sacarificación resulra mAs conveniente comparar el compcrta..--::-~e.!! 

to obtenido con la mur.ante QM 9414 puesto que si se piensan utiliza:- los 

filtrados e:i u::i proceso con miras a una aplicación. industrial resmta "nas 

adecuado contar co!l u:u preparaci6:i con alta actividad y que ller.;e ~ ~abo 

la reacci6::i de hidrólisis más eficientemznte puesto q~e se pu.:Je d~_:r -
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q:ie la cinética de la hidrólisis de los materia.les ceiuiósieos deper-rile 

básicamente de los siguientes factores {Dwevedi y Ghose, 1979) : 

1) Bstrucrura de la celulosa. 

2) Naturaleza del. sistema enzimático utilizado. 

3) Los efectos inhibitorios de prcrluctos intermedios y finales. 

Sobre la cantidad de enzima requerida para realiz.ar una conversión 

determinada de algCm sustrato en es¡x.""Cial y a un determinado tiempo, es 

posible decir que para lograr altas co'lCentraciones de azúcares asr como 

un buen porcentaje de conversión so:i necesarias grandes cantidades de -

enzima lo cual puede deberse en parte a una actividad específica baja y 

a u:ia eficiencia pobre de la celulosa en cuestión lo cual representa una 

de las mayores barreras económicas a vencer para lograr que la sacari

ficaciO:i enzimática de la celulosa sea posible. Las explicaciones dadas a 

este respecto se basan en la insolubilidad de la celulosa cristalina, inbi~ 

ción por producto e inactivaci6n enzimAtica, las cuales en co:ijunto son º.!:'. 

cesarlas de tomarse en c\lenta pero ~mbién otro factor no considerado -

q'Je influye en el desarrollo de la reacció!l co:npleta es la necesida:I de 

la acción sinérgica entre las endo y exoglucanasas.Datos recientes (Ghose 

y Bisaria, 1979) han demostrado que ambos tipos de enzimas so:i fAcilm~.ri;:e 

adsorbidas en la superficie de la celulosa mientras que la beta.-glucosida-

sa no sufre este efecto y perman~ce eii.1 soluci6;i.De lo anteri .. lr es positle 

concluir que la despolimerizaci6:i je la celulosa hasta celobiosa se lleva 

a cabo ~a la superficie y la hidrólisis de celobiosa a glucosa en la fase 

lfq"Jida siendo Independientes una de la otra;éstas suposicionzs reflejan ~:: 

parte los rendimientos o~~enidoa dJra.:-u:e la reaccibn de sacarificación -
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efecc:uada, lo:s cuales son agrupados sólo con finas comparativos ya que 

no puede co:isiderarse como un fnjice toral de la cantidad de azQcares 

solu:iles capaces de liberd.r cada filtrado puesto que para ello serla ne

cesario realizar la reacción co:i ..srandes volun1enes canto de filtrado como 

de sustrato en U'.1 reactor diseñado para tal fin además cuando se mide 

la formación. de azúcares, la activkhfj determinada es la suma de diferen

tes acti vida;l~s celulolrticas y el resulc:ado obtenido depende de la propor

ci{>:i relativa a la que se encu~ncran tales enzimas.La formación de gluco

sa o celo'::liosa. como prooacto final depende de la actividad de beta-gluco

sidasa (Leisola y Linko, 1976).La ta'::lla 12 muestra el % de conversi6n ~ 

grado por ca:ia filtrado en partict.ilar para las 24 y 48 hrs de reacciOn -

puesto que este lapso :le tiempo sería el apropiado para la integración de 

un proceso industrial para el aprovechamiento de un material de desecho 

de tipo agroindusc:rial co:no sería el bagacillo de caña mediante la obten

ción de azflcares solubles por medio de una reacción enzimática. 

De esta forma se puede decir que a las 48 hrs de hidrólisis, el material 

qJe tJVO la mayor co~wersi6ll con los filtrados provenientes de bagacillo 

fué la CMC co:i ·1n rango que va del 8 .. 8 % al 12. 4 ·3 correspondiendo a 

la cepa sil•1estre de Tricho,jerma viride QM 6a y a la TE-001 respectiv~ 

mente siendo éste el mas alto valor lO'grado aOn con respecto a la cepa -

QM 9414. Se discuten sólo los datos obtenidos con los filtrados obtenidos a 

partir de bagacillo de caña p:iesto qJe la finalidad de este trabajo estuvo 

enfocada al aprovechamiento integral de este m~terial y los resultados ob

tenidos con los filtrados provenientes de celulosa microcristalina aunque 

poseen .ma mayor actividad so;i tan sólo un indicio d.e la capacidad. hidro

lftica ::le cada filtrado y asr fueron co:isiderados. 
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Después en io qJe res¡x.-:cta al grado de hidrólisis le .siguieron en ar -

den decreciente a la CMC, el bagacillo de caña no tratado do:ide de nue

vo :nostrb :nayor capacidad de utilizacióa el filtrado de la cepa TE-001 

con respecto a too.as las demás lo cual p:Jede indicar aunque el porcen

taje de co:wersió:i es bajo (73) q':.le esca cepa se encuentra adaptada para 

el apro·1echamieato de este tipo de materiales.Posteriormente es posible 

ord~nar a los damAs materiales sólo como un rnclice de la susceptibilidaa 

al ataque: el papel filtro, el bagacillo de caña tratado, la celulosa micro

crist.alina y el de menor grado de todos, el bagacillo de heneq:.ién con tan 

sOio .m 2. 8% de co:iversi6n promedio. 

Por lo antes exp:iesto, es posible apreciar que el filtrado de la cepa -

TE-001, resulta adecuado para intentar lograr el aprovechamiento del ba

gacillo de caña nativo para la produccioo de celulasas ccHno para la hidro 

lisis en reacciones de sacarificación;puesto que se asemeja o supera en 

las reacciones de sacarificaci6'.-i eÍectuadas a la cepa de Trichoderma vi

ride QM 9414 la cual es una mutante por lo que se podría pensar mtj~

rar aún los rendimiento3 de producción de enzima y el 3 de conversi.00 -

en reacciones de sacarificaci6n con los filtra3os obtenidos con una cepa 

derivada de la TE-001 sometida a estudios de mucagenésis. 

Con respecto a la variaci6t1 o!ltenida en la velocidad de hidr6lisis .j¿ 

los materiales celulósicos durante la reacció::t de sacarificación, ésta p..:¡=

de ser explicaja por la existencia de una accesibilidad limitada a las * 

enzimas debido a porciones cristalinas de la celulosa remanente o bie::: -

por efecto de inhlbiciba por prooucco final e inacti vacioo de los co:n;i:. • 

nentes del co:nplejo enzima.neo por acciOn jel calor (Fahnrich e Irrgi::oi. 

1932). 
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En lo que se refiere a ia otra. cepa seleccio.-rada es conveniente mencio 

nar que su comportamien~o va de acuerdo a los fines de estudio p~rsegui -

dos puesto q·Je se q:ierfa evaluar la actividad presente en un filtrado con 

1.ma elevada actividad de endoglucanasa y poca en lo que se refiere a la 

hidrblisis de las porciones cristalinas de la celulosa resultando el com-

portamiento obtenido regular para el caso del aprovechamiento dal bagac_!. 

llo de caña ya que también existe la posibilidad de mejorar la cepa TE-013 

genéticamente p:..iesto que su actividad fué muy similar a la de la cepa -

silvestre QM 6a de Trichoderma viride. 

Un aspecto importante para su seleccióa fué la posibilidad de lograr o.e. 

tener actividades altas para e.:.tudioa posterior~s mediante una mezcla de 

las enzimas producidas por jiferentes microorganismos buscando un sinzr 

gismo en la acción de las mismas so~re todo con aquellas cepas carentes 

del componente endoglucanasa en particular puesto que para intentar la hi-

drólisis enzimática de la celulosa co:npletamente, se requiere de una prepa. 

racib:i enzimática capaz de realizar el rompimiento en forma eficiente. Tri

choderma viride es el procfocto :nás eficiente de celulasas extracelulares 

conocido !lasta la fecha, pero debido a qua son necesarios varios tipos de 

celulasas es posible que dos o más microorganismos sean utilizados en -

el fuE11ro (Linko, 1977).Sin embargo,la mayoría del trabajo referente a esre 

efecto se ha realizado con celulasas del mismo origen y los estudios so:Jire 

la co:nbinacib:i de celulasas de diferes:e fuente aún so~ preliminares 

la mayoría de los casos se encuentran incompletos (Goksoyr, 1975). 

Se ha tenido éxito so'Jre combinació:i de preparaciones de diferente -
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origen suplementando co:i beta-glucosid:2sa de ~. niger y ~· phoonicis 

preparaciones enzimáticas de Tricho:ierma viride dur-ante una reacci6n 

de sacarificación ya que la actividad de esta enzima para este último 

microorga!lismo es insuficiente (Sternberg, 1977) pudiendose de esta for

ma aumentar en forma significativa la 11telocidad de reacció:i efecto debi

do tal vez a que se remueven los niveles inhibitorios de celo!:>iosa pues

to que la glucosa fué el producto final predominante ya q~e se ha repor

tado q~e durante las reaccioaes de sacarificación la celobiosa ha resulta 

do ser un inhibidor mAs po~ente que la glucosa (Ghose y Das, 1971) y h 

r~moció:i de la celobiosa altera favorablemente la velocidad de· reacción. 
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Flg. 50 Sacarlfi.cacioo de materiales ce1ulOslcoo por el filtrado producido por la cepa TE-013 
crecida (A) en medio con celulosa mlcrocrlstallnn, (B) en medio coo bagacillo de caña no tratado,. 
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Fig. 52 Sacarificación de materiales ceJ ul6sicos por el filtrado producido por la cepa T .1. viride QM 6a 
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Flg. 53 SacariflcaclOn de materiales celulOsicos por el filtrado prcxlucido por la cepa T. vlride QM 9414 
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TABLA 12 

Porciento de conversi6n logrado por 10:3 filtrados celulolrticos producidos. 

3 DE CONVERSION. 
FILTRADO TIEMPO CMC PF Avicel B .. Hen .. B.T. BNT. 

(hrs) (a) (b) (a) (b} (a) (b) (a) (b) (a) (b) (a) . (b) 

24 12.9 7.2 9.6 3.0 7.9 2.8 2.6 1.9 2.8 1.5 5.2 4.2 
TE-001 

48 12.9 12.4 12.6 5.4 12.8 3.7 4.1 3.1 6.1 3.3 9.6 7.0 

24 10.2 7.2 7.2 2.8 3.3 1.9 0.9 1.3 2.1 2.2 4.8 5.2· 
TE-013 

48 10 .. 2 10.5 7.2 5.8 4.9 5.4 1.7 2.1 3.4 2.4 12.3 6.0 

Aureobasldium 24 9.7 6.6 4.6 2.2 6.6 l. 7 1.0 1.2 2.3 2.5 5,.1 5.3 
sp. 

48 10.2 9.2 6.4 3.3 8.7 2.5 1.9 2.1 s.s 3.6 6.9 5 .. 7 

Trichoderma 24 11.7 6.0 6.0 1.9 7.5 2.5 0.7 1.4 3.1 1.4 6.1 3.7 
virlde QM6i 

48 14.2 8.8 8.9 3.7 9.1 3.1 1.4 2.9 5.8 2.5 11,.2 6.0 

24 11.7 6.9 6.9 s.s 10,.5 7.0 1.5 1.5 1.2 3.9 8.2 4.9 
Trichoderma 
viride QM 9414 48 12.0 10,8 11.7 7.6 11.5 8.4 2.4 3.3 7.6 5.5 12.3 6.3 

~ 

(al En ceiuiosa microcristalina 
(o) En bagacillo de caña no :ratado. 

El % de conversi6:i está dado ¡x>r la siguieqte relación: %C= Az. red. ¿pl formado~ 
Peso del s'.lstrato (mg/ml} 
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Fruebas de estabilidad a 5Cf C de la actividad celulolftica de los filtra

dos can los que se efectuó la reacción de sacarificación. 

La termoestabilidad es una de las propledades fisiéas ; mAs importames 

de las celulasas ya que la hidrólisis de la celulosa procede en forma más 

rápida a temperaturas altas (Wood, 1975) resultando la estabilidad térmica -

otro de los factores que afectan la velocidad y extensión de la sacarifica

ci6n de la celulosa. Por lo mismo los filtrados con los que se realizó la 

reaccifin de sacarificación fueron sometidos a una incubación de 50º C sin 

sustrato durante el lapso de tiempo que duró la reacción de hidrólisis ca;:¡ 

la finalidad de observar el grado tle pérdida de actividad bajo las condicio 

nes de incubacibn a las que estuvieron expuestos en el desarrollo de esta 

reacción puesto que las enzimas son inacti vadas debido a las condiciones 

de reacción siendo esta inactivaci6n más rápida cuando son utilizados su~ 

tratos cristalinos {Mandels, et al 1974). Los resultados obtenidos presenta=:ns 

en las figuras 54 a 58 , reflejan un comportamiento similar en la mayorla 

de los filtrados utilizados aunque las actividades enzimá.ticas presentes e::: 

los de las cepas seleccionadas mostraron una disminución diferente de -

acuerdo a la naturaleza del inductor utilizado para la producción de acti:.

vidad. Es posible destacar que el filtrado ~n el que se detectó la mayor ~ 

pérdida de actividad a esta temperatura de incubación fué el de la cepa -

TE-m.3 producido Zlll bagacillo :le caña ya que la actividad de eDdoglucanJ. ~ 

sa medida sobre c~:c es de un 11.5~ de la acüvidad original a las 12 

horas de reacción le cual p~:lría üijicar qm~ 13. prmcina prcsem::: en t!SE:,_: 

filtrad~ es m~s termolábil a esra tem¡>.!ratura Je incubaci6;a ~ gu:.> p~Jie¡": 

ten~r o:ra te:nperarr._]ra óptima para su acción m~s tHiJ3. aunqi:.rc el p:u.r6': 
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Je co:nportamiento bajo las co:1diciones de la reacció::i de sacarificación 

p:iede ser otro, puesto que en ellas el efecto ejercido por el sustrato pu~ 

de ser favorable con lo que se podría explicar el comportamiento seguido 

en las mismas o !:>ien que la actividad manifiesta después de e~e tiempo 

es efectuada por esa cantidad de enzima la cual es suficiente para los -

ren~fünientos finales obtenidos aunque no se puede descartar que en re~ 

da:i este efecto se deba a la activividad ejercida por la beta-glucosidasa 

por removimiento de los ni t.eles inhibitorios de celobiosa con lo que se 
I 

manifiesta de nuevo la actividad residual existente. 

Por otro lado, la actividad de exoglucanasa fu~ más estable ya que aun

que se llega a tener un 203 de actividad esto se logra hasta las 36 hrs 

de incubaci6:i y los incrementos posteriores obtenidos de esa actividad -

residual son mínimos. Este comportamiento es diferente en el caso del 

mismo filtrado pro:iucido ·~n celulosa microcristalina donde aan a las 43 

hrs se tiene alrededor de 70% de actiVidad en ambos tipos de sustratos 

lo cual puede ser un índice de que aunque la cantidad de enzima fué me-

nor es má.s específica para la actividad evaluada. 

Con respecto al filtrado de la cepa TE-001 es posible observar que la 

estabilidad manifestada fué mayor en el filtrado producido en bagacillo -

para el caso de los dos tipos de actividades, aCin después de las 48 hrs 

de incubación puesto que disminuyen alrededor de un 503 de los valores 

ort;isinales. El comp0rtamiento mostrado por el mismo filtrado pero pr::;~ 

ducido en celulosa microcristalina refleja sólo una diferencia en lo q:.re 

respecta a la actividad perdida de en:io6lucanasa puesto que a las 36 i::rs 

se tiene un 35.3% de la actividad comparada contra 42.83 sobre pa~1 



-169-

filtro., 

La estabilidad a so~ C mostrada por las cepas de referencia fué muy 

similar entre ellas p..iesto que aparentemente ésta es muy grande para 

esa temperatura de incubación que de hecho es la óptima reporr.a.da pa-

ra Trichoderma {Mandels, 1976) ya que por lo general mantuvieron el 60% 

de actividad residual aún después de las 48 hrs de incubación. La única 

diferencia notable fué sobre la actividad de endoglucanasa para el filtra

do de T. viride QM 9414 producido en bagacillo donde la actividad pre~ 

sente después de 36 hrs fué de 20.13 efecto similar al de la cepa TE-

013. 

De acuerdo al comportamiento mostrado es posible establecer que hay 

diferencias significa ti vas en las actividades presentes en cada filtrado ~ 

g(m la fuente de carbono uti.liz ada para producirlo siendo más estables 

a una temperatura de incubaciOn de SOºC los filtrados obtenidos en celu

losa microcristalina asr como también que la actividad más lábil a escas 

condiciones es la de endoglucanasa manifestada sobre todo en la cepa -

TE-013 do.ide es notorio la pérdida de acti. vidad sufrida durante el perló 

do de tiempo de la reacción de sacarificación. Por lo mismo, se puede CO.?_ 

siderar que el comportamiento de cada filtrado durante una reacción ::le 

hidrólisis depende en gran parte de las características del microorganismo 

del cual procede 'f que cada sistema enzimá.tico en pard:cular debe po3eer 

una temperatura óptima a ia cual sea más estable dado que las condicio

nes a las que se trabaj 6 fueron las mismas, lo. cual no necesariame;-¡re -

implica que con ellas se lograra obtener la expresión de la má.xima acti

vidad. 
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De hecho en estudios similares al respecto r~alizados con una celulasa 

de C. cellulolyticum se ha encontrado q:.ie la actividad de endoglucanasa. 

presente en este microorganismo fué estable durante un perió:io de incu

baci6n de 24 hrs mientras que la exoglucanasa perdfa 203 de su actividad 

(Fahnrich e Irrgang, 1982), sin embargo (Eriksen y Goksoyr1 1976) demostra

ro:i con los filtrados del cultivo de C. thermophile var dissitum q:.ie la ac

tividad menos termoestable fué la de endoglu.:=anae¡a lo cual apoya lo anterior 

menee expaesto sobre que la caracterlstica de termoestabilidad depende de 

la naturaleza del sistema celulasa de cada microorganismo en particular 

pero lo q:ie no es discutible es que una de las razones para la disminución 

en la velo=idad de producción de azocares en una reacción de sacarifica

ción de la celulosa debe ser la inactivaciOn térmica de la actividad enzimá 

ti.ca de las celülasas de los filtrados con los que se realiza {Fahnrich e 

Irrgang, 1982) .. 
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CONCLUSIONES. 

En el desarrollo de este trabajo fué posible evaluar el potencial de 

utilización del bagacillo de caña de azúcar para la producción de celu

lasas y como sustrato de reaccio::ies de sacarificación utilizando dos -

cepas seleccionadas a partir del mismo material las cuales resultan -

eficientes para pensar en su aprovechamiento y aunque no mostró 3er 

un sustrato tan eficiente como la celulosa microcristalina en lo que -

respecta a la producci6:i de actividad celulolrtica, lo cual puede ser en 

parte. causado por la ca:itidad de celulosa dispo:iible presente, la cual -

o!:>viamente es menor alrededor d·~ un 503 a la presente en un material 

puro;si resulta atractiva su utilizacló:i por ser un desecho agroindustrial 

abundante y renovable además que en la reacción de sacarificación mos

tró ser uno de los materiales que potencialmente podñan ser utilizados 

en la integración de un proceso industrial puesto que fué uno de los más 

hidro!izados por una de las cepas seleccionadas y que además mostró -

ser una de las más aptas a este respecto. Aunque es necesario considerar 

para la realización de tales fines> qae la selección. de algtln material ce

lul6aico de desecho como sustrato para efectuar la hidrólisis enzimática 

depende en gran parte de !as c..ondicio:ies locales de donde pro\-i.ene o es 

producido, pero un punto primordial necesario de considerarse es que sea 

también barato en lo qae respecta a los costos de recolección, transporte 

y almacenaje. 

Con respecto a la utilidad q·Je pod ñan tener las cepas seleccionadas -
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en este trabajo, es claro q:.ie ambas reaultan eficien~s para el aprove

chamiento de materiales celuIOsicos de este tipo por lo q:.ie se podría 

pensar en u:i.lizarlas en la producción de celulasas y con los filtrados 

del cultivo obtenidos de la misma,llevar a cabo una reacción de saca

rificación y aunque la cepa TE-001 resultó ser la más eficiente se po 

dría pensar q"..le la TE-013 seleccio:iada por la cantidad de actividad -

para '.i.:.irolizar sustrato3 fáciles de de<,5radar, podña ser complementa

ria en lo que se refiere a la actividad presente ya q:ie se sabe que V!: 

rias celulasas muestran acción sinérgica para la hidrólisis de la celu

losa cuando son combinadas entre ellas (Selby y Maidand, 1967;Wood, 1972; 

Nisizawa, et al 1972;Streamer, et al 1975). También se ha intentado lograr 

un au..'llem:o en la producción de glucosa en los hldrolizados suplementa!!. 

do los filtrados del ccl.tivo con actividad celuloll'tica con preparaciones -

provenientes de otro::> microorganismos en loa que la acdvida.d de beta

glucosidasa sea elevada Goglekar~ et al 1983) ya que se sabe q:.ie como 

en el caso de Tricho:ierma viride esta enzima solo se pro:luce en muy 

poca cantidad por lo q:te su influencia en las reaccio::ies de sacarifica

ció:i es significativa. 

Por este y o':ros factores mencio:ia::loa, es necesario desarrollar am ~ 

pliamente en un fururo cercano, alguna de las siguientes áreas: 

_Co:itar co::i cepas productoras q:ie sean mutantes constitutivas q:Ie -

no requieran la presencia de un inductor para sintetizar la enzima. 

_Obtención de cepas mutantes insensibles a represión catabólica o 

sea o~::ener cepas capaces de sintetizar celulasas en presen-::ia je -

glucosa.. 
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_Contar co:i celulasas termoestables~ ya que las enzimas so:i inacti

vadas debido a las condiciones de reacción siendo esta inactivación mr'.1.s 

rápida c:.:ando son utilizados sustratos Je tipo cristalino (Mamiels~ et al 

1974). 

Pro:l.J.cción de celulasas resistentes a inhibici6:l por producto final. 

_Inrentar mezclas de diferentes preparaciones enzimáticas coni el fin 

de lograr co:i las mismas un incremento de la reacción de sacarifica

ciOn. 

Por lo mismo se podría pensar en forma genérica que exist,,;~ mejores 

posibilidades de aumentar la efectividad de la sacarificación enzimática 

de la celulosa a través de la manipJlación biológica de microorganismos 

y enzimas. 
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