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RESU"EN 

Se aisló' ü1·1a. ,<;:epa ·.1 .. ~;~1 >J··~·,~·go_ As .. ~;/~·r,;Í:l íús .f¡j.rfdqat:;Js .. , 1:¡1.te es 
"-'o" . ~ 

capaz de ,e,~;:~-~·~ j·: .. :<~ ~-t~·~ '~: :~~1.~~~-:~¡~~~~·t;·:ci·:~:[:::~~.~-~'.~-f~~~··~ ~~;i·\~.:~ --6 __ s:\~'.-~-~-'. ~:~_~;-:] ~~~ n·e q ~-'; 1·1 e r. 
:··. · ·:·.:.·; __ .; __ .:'.;.~.~ _cf·: ··,-X~;-~~: ··;;~;:b:..·-'--~· :_: :, -',"·.' ·. \ •';· ~/;·, .~-;~.'- -~~'/);: ·'~-~·'.,·\;,- .· .;, :.-.:_:_,<;~ '.'.:;:.\ ,,-;¡:;¡ '.·°'~'.. ;~v:._:.:,_~,· .. ··~:; o'. • ·, -: · 

·~n medio senc:illo,·cu~1;1do,~e ~1t'il'iza;tit·r·<1·c:~r·ta·ccteC,her:eql1er1 <;;ómo 

sustrato ~'.~~~~~ 
~Jrt:?:~: -,\· --';.:~: 

rior- a 

la 

'.: "º"'º º''~J• i'·'r~tt~~~:r1r;~·~, ¡ii!~f *'(~¡~g~¡1l!~~1:: :q~j_ 
,., idos se c::e.~~t:i~~.::a.~·itffi/:;~~r~~·{~l ~~?:!t~J{~~~r: ,:e<,e1·,~ogl~\C:~\'l'a-
sas, enogl uc:a'n.asas·-, :,~pe.C-.tJ'"n·a"s'aS' .. ;y_,:.¿x il_a,.;aS.as)~~L'.·as,.·,.c:_e l'úlas:'as ·::de·.· ·l·os 

t i 
1 

t i·:a d º .. ·~, ·; :f :~i~~'~,f ;~~~5~·'.i~t~~~;~~i;1,f ~füf~~~T~~t~t~~J"¡~t''''?~~~:~~~~:Iict;c {~~~;..a·.· 
liberar pl~·o.to~.~ ~~:tos ºde;.~:·,c.efl 1.t l.:~s;;~~.ege1~?;~l:es:-7,:,~e>i-'.ho· ·.as_:cr~~ e .. f~,¿¿,Nic:o t i·ana 

~ y ·.e:._; i t ¡ ~;~1r1r~~;E~:-i!~:~~s~;~~;H:~~.f ~~,~~ff ;1~~;~~·i;--???·-~c:·~~~;~~~-~·E:~i· '~·g;m~~~·. 
r-arlas c:or( «---r preparac:ior1e~s··tcomer.·c1a:res-··::'::de:z ce i-1.llasas~:. ~--~·:::.' ~-~~~té::.~·_r!·.tl~·ó.: 

::::."::::.''i~g~7~J~~]!~~tii~~}i~12~?:f ff~~~};;'.:2:1~ "":~: 
" ..• - ·-- -~ i - ,. -···<-: _; f.'~.,_. 

de 9C> i ~;ilé~';-~\J&tio:i;'~~~:~~~ ~\~{:;¡;~~.{~c:il'f~~~ restos~.~¿ pared al ser 

observado 5-:· C::or1 :'.~:J:/1:~~~-~--p ·~:~:·-~'.~\~ i·c: o f l •.\'o}-.7-.º'_· :._ · 
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INTRODUCClON 

Importancia Y objetivo 

La r·ad i ac i ól·1 soTar"que·. :incide sobr·e la. s~1per·ficie de la tier·ra 
.,~,: .. ;·~~,¿_c,,-:;~.:.~-~ . - -·'- . 

constituye la f.uei:';te'~:,primari¡., de ene'Í-gl.á en l.os sist~ITlas. vi\1ier1tes. 

A•Jnque so lament~'"j~~!/~~~\.%}?./:i,'a,i~¿ is~n,l~~i:t;;~~de·. _h.;~~ye~~dfa, , ··~s 
c ªP t ªda pr: rr.·d}1· ªm:t1 .. ·0pn;t~~º·1.:f .• ·.·-~~:~{!~-·;~~~,,~~~~~;~~~é~~~,~;~'Ki~'.·i;e~~E~.~.~s~~.·r.\.;.¡.?·t;~ ~f: N # ~~-~c1 º 
qoJe el ~ ~ \'anu'al;~·ÍÍe.t.6)d.'er•;ste~p'.f§C;:~S~(J ;,~(C 1c;r¿¡; 'X~ l0 

toneladas de .·J~;~f~~ct;os· ··bfri~eJ~~·d~~};s~~~-~2S~~-;1:5~:·¡~~~{4~:~t:~;: }~;~;.•;es 
ce l u!osa. Estt.' ·C:.;mpuest6 e.s~'i_'.'~,<J.t- ~-º~;~,~¡:';·f:~;;/J,\,~;~ :·.·.:••: :;~. ::¡" íl:~~~1ico 
renovable mAs aburodarote qu~ ¡;xi{t~' en•i'a'i,i::'io.stera\í~~·:su• potírnC::íal 

·;¡~.--" .. >.;'.-'~;:; :· .;· '~>"" 

~~~~~~~~~~~~~~ ~~~:~::~~~;~~i1.il;t11~¡;~'~ir~lir:~;:~~; 
b i o masa seca. ~~X(·~~\,·~- apr~~l~t·~~:~J~'~~-~~·t;; iií 1·~~~~01·~~~~·:l.;~~i~~a',;: de 

esta biomasa,{~:~I.-··;·~·n;~ªd~r.~~,i~-re·ti~~ri~~1·=~~;{·tiv~~~.~~~~}e/~k~e~as; 
McHale (1970); e,;tima<q(.e ·tres ~u;,_rtas ;a:;.teg de. la.i'masa ·:'són,'.dÍ!sechos 

y 1'esiduos ~~·i,_i~i~iz.~bles. Solamente .;~¿ 'mil{¿~;~~~',~tJ'~{\ toí-oeladas 

(1.25%) del 0i~otal de la 'masa prod..;~t{~,a ?~~5.:-'.(ff~· tierra es 

eventualmente ... ·~ada pa1~a la aliment~~ti~;,:¡:¡._¡;¡.¿.na. 's:~<.:embar·go el 9% 

o cerca de 13~5. billones de tonel:a~~~c }~~ ~i;rcle·O'como desecho de 

cosecha o. en proceso:cte operacit!in:' ··::,E·;;.' m'l.i~t.as: c;;\so~· estos desechos 
... _;:<·-~:º·:··.>>-·-~ <>· .•:''>-· 

aparecen, en fot:'mas•' { 'ca~otidáde~~d~~~~d .. s'L~a~a~ Con.!:>i derarlos 

otras fuer1t~~d ~·~,j; ~Í~eri~ t·r.Jni~<~:>~rocesos de i recuper·acidn, 

part 1cul armero~W,,"f~; ;¿~~ li:io~!"f,t~~~·.~i~~'~;:~·1;-/*'.'5:;,; ····••· ;:, ••. A·}k'" ··+ " q ' . 
·~-;~-~ ---·~~;-;.'-'.···" '··._""'.'·, 

como 

La utilizaci6n ~e la celulosa para la cibteroc i 6r1 de 

energ\a. 1..l otros pro d1.1c tos, representa un problema b.!sico, pues 
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este compuesto no .es un ca1-bohi'drat:o de reserva.como el 'almidbn,. que 

del 

p•.1ede 

casi neut.ro y pone 

oc:urre la 

hidrbli5·is. AdemAs,. 

severas condiciones 

prote1na 

es 

pH 

la 
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En el Estado de Yucat!n la industria. henequenera es una actividad 

ecor16mica muy importante, no solo !?.º... la .ocupaci&n 'd.i J'.'.eé:t~ que 

geroer-a sirio tam~if!n ¡:)~¿\~ c1;; ... ~ .. ;na ~C::ci;:.6_~ic'a.q.ie sig1'itica' ;'.<~dpe;:, 
1983). La inct•i·~t~{-~y~·eneqúene~: ·'•~e:~e~,;· u~;a··-'gr.;¡n- ·'c~~~.i<i.iici de 

\:: ·_:. __ -. ~--,· '~·-:," ·~-~:,,;. -~:-;· :.).~:J.:_ e ~:.·~,:-.·~-~f:~~-~-;:::~~;~l;:~1-:~~~;,~. ;~:~::, -·:.-,~,--~{i~~---Z~:.>-·:.: ·--~-- ... -:~.- ~;¡\_ :· ~~::; ~'.~~:~-' -;~·-~ . _ 
desechos ag,.:.oil>'d.L\st'~Í'•at'e';;'~-'i'' La· fibra' .. eisióde •.mater:i a1<:i ndústrial i ;:ab 1 e 

Pe ro represen:,~;;~~~ i : ;¿~}~"R~b~~J '.~~¡rf {t~~,~~~-f~~1f f~t~~~-~,~nE:.iAri~;~~:~;f t'e s t 
0 

hay que. d~sC:~1{t.;·r.::.un"1Ó~-;,;~~"•{es; fibra··~e:o a' con •.md>ajc _o"-mllo--valor 

::::::; ·~~ .. ~~~~:::;:~:·~:::!·0:zr~~~~1r~~~~;iit~É\?!J~~;, '·:. 
140,000 toneJ.a'~a~ dé desechos ent'Y..~~tI~~~-~ •Ju;::·:;:;;~;":_, ¿/: 

:·:.; _-'/--:, .}-:. -._,..- .-, .. - ·.;\._ .:~¡,.":' 

La p·1-oducci6r1 de enzimas celulolftÚ:~~ ,apr:Clve2t;,a·ricto oll19ur!o,;_ '.á~ estos 

desechos es una alternativa mas par·a lóg¡-.i.r 'una :uÚli~a,;,~b~,~~-f~,gral 
del heneqÜlm. 

,:,·. -~~:_:"' 

Qulmica y estructura molecular de la celulosa 

La cel•~losa es el esqueleto del polisacllrido :mas ·.;.,;¡)>i __ 1a._m_ente 
~-o'-o·=--~o;+.;~· -';-:--;';';-.-,=-"":-'" -

disti-ib•.•ldo en la naturaleza, constituyendo apro},'iniádafl¡e1:1t~;.-~p: 50% 

~~::~~~~:~~'. :~::;~;;~~;::~~if i~~ .¡~~~~¡~¡~¡f ¡~lllililt~~ 
hictrblisis de estos e'nlaé:e~- :·produce";:pr·ihcipalmente".•'D7X+)-gl'ucosa. y 

ce1 obi osa, tormada por: ctos·· u11i~áct'es·};~f%\iTh~:t;~:-r~(~'.~f(~~;t:~rJ~ .. ~~r·j~~'.:~v~ 
contiene m.!s de 10,000 ~ni dad.es' de: _..:,glué:ósa:,·antoi·dt-a7ün·idas 'foT•1•>ar1do · --, :'~r~ ~1f).-~i~~~~.'.~~~~, ;¡~~~é ,~i;_·.:;:!~'.i~;0:zt:; ,;:'.,;;:: ,;;~~ ,_~._; -.. :::~,,·_" · ·- ~ ~~" -·.-.~.: 
·~na mol ~cula de cadena larga. El ··:p,esó.''molec•.tl·ar':¡ :• med .. io .. .-.'"ci'i>: la 

· .. ,~~·<:··· - ; _:.,,__::··-:-: 

celulosa nativa es superio~ a 1.5 -mill~n~~ d~ daltones. Como la 

longitud de una unidad de glucosa anhidr-a es 0.515 nm (=5.15 A), la 
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longitud total de· una mol~cula de_ celulosa nativa es aprox{~adamente 
. . 

de 5 u. La pulpa· de ,:ce.lulo.sa y .e1·é, papel f._iltro por lo general 

tienen un grade;; de'. 1>?,'.i;r~:~j!i~acf6•,~,;:~~,;:)~rit~e sc.aY~~-~lºº~ _., , .. :: · '• <~· -·V e';:;;:.~-_;:,:¡;',-''.!'. •.<·-:·:e • :_"'· • :~;'.• r:•;::-::: i1e}5~, "'.M ~·~;~\:~s.• 
-,;,;;,,·:_]- " .. ;;. ·''" ~;-¡_-~,:·, ..• -·<-. 

En una moll!cu,la cte";cü~1tis''a:,- las ,Ü~Íd_ades° !!e glÜcosa anh.idr'a a<ió~;tan 

la configur~¿i~n c!~'\·¡lia; con los· grupos h.;':H:x,.f\i:·~:,;_~:;~.~~5o~icidn 
ecuatorial y· fos .!l. tomos de h idr6geno en posic an>ax~i·a_"i_·.". ••·····c.•·:> 

H 

H 

H H 

,p 
H 
celulosa 

o 
HO 

··,_.,_ '-

Las uniones glucosl.dicas actolan como grupo furi.ci:o~,..:·i':·v·~~~li', ;í:or1 los 
. - .:· .. _:/ .,;_-~ ,;.-.' ;···:,':. ,_ . _, .. '·\-- . 

grupos hi dr!>x i 1 o, es lo que determina las p~o;i~~~;;fa'J'~:~'qlíf'irií.cas ':de la 
._:), ,__:;:~;·;· ?"!,~;-- ,- ~-·. :, •. 

::::

1::::0. To::: ::: ~c::::c::n::l:::~::::r:::~~~~tX'}~;:·~i~fl;~:;~~t~tn h:: 
;.,,:,::"~},'; !·. . -. ' ' ,,~,'-: '• .,. __ ,,·,-- .. _, -'.._'.-';-., ~,._.; 

forma de fibra'éalaifi;lada, la ;':~~--~1ai:q:i,,~~'~t~B''?11zada de mol!>culas en 
-~ ' __ ; > 

las mol loculas 

tib1•ilares es bastante .rOegular seg"°n de 

difracci!>n de rayos X en la celulosa. cristalÍ.~ía:Y'c:;~~-· 

La naturaleza qui.mica de la celulosa, sus propiedades ffsicas y 

mecAnicas y su estructura fibrilar son deducibles ~e s~ estr•.tctura 

molecular. Como todos los poli.meros lineales hidrofflicos, las 

mol!culas de celulosa individuales est~n enlazadas juntas formando 

tibrillas elementales o protofibrillas de alrededor de 40 A de 

ancho, 30 A de grueso y 100 A de longitud, en los que las cadenas de 

po l lmeros estAn orientadas paralela y firmemente uro idas por 
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actuando como una barrera a la degradacibn enzimAtica de la par·ed 

cel•~lar. La lignin~ es.una malla polim~rica tridimensional formada 

ur1a molt!C::ula ~n-;;,i,cif ~ complicada con 

uniones. entre sus-~onbmeros~ 

ENZIMAS CELULOLITICAS 

Sistema enzin>atico 

,. . \ •,' 

un crec:imier1t·o·-~a·zaroso en 

muchos difer~nt
0

esc: 'ti,pos de 

La degradacibn d~ la'C::er~{~~~c;ist~lina es un proc~so c~mpl~jo, que 

reqr.tiere de la mlÍchas enzimas~-

l:~ '. ~ .. ~.º~' 
'.;,· 

establecido 

actividades 

/3-1,4 

Otra 

las celctlasa·.s·.' 

Esü· ·l:>ien 
'' 

,.,, 

.,.,,.(Er1ari, 
,. ' ": .~_::-; ''~ 

.. ~~~~-:·:- : .. 

sobr·e 

la 

~~lobi.osa 
de las tei-mfr/¡i~';[ no.7ireductobiis (wob:~7~;~~/i1i)~~-Jf ._ < e 

Las en do /{:';.;~}~1;t1~~~~)~~~~,~~~~~~~iim¿·~ ,'.q•~~;1·}kL:;-i~f~;i~ad sobre las 

c:el•.Úosa 

r·egiones a,;;o;:f~s (pai--a-cristalinas) de o sobre los 

derivados solubles como 'la C::ar~oximetilc:elulosa, en donde rompen al 

azar las cadenas. de celulosa causando un rApido decremento de la 



viscosidad, pero 

reductores. 

(Reese, 

La 

del 

actividades 

endo- /) 1 ,4 

-glucosidasa 

En Tr·ichoderma 

(Shoemare.-., 

distir1tas 

formas de 

complicado la 

catal!ticas y la 

1979). 

Mecanismo de accidn 

La hidrblisis de 

6 

un incr-emento relativamente lento en azttcares 

la 'c:~llilosa' .'rfl!qúf.er-e "' .... la .aC:cidn 

ei~.:l~:,~'y' :·exa·;;.;~~iucána'sas'; v es ·~~·~:.l~r,~da ;·por la 
~·"'"·- ----=--= 

siri~rgic:a entre 
. . 

,8-gluc:osidasa y posibiem.ente . por otros :comp011e11tes· celulol!ticos 

(Mande l s ar1d Andreott i, 1978). ·La· h i p l>te!d s · m~\s .. cómunmente aceptada 

de Sll mecanismo de ac:c i br1 es · que el s•~s tr·a to es 
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inicialmente hidrolizado por las endo-glucanasas produc i l!ndose 

intermediarios ol igoml!ricos que son inmediatamente atacados por las 

exo-glucanasas (glucohidrolasá! o c~lobiohidrolasas), que producen 

glucosa o ce 1 ob i osa .ª :pariic~·-_··~~·:: {as' terminal es no reductoras. Ambos 

tipos de gluc:anasas ~.;n~i.r;'~i~1~· .hid1~ti1 i sis de los oligdmeros 

residuales hasta ·que ·.fina1ril'.~;~e · )1.i ce.l obiasa cor-ta las cadenas 

cortas de oligl>meros para pr-oduc ir glucosa 

(Montenecourt, 1979). 

El primer mecanismo enzimAti¿~; que involucr-a el componente c. en 

la hidrblisis de la celulosa~ fue propuesto en 1950 por- Reese y Siu. 

Estos autores sugir-ieron que el componente Ca era el primero en- un 

proceso de dos pasos, involucrando una ruptur-a de puer1tes de 

hidrl>geno seguida por la hidrl>lisis de la celulosa distendida 

(dilatada) por la endoglucanasa ce.). La existencia de c. fue 

postulada bas&ndose dnicamente en evidencias indirectas, a pesar de 

q1.1e ning'm componente de este tipo fue aisládo en ese tiempo. 

Algunos organismos son capaces de degra.<fa,r.~sa·''c::ehtlosa amorfa pero 

incapaces de degradar la celulosa crista'ii.na. Otros degradan la 
.. ·.·.'.•,.,, . 

celulosa altamente ordenada prod1.1cier1do -:fi:Í.t'r':ados que. son incapaces 

de degradar material ordenado, pero los mismos. ·filtrad~~ . pueden 

(CM-celulosa), hinchamiento en Ac:ido fosf6rico o molid·~.'.: . ';;:: 

.:·.\.-~;( :·:/~~- ~ 
Se argumentaba q1.1e cualquier-a de estos tratam.ier1tos:'·.~Í:;riJ\X: l'a>acc:i !>rt 

_'.!.. ~:-,~· ... ·::::>.~:·:: 

de 1 componente c., por lo que se le cor1siderll ·:comó· ·::-..;¡., factor 

prehi dro l l t ic:o que J)PO,du~e- una. ce 1 u.losa "ac_t l..~~d~''~ (;¡/,c1.1al puede ser 

atacada por el cÓmplejo :dé erizimas hi.dr-ol!ti~a~.· •. · 
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Esquena 1 

Hip&tesis original: c. ----> e" 

e 1 , , -', e,. .. · : · .. · .. , 
Celulosa cristalina ----> celulosa reactiva --,--> ;13;-,glucosidasa 

Ac:tualmente se ha establecido que ~sta mas 

adecuada. El componente C1 ha de 

c&lulas de varios hongos. Estudios detallados de la énzima .indican 

que el componente C1 corresponde a una exoglucanasa, (Ericksson, 

1975), y en algunos casos es espec1ficamente una celobiohidrolasa 

(Berghem, 1973), que act'1a en sinergismo con el componente CM y 

solubiliza la celulosa cristalir1a. Esto permite distinguir al 

componente C1 de otras exoglucanasas. 

En un sistema enzim&.tico que contenga endo y exo-glucanasas y el 

cual deba ser presentado en el orden de su efecto degradati~~ sobre 

la celulosa cristalina, es l~gic:o asumir que la-; enzima CM de 

ac:tividad aleatoria inic:iar&. el ataque. 

Esquema 2 

Hi pdtes is e H ----> C1 

..-s-gl ucos idas a 
Celulosa------>celulosa------>celobiosa------'--------->gluc:osa 
cristalina reactiva 

El sinergismo mostrado por mezc:las de e, y que solubiliza 

celulosa altamente ordenada puede ser éxplic:ado en los s.i gui entes 
. ' ' 

terminos: el componente CH genera nuevas terminales no reducto~a~- en 

larcadenas que seguidamente son hidrolizadas por C1 para prb~ucir 

celobiosa (Berhem, 1976). 
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Reese (1975) no estA convencido 

paso er1 la 

altame1~te 

c1.lya 

paso 

Re ese 

nuevo 

precedido 

sc1perficie 

el 

de 

glucohi 

Celulosa 

El mecanismo por 

fragmentos solubles 

McCrae, l '?79) • 

PROPIEDADES DE LAS CELULASAS 

Peso molecular 

Los componentes enzim~ticos del sistema celuiolltico de varios 

hongos han sido- purificados y caracterizados, el compor1e1·1te e~ 
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muestra muc~a variacibn permaneciendo en un rango de entre 43,000 Y 
-· . -

62,000 daltones,' la,endo ..ta::-1:,4 glucaroasa del componente e"· muestra 
~-· ~ ~-:'- .. 

1..ana c:ons i de'J-..~b'i~;:\·.:;~~l~;r:aC:·~:(br{ ~ ~·~.i.'i: ~:, ... ·,:.: .un . .::x·ango 

t luct t1~•.e1·0'€f~--~.;~4-~;f -~--·~5fqóo ·~?~~·1-~o~_e,;, 
de peso molecular que 

aur~que las 

pequeñ~s P~R((~~'f:;;:{ .. s~)~; -~~buriida<.tes de errzima mürtl.in'i!rica. 

Exceptuánct.;'.: fas~~~-~~'1€~1.~;~ :'..?~~~~~~·.s\, i a. niávo.~!a de .. las·.··enz~más 
encuentraT1 "•HJ~;J~'.·~:·;~~r;~o'd:':ct.e'~;:~~?togi)~:k;· ~0;900 ·.daÚo~~~: ···,_se 
r·eportado·pe~:~:s ~~·i"(:"off;i·.:;!s" :fd~:5C>;i9oo'''a? 7·6.óoó ero el c:as'Ciide 

exo-gl<tcanasas y ;;fá.-'~itco;i da\~;; 

l?li . . "' ,· : 

se 

han 

las 

Todos los si~ieci~~ c::elul¡;l'J.ticos C:or;cicid~s hasta el momento 

mostrado un:·. ·''.·b_p_ •. ·.·t. i_;~·º·'.' .. · .de·; ~~;ti_·"v .. ·.i'ct.~ct.· .. e~ 'i:pHs' {fa~·;_:~¡.;~ro~e"}Ác:ict .. ',;o.<~· ero un .. " 'º' .. ~ '·'· . . . 
rango·· entre;> :~/oc2~~ (:3;o J~p~J~t'e•~~fc;j;:;J¡¡·J ;jfa~-~~ci'i,~~~~()ccJf1· ·· c.bmpl ej o 

ha.n 

cel ul 011Úc~ ct{' ,,~que;·''~e~~t.:::.~H~- ~·,~;~. JJiÍ~~~~;~~~,.,gan i;s~~ ' 't1sado;;" Las 

=~:::·:;: • N j~f~~if r~:~:~~f ~Íf i1~~ ... ~_._::,•.--.:•.: .• _··.·• .. -.·.·.i• .. •• .. ·.· .•. ;.•;_.· ..•. ' •. :_ .. " •. ,;.'_':~_·.~.•• .. ~ •..•. · .. ·_ .. :_;f .•,~ .. ll.l! .. ~~~~,· .• _;,·:·m·;·'~~in~f ;~:~ :': • ::::: 
Termoestabilidad '''''f(C;' , ,· ;;-.:·" ,/,'.:~-J 

' -~ >;'~ ;' :..:~ - -~ ' ·;~;{ :;-,( . i; -. ::,;·~>- r.,: :-5:,~· ._.:' :·:¡.. -. - -~- ·: ... !'~>- -' 

: :: :::::::: ·::: ~::: • . :;!0~~~~~J:_:_;fq~t·e._l.r.•_:_:_:_·;1_·.··ªr.l;_s~~~-:e~xt_~.•-;_: .• º~-~¡.1•_{fº_11:Jc_._;_ •. •ªl.:_:_'_.ªf\_:s_._.ªf·········is,_:_ ..•• _ª<~E'fº···ª:. ;_··-···
1

•• ~:: 
endoglucanasas son, ri1'as-i-;;i'5'f·ab'i'i>,:¡;'.'· , :.. , , , arod 

- ·_, ·. -~.\, ~;-~ .. -~-.-~ . ·.;[~·'./ .-

Ma1-kkanero, 1977)_, -~~2~fí :niti'f::f(o~<.i::.il's'Ós ~las :.l?,~gíuf::o!> ict.;5.a!> ext: iJ:.en una 

ter·moestabilidad. C:'ori~ict~;~_i,~lenlenté aÍta (Macr;is, 1~8~),/ 
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Los sistemas celulol1ticos son termoestables 

d•.1r-ante varias horas dependiendo del sistema 

1977), (Fahrorich ai)d Irrgang, 1982). 

Induccibr1 y represidn 

Las celulasas son un 

viricte, aunque tambi!n 

Pseudomonas f luorences 

de celc1lasas ocurre 

lactosa, celobiosa 

glucosidicos A -1,4 

Andreotti, 1978). 

El ligero 

industrial 

encoi)trb que 

potente inductor< 

aumentar a 1 x 10 

Markkanero, 1977). 

La celobiosa es 

de celulasas ya que es el 

acumulaci~n, sin embargo, 

las ende -1,4 glucanasas, 

en un medio con celobios~ 

prod1.1ce al crecer sob-r-e 

and Markkanen, 1977). 

ent,-.e los 50 y 6f:Y"~ 

(Wood and Me Crae, 

arod 

que 

(Eroar-i 
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Se ha observado tambi~n que la presencia de azacares f~cilmente 

de 

a 

lo 

que los del 

complejo and 

Schamhart, 

:celulasas 

act!ian sobre los grupos SH-1 ibr-es de"·1.·~s. 

inhibidas por- ce l ob i osa y flletoC::e.1"".,_ ._fnactivadas ~- .:pprL.--;pr-oteasas, 

all!>genos, metales pesados y deterge11tes~ 'Los·.- ion.;,¡· :'.'.irior-g.!nic:os 

tambil!m inhiben las celulasas de J:.: '~fH.d~ ~ci~~:.Ag, Mn, Cu, Hg, 

borato de sodio y tiosulfato de. ~d~io · (8ari•~~l~,. i 1if=h ~ Otros 

inhibidores natur-ales de· la~ ceÍuf~~}~ d~·.é]:\,.é,;i·;..iae:·~·z ~yrotecium 
,_~-{.;,· :-·· ".--. ·'-~,·· .. -;' 

vi rr-1Jcar-i a son los f e.:no;~ e_s:,-:_ ~-ó·{·¡.~:~··~f¡"::(\l~·'S.':. Y<. i ás··~--i~~-C: ·o·a1·1_:t~~c~_i~ar~· i·na·~, 

presume q•Je estos; iritiTb)do1~ésl n~~.}~~~e~s son los ~~: ~',.,~~~.:~ionan 
. - ' . , ., - ' \J/' .. ~ ,\ ,.. . 

resistencia de las _~·l;n·~.-~~~/'a.i :,;.·t¿;-~¿¡~'. d~ 'ia; ~i1~i~sas' {~.fodels 

se 

la 

Reese, 1965; Bisen ~t,al~· 1982) •. 
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PRODUCCION DE CELULASAS 

Microorganismos celuloltticos 
La habilidad para producir· erozimas celuloltticas est~" ,ampyiamente 

,- ¡( .~ .. :; los microorgani,smos y. de marl'efa\" inuy ,-,~ara' en 
\~.:~'.;i- ~lF,<~,~-. ,~,•,"_•,~·,-!,-_, 
., .>:: ·;.~~:\"; ',-',;_;·.~; . 

distribuida entre 
algunos insectos y moluscos. 

~:º::::::: b:.:.:s~~~::~::;::{~dº~r:~~¡~~~fil'{~r~fü:ft"f~~~l{~.!;~ti~~ª::er-::: 
celulol \tiCas -i~~~!i'o;:_~-~·o:~;~;;i=:,:, s'ilr.};;·;;~~:~: e~~pc,e,1}:~~~-~~~bios y 
di f ic i 1 es de: ¿-,Z~2e~;~ ;::'{ff~;{~iii- ' acte~'~:;;,:ci~ó:~-o'.i~':;¡y,i~cdL=¿~¡";~To~"~~--= es un 

"• ·>'. ~,:.;-.:::._;:;y .. ,• ·;~ .,_"·"· :~·;::;--·;;~1~~;:~· ~ 

asociadas a la cl!iuí.ai ~~ét.;';..i'ana y deberí ser extrt~;~~-:~~~:~:.:~~.;: 
• ~-·:::'~•~;.-T.:~:{';},'-:.>_".)-

~:: i :::::.:e e::·~:::: ::c::m:1: :,s v ::::::~j~¡::sc:;J~~~a¡!:}::~~~~~r:r-e::: 

: : 1 :::c i ::~ ::z:::s reeP~x "t0 erra:c:ned1o_us1ua:r:e~-:-~s90_~.-,-_-_._._-_b_._~_-,-,,:_:'··_._~_•'.r_ee,:_:_0_n~_·_,,~.l_.,~ªt:r;.er;,_)riti~·t:'e/.1:e'\mi~:s.:::: d: 
producir celulasas ,. .:~ , :·~~: .. ~):'.~~,:-~,'~~,:·:,, los 

.·.:,r. : __ •. :_:,:,e,>:,_·_:,',·_:1 ___ ·,·: -,-,,·~,-,-__ .-_!_'~-~-;;_' __ ,_;:, ,_' .. ,,;_-,·~-~·,:'. ___ :_ i"~ ; ., , siguientes: ,,, _ , _. ::':é,rk:""" 
: - _-_,:_ ;.::;?:.:::.·::;,;:,,3;:;;_:_:,:,_' .;:. . ·.·' :-~·'·.,:··,º --~~-r::: 2'~' ~tt-~'·"-:'-o ~,cO.·-'-.,,- ,:._: __ ....;_:,; ; _:~~"S-- __ ":--· 

Tric:hoder·ma vir-ide (Mandels~· w·eb:er-- 8Y.:{Cf .. ~~Y..iles:;·> 19ff) ··--. 
-.·:· 

Trichoderma koningii 

Fusarium solani (Wood and Me Crae, 1977) 

Asperqillus niger· _(Boretti tl ll• 1973; Vidmar tl ll• 1984) 

Penici l l1.1m funiculosum (Deshpande !Ll¡_ tl, 1983; Laroi:hke, 1983) 

Asper-qillus fumiqatus <Tr-ivedi and Rao, 1979; Stewar-t and Par-ry, 
1981) 

Chaetomiun cellulolitycum (Fahnrich and Irrgan~, i982) 

Polypor-us versicolor y Polyporus ti 1 ipiferae (Kanda- tl al, 1976) 



14 

Sporotrich•.Jm termophile (Coutts and Smith, 1976; Argir·ios 

Margaritis, 1983) 

Trichoder·ma har·z1anum (Mar1indel". et tl, '19.S.:Í) 
.:~~ ' 

Seytalidium ligr1icola <Desai U;;_\;\(J.'~~~~Ji 
Sporotrichum pul verul entum (Erikss.oi):··~n'd. :\p~_ttér'son, '1974) 

... ~, :;::~-' ,_"~;.:~.;;;.:.::}~:.:'._~ - >L - •;o.,¡· 

Tricho derma long i b r·ach i a tun · ( Ti;:fv'e di'~;;i.984); 
;·_ -·,:·:. •'-:J:·:.'~f' '\:~·:· :.\'-..'.:/i{h,··:;-~:'"J 

Fusari1Jm lifil. <Vaidya, 1983>f~~<}~~;tii•;{Jfj!~·r 
~~~-~ r;·•- ~-~{~\;:, :-Ji·~/ ~~:}>· :~~~ ;_;:~; ' _.-. 

Estos hongos producen c~Y1.(f:{g~g~f~·¡i',i,:'tati~s~'6"n"'· CL•l.tiv~da:s en celulosa, 
~--~.e~"'.'.'~-~: "f<_') -:~J;:;.1;~:'.J~:-.:.::~~ ~--~'.;~-~~;. :·-.:·:·> -·- ·> 

sin embargo algunos ?fs~d.~~.~_n/•·f:iltrados (¡ue p'u~d~n deg1'adar 

totalmente 1 a ce i u 1 o~~" ~~f'.~i~Y:~r~~:~·~~',f ~~~f~;i,~~§Fi ~ S;?~~~. ·. 
Algunos microorg~riú~~~". ;'._ :;~ere"~~;- · .• ·~~o:i'aL::é s·.·C~;~'ii~?J~anasas o 

.. . ., ·•De' ,,,. ;,, " ·:C:r~·;·;l~~f~'ra1izar.' 

::::~::: '"::::~:,,::·:~if {f tf !ffe¡',}if ~f i~I~t:'~~~~~t~~····"; .. :: 
ce 1 ul ol 1 ti cos verdadel".oS.<Po.seen.''. e~ta:c; :'ac.tiv'i.da:d :v::.:pµe:der1::·;: hidro 1 izar 

la celulosa ins~l~b{~ :J:i~~:a~~~'.'.'.:olu~le.;: ... ; .·· . ,;.J .. :. 
:r:, ·~·.'\:'. ,",~t··~·~::.;:; .:·">···· .... ;~ 

Se ha puesto especiál .'11'~.j';.~·~;:·· en· la obtencic!ln de cepas.:.con 'una alta 

produccibrr de celulasas •. ,Tr:Í:C:ho.der·n'la vir·ide ha sido· re.portado ·como 

uno de los mejores productores de enzimas y se han. seleccionado 

algunas mutantes hiperproductoras: I· viride, QM.9414' (Mandels and 

Weber, 1971; Mandels et ª1,., 1979, Warzywoda et tl, 

Trichoderma reesei R.U.T~-C30 (Sheldon, 1985). 

Otras especies de 

variedades hiperproductoras 

han sido mutagenizad~s~,para 

desrreguladas como ~;.':: ·x~r,' c:'aso o 

Aspergillus fumigatus (Wase and Vaid, 1983). 

el 

de 



M~todos de fermentaci~n 

Exister1 tres 

cel•~lasas: 

i) Cultivo 

ii) Cultivo 

t~cnicas 

La mayor!a de ~os 

realizadas 

sumergido (Trivedi and 

1983; Watson, et ª1,., 

Las 

1.-

cabo en 

esporas. 

2.- Cul 

homogeneos 

nutrientes y productos. 

15 

Los gradientes son indeseables por lo 

este m!todo los reduce al mfnimo. 

o 

el 

que 
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3.- Pr-oceso de "Car-r-ousel de Kornu~a• (Nystrom and Kornuta, 1975¡ 

Enari and Markkaneri, 1977). s·é~i·C~r1t i n1..co 
.~:r :: ~., :·· - ~ ... , -,. ,. - , , '' 

consiste en cuati-o lineas, ~~~!~;~.- ·~¡'~'ª ctli ··.~?:~~s ¿~o~· cllatro 

fer-mentadoi-es. Cúando el. pr-imei-•d;.fermentadol'é '.:-á•fi:;,.r;~·~~--~-~5 h de 

f ~j;:~i~~~:::;~~:~::~~~i;:~;f llil!!if ª~~1lii1J~;ri:~:::~ 
tiempo mllximo de pro~ú~Eló·~X~.j~-~~4\"~~~-~f~;~:,if*'.··i,t'.~ ~:i.~~·i'_;~!1~·;'V 

.· >¡~ o;.··~-~. :··~ .. _ii'.i;;~};~~;~~-:: .. :~· ~\~. ~\f';~\2:·c.t'_,;dff5.. . 
4. - Fer-mentac i &n:. 561 i'da~: o, pr-oce·so'·'·KoSi::·?:'.'·•. Estei·.pr-oceso·:· es•:emp·l ea do e11 

•,<. -;":<.:'.:,::~< '·· ·. • · · - "-~- ,·"·. · "" '•;:;• ;, '. · f::. ·.,:·e · • ·.; --~<;, · ¿,'. /:-· .[;,:_'.: .. ~ _'. .. ~ '.1_¡ :·;':'.· .• --

;;~;~ :~~~~ :~~~i~f~f tf ~:~!~i~ri~ft~t'.JJlf l11íl!f i~iCi 
cil'clllar entr-e· el sustratll P_ªr,a•aseguf'~'.''"L1na;bl1e11ai~-~pe"~~16n. Este 

::::::: · ·:.::::::·:,.~~~:· :::~;2;li~l~!ft~i:~iii~~~r: .. ::: 
gra11des vol!lmenes de pr-oducci611 y se'' J'equier~·'"~~:'.>:onsidel>able mano 

::.:::·'::.:·:.:::::·::::,'.o• ºº"¿::stJ~~~ .• ,:,._[i.' .. : .• _ ..• ,;_ .. :,.t __ ~lt~t'~~~1''· ª"' 
<,_, , _' ~~~'A.; , 

::::::: 

0

:;s P::c:::me::ª::::entaci bri ./~~;:~~;!1i~~;'~bh_ft~~~~~~t:.xdv;~:b-~ Iul asas 

hay que te11er en CL1a1"1ta varios factor:~;S c:'omo: ·Ei1''pH 1 ':fa temperatura, 

la composic~611 del la aereaci6n 1 el in6culo, 
. ._:.: :~·~'.': ··-··~:'. .·-' :~:---... , ;_ .> 
médi.o, ía' actii:idn. de 

surfactantes y los meca11ismos de regulacibn. 

La produccibn de celulasas estll fller-temente influenciada por la 

r1at•~raleza de la fuente de car-bono <Enari and Markkanen, 1977), po1' 
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los fen6mer1os de inducci6n y represi6n 

sistema enzim~tico 

aspecto 

gra11 escala. 

La fuente 

de ni 

Se 

la cepa sin 

inactividad 

de bioslrotesis 

usualmente corridos en el 

el pH puede dejarse 

ini~iandose esta a 

alcanzar- pH 

Debí do a las 

materiales celul 

llegan a 

aereaci bn 

y la accesibilidad del 

el 

en 

de 

de 
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Se puede aumentar la produccil!n de celulasas, por la adicidn de 

surfactar.tes como el tween 80 (polioxietileno sorbit•n .monooleato), 

que es el mas utilizado, apr·ovecharido la: 

pe1•meabilidad de la pared celular que propici¡:·,.1~é(tri.i...~oi ·1ib:e,-,acibn 

de enzima (Mandels and Weber, 1967; Marode.ls a.nb ·s~er,t>e_,.;; 

et &, 1982). 
- , . : ·;, ;~:.'. :·--· .... :.: , .--·' 

El tipo y támaño de inbcuiotier.e ·ufi 'marcado·:,,.f~~fo~.'~~Üa pl"oduccidn 
• '\ -< • 

de muchas su.s.tandas.con, adivi'dad. biol;~_~/~·~. $Í?.~:~~~'~,~;~>~i' 19S2),. El 

inbculo puede ser pre~~rado como Lm~;.~s~s~'efr~·,~11ro:~~:~;~'~i)IJt.;,;5\~~ni11der 
et &. 1984) o como miceÍio crecido· '.''~;Tl';•mediD'CúTquiC!ó 'ccat'ct.on, 

.·- :: .. ,_;_·- '.,',>;~;· >-~.: ~. 

1984), o micelio en c•.1bos de agar (F.;hnr}c::~¡}1?8~~}s,t.'..;;elei::~i!m 
·.,." ... ·'«"· -~-~' ~~k·-~~,-

de 

la temperatura de fermentacibn la s e .. úaJi/;;~;·jt~~j s1;;t\µ'1,~. i;!fr •· 'de 

. ::::::: :::· .:::: ·:"':: .. ~··o;.;.... •. • 0·1~~lit~1f '.~ ~~Y 
• : ~· "o ·-· '"' ''-'-;! '"> 

la 

Usos y aplicaciones de las celulasas -J:", : ;>·' .:,,,:,:<.:.• ·1.~,?-,,:\~. . ·"~·. ~:::: 

m.!\s · importarit~sicti;~~;t~tl;i~Jlf'tt1i·~;~J,;\~~;;;s la 
...... -· -~ __ f.-.:f~~::,~~;:-.~i~( - · · ~1;:};:~~<-:\.:·~t,'-)r,-.:: ... 

Llna de las aplicac:iones 

sacarificacibn de los 

az~cares fermentables 

levaduras, protelna 

productos qulmicos 

materiales ce,lull!'sfcos:'.:·P . ''á\ob.ter.<:.idn,. de 

que se emp 1 eár'L·' e5~~~J;¡(~'.~~~~;~~i;?~'3~f~,'i~5i~rro l • 

unicelular, disolven~~::~~. ~,n~i:bi~~,icos ;')'> otr-os 

<Spano, 1977). La sa¿~',:.}i;icacillri>es la 
' • ·~. F.'\:·>;::/'.,":>-:. • :>, ¡¡· 

aplicacibro m.!\s estudiada taroto desde el punto 'de ·,Vista'·,tl!c'n{co, como 

econbmico (Klesov, 1985). Otras aplicaciones.··d~ i~é;:el'ul:~as son 

las siguientes: 

Incrementrar los rer1d_imi e1·1tos de diosgerrina en un 30 a 40% 

(Skladnev, 1982). 
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La pared celular de las levaduras Saccharomyc:es cerevisiae y 

Candida utilis no es el tracto intestinal. El 

tratamiento COI~ digestibi l ida•:! de las 

levaduras e vitamir1as 

(Ghose, 

Incrementa 

aceites de 

Las 

celulasas¡ 

parcial. la 

que son 

las pectinasas 

obtenidos actban como preservativos de la paja y mejoran su 

digestibilidad en animales (Skadnev, ~982). 

Grandes cantidades de preparaciones celulolf ticas son utilizadas 

en la industria alcoholica. Las enzimas amilollticas presentes en 

la malta son activadas con el l.ISO del complejo enzimbtico que 

rompe las ·paredes cel•.1lares. Los rer1dimier1tos de alcohol por 

unidad de mater.ial. crudo se i nC r-emer1tar1 3.2% 

"~,, :· ..•... ~'. :; .:?+ .. ·:' .. 
~·._; _ _o;.__ =---~:: -~ ~-·'~:·:_:____'~\:-~,;~,'- --- "'--·- :·::S-~,_ 

En la elaboracÍ.61·; .·•de, vi~~ i5·~, :~:oc·f~r•.:'. :fas•'1.1vas '.;on·~~J\ilasas 
••,: ' •' • •.:- ~:>1(",~>_< ·:-':~ •,j T ·~ -~:-' ;, ' 

mismo ti emp~ i~K~'~\ ~·~ ~·~ºlonga .'la .;'niaC:~;:o·~éi!i'i','·obt~rf1~ri-di:fae de 

(Skladnev, 1982). 

al 

esta 
_-- - -

- ·--- -
forma un au~ento del 10% en el rendim~ehto (Malm.<;>s, 1976). 
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En el Jap&n las celulasas son empleadas en el tratamiento de los 

granos 

-en el que se desee hidro 

TECNOLOGIA DE LOS PROTOPLASTOS 

El t~rmino protoplasto 

designar la materia viva 

microcirugla de 

de protoplastos por este y 

Coc:kirog (1960) demostrb la posÚ)ilidad-del 

en 

un gran n~mero de protoplastos de c!lulas de plantas sup~rio~es. No 

fue sin embargo sino hasta 1968 cuando aparecieron en el mercado 

enzimas c:omerc:iales, que fue posible 
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llevar a cabo gran n~m~ro de investigaciones relacionadas con el 

aislamiento de protoplastos·:·de cl!lulás,v.;ge.tales. 

Las preparaciones <·'· ··.~;,. ••:·, :,.;,· :'!.:,;:,:,}:. . . {. '.~i:s~c111ibl~es para la 

v,.7;;;>,¡":;''. ';~...;''.,;):'·-,-.-'•:..,. 

l~~ celulasas liberaci6n de 
,~ •' .. i A'' ,; 

R-10 (Onozuka) so·r,, :hor190 
-¡_';; !,p.,. ; • ·~ '· ;;~. 

Trichoderma ~; f.J'Cl,Pdn); 
' . -· - '.' . ; •"/f ~.> -_;_,_ 

l!sta pr·epar·aci&n· ~l ,.. :·,:··c::ontiene 

actividades han 
'.,,-':;<, 3 

sido las mas· frec•Jent~~mi_:h:t:~}!-~~~~'."~fp~~~,,;;~~.s~:¡1.,~;~,{~,e~¿~p .. ~~toplastos 

(Ruesink, 1980); · L;,. ··¡~i.d&i, de," é:i{f~~:y; treinicíiiái~'~a'i;_;~üecte ser 

necesaria para' lá •.1J.~¡'/ Ú~' ~~:(i.~éi{~~~·~~·H~~fr~1:~~;.~:i(~f~?tj:emicelulasa 

::::::::::~:::::::: .. ·'.:~::::::·. ,~:~~::~!~§~J~i~f ~1}f~~~{l~:. ~:: 
pectlnasas mas frecuentemente utiú:z..;das ~~·¡, ~?:'t~·.'' '\1'a~~rozyma 

·':';< ;;: <>_ 
(Maserasa), obtenida del hongo Rhizopus'._:_El :;úso;'éiE!:_p.~[::t'in,as,;;\s:solas 

tambil!n ha sido efectivo en la separacidn de i:Í.l~\1'.....;.:'·;d~···'expl..;1-.te de 

hojas. 

Otras enzimas han sido usadas para aislar< .,tejidos 
·-

que no liberan' protcipla'sto~ flli:ilme11te.>: '. .E.nz"i~a~ i::'o(r;6; ia' Helicasa, 

del veneno de s~T'?{e~tes:'~a>sido:u~~~~· eri cornbiri'acillri·.'cb~ .. ,•.macerasa 
' .. , , .... , .·-· .,-· ·' ·.-, ·:.:' .. _~-·_:· ,.,,,.,~}-: ',;· . '.::·::.:-:{i.~ 7i'- -~ .«~; 

y celulasa • p~~~yl i'b.; .... ~_f;,1' Jr:-,ó~J3~.1isi;o}·f:·~~;tlib~(s~iro~'. ><l.;.~~·;;;pc~; 
colonasa,, 'úria•tüe~ft'~."'P'~c~i:~~c'.t'~a tia'· sit.1oh1'sa<i,;;c.;¡1;;'.C:o,~b.(nacÚÍr1 con 

·- ~: ..:' 

La 

la 

cellulysipa P.ª'~.~;s\~e.e~~~i: ·-~·~~!~p r~~-=º~ 0~~3=~t~~t·~~~i¡1'i~º-~· Estas 

enzimas son ernp1.;.a<i..;·~ é:or; poca fr.;2~·e~~i:t\ y no .. sq1~ ,hecesadas para 
·.:· .. : :» --· . ·,:· -_ -.. ,. -:· __ . '._·.·. ·:·:: \,··· -.. -'·- ~- -
~~ ~roto~lastos cuando sw us~mes6filo de hojas la liberacibn o 

cultivo de cl!lulas en suspensidn. 



Muchas preparaciones 

ce 

de 

que 

compromiso 

Entre las 

sexual 
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enzim~ticas comer~iales contienen sustancias 

de 

de 

la 

o 

se 

de un~ diversos 

como son monócotiledories y dicotiledones (BajaJ, 1977). 



ENZIMA 

Celulasa Driselasa 
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FUENTE COMERCIAL 

Kyowa Hakko Kogyo Co. 
(Japan) 

Plenum Scientific, 
Hackensack, NJ. 

Cellulysin (Onozuka) _ ·cal.biochem, San Diego 
R-10) .. CA; 

Hemicel.ulasas 
Rhozyme HP150 

ORGANISMO 

!1· basidomycete 

Trichoderma 
re~sei ~formerly 

.'.!'...· viride 

Asperqillus 
·. niqer 

., 

i.= niqer ·· . ~~~~=' C~~~i:}~}:~i~~~-t\ •····• . :-·: niqer. 
. -;~~·:'.::·~;;~ :'.',:.'{·}·; :.~\~,:/~-; "·- . '.}_., 

Hemicelulasa 

Pectinasas 
Macerase 
(Macerozyme) 
Pectinol AC 

Pectolyase Y23 
• ~ai~f J;1~it1~~f~~;l~~t= spp. 

· Kikkoman Shoyu" Co., Ltd ~'.: · : , .!'!;_;· japonicus 
", ·_( Japan )'. • . ·. ~ ".-:;- ''i".i:' 

:. ;.,, .,,,, :,:·:··,_E:.· ~;._:;·:! i'.,'0:01~· ;: . <:..· 

Pectinasa ·• ~:~~:~f.:;.~;~~1~:1; St. 
PATE (Aci:do'¿~6ticb ·_·· .ifoechst c,;,.ietn~~ial. 
acetil tr.an.sf.erasa') , · 

., 
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embargo,~stos tt1!rminos nunca se refieren a sustancias 

espec l ti cas ,pÍ-est.!ndose 'en al guno_s casos .a cierta confusi~n por lo 
;·¡. 

(1976)-- losdt:Jíci~ en slrIÓ;d~s:g!:uposi 
,~--_, ;~~··. :~ '/ 

,. __ -~-.~,-> ~ .. ;~'::;· .. :>.;·,-;·º- -~ .... - '" ·_i'-·Jl:----;~ ~~~r-;::-: 
celul(),sá _,·,: .• ,_:,_::!):':.e,:'.::,:, :-:--• :,p." 

que Hall 

' . ' ' . ,,, ,: ' .-. --~:;·:.' ·,·:: :·· 

:::::::~:i:;~!:f ~!~f 1r~e~m1a:¡n¡,etnf :tte~s~~¡¡!~t;~~•~;~=::~:::::::~~::~: 
los polisac.!ri~'¡,¡/ .---- _ ¡/~~L0?~[;,,r ~.i-recl~ son inollkulas 

extremadamente ~om~l~~asl-~~-..;,~rma~d~;\-'tiri; __ ;;,.;:"~r~z entre estos se 

i ne luyen el homc:igalactour:oroano~ ramnÓg~}a'¿i;;_~';;.b·~~:~.:i·, ~~-;;,-nógal aÚ~ronano 

:: :.:: :: .. :::::. ::~·~:: ::~:::::. ,:::~;;~~~·~~~~~tM ; e:.:::::'. 
mientras que_ eri la_s c~lulas maduras e~i~~~-)~· p-.;J'~~~,:-'.~ecundaria que 

,,;:·.-;. ,· .. 

recubre a la_ c~ll•las dAndoi'e la' fiif'aía·:.c·aracter!!itié:a -de un tipo 
'-<~ ~' 

funciones indican 

La gr~~ ~xa..-:iabi'ii~_cl,~~--tipos celulares y 
~-\~·'o;:.,--- '--"-.-;;.{.~_---o-· ;::0----~-

• 1 cí existencia de·' 'graridé
0 s dite'rencias en 

¡-':-

sus celular partic~lar. 

la 

estr-uctoJra y co~pcisicib~',J.~'}1'.,; 'pai:ed ·securtdaria. Ero t1! s ta etapa de 

cree imi en to de par:ed produce una ·sintesis - masiva de 

: : ; :: ::· y ::"" ·::::r:;~-~-~---'.'..·_;·•-~_'..,:'_:º'_:{_s;_._~_.•-•,·",:, ••Q•::::, ::.:;::'.!"~ º '. ·:;t;~; •:; 
ramnogalacturomanano~ '•• , ..; - cambios_ 'en 'éli'~l0~:·C:~~\dri~d-~. de 

hidr-oxiprolina, indi~arl- ~V~Uf"t~ ~anhdad de ~~~~'.~c~,~~;?';•~·t~~~t~ ~: se 

s•Jgiere que es'c:e es ..¡;f .''j;;3\'p: ÍmpoY'~,;~t'ef: é~,-~~j~:~~~nt1:01 ~-~l' la 
' .. ·¡ :-·~,~: '.. .-.. :;·:~" ", 

~ .::-;.\:._~~·: ;~-elorogacidn. 

Mierotras que ero la pared primaria las mi~rriribrill~~ pueden estar 

colocadas al azar o trans~ersales al eje de elorogaci bn y su 

crientacibn puede ser alterada por el crecimiento, en la pared 
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secundaria las microfibril~as son depositadas en la superficie 

interna con una ~~ie~taci6ri especifica que permanece ~as.~ menos 

fija. Existe: c'i:~ ;'t~· ,:i:~tdeh~~iL4u~ ~~.~~i~re'< {a<¡n te/;;;~n~ii.rr•de los 
:;,~',.\;; ·:~:-: ·-.<.--~:.~:·. ..., 

microt bbul os eri la:"or:fentaci 6n'l'ae'>ias micr'of ibri nas;: '·u.?, ','2,'~~~;¿,nent e 

que adquiere gr~~ )~~.~~~~~~C:Í:áY~h,7m:c:~as<¡,~:r~C!~'s:'secundari~~~ y que no 

se presenta en i_¿\~:/r;~Ved<p'i-J.~~~b.'a} C,''i~L~~:::'.1XgriÍ~a~s~·a~e·~~;t_, ~~·t ª1_, 

1982). ;":,.:.-'···- .-~,'- __ • __ . __ ..,_-_:~'.,--·.<-:-.:e="-' .... -.-;,·>· -·, :}L: ~-~,~:<--- J'. :t~~ .. - --

OBJETIVO 

El cultivo 

importancia 

sin embargo 

pa!s que tiene 

muy restringida. 

preparaci6n 

calidad qc1e 

liberar 

Bajo costo de· 

s 'J 

posteri 

Tiempos cortos de fermentac Hin: para .redücir el costo de 

produccibn y evitar la autolisis. 
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Bajo contenido de prot~asas: portjue la presencia de estas enzimas 

puede da;>;ar los-protoplástos una.vez•obten:i.dos . 
. -.. ·-" ,_ - ,- -.·~ :· .:·.:· ;'4I:::,'.,~<, ·,·· ''..~ .. · · 

·;! -:~ ~<:.·:/: ':;'.-::~':, -·},:.:.·.\f;:: ;';,.· ~.\.~';. :.'- <-i./; .. -. "'' ... ~. ·:?,-: . . . . -

Rango de pH ·amplio: ~1;;{¡~'.~;q~~•;. i.J.~s(C::¡l't;1'.1~;;.{~i~n¡;t; 'su liJ,Úmo de 
;,-e:-'".'. ·.,.,.:::. ·;~.. . •• - - . ·" .. : . ' ,, 

ac ti vida,d: ~~,.~~:~~fü~g~tf::~~.:·~J~~?JJ:t/ :'qlteif,;•·~\;~~;i~\(;~~ú~~~·,, aceptaí:'· .a· · .. ,los 

Pro top 1 as t º-.:~;-:':~e;·~ ~~;~c~-'~.e-;*~~~~tr:~~~-~~··~~i~~t~;~f t~f ~f~~·~·i;t~s~·-~~i-···.··-,~~ e.da 
actuar. con:·:ef'-icac 1a'.:has ta•·un':pH-<:deé•S-;8<0. ]::~_~,_¿:~:;,,,~- ~-•-..__,_-}:. (-_. ~j·~-

Q u e n º ª 1' e~-t:i:.·;f ir;~~~~~,1~i::J~-~t-~1-1 ~::·}-"i"~tt.o p·1 ª :;~ ~~~¡~-~· •. ··.:~qX'i;:: e - ., .. _que 

la prepa;aci b~- e~;i-~lti:c~ ~·-¿~~ {ii;~.;_é'.~ºli-~~;,~~~t~t'..~'.i'~~~;~_.~~-;J~ .-.0,.•J'ue_dan 
~ /e ~-; - c•-o- -

afectar de -al g'1n m~do \~' ';'JÍ~ífiiid:~¿¡·;d'e''Ni'.~~~~V~1".i~~~°S' para 
es tos puedan ser cul tí vados' d~sp¿~ 5 de sJ ~bte.nc idn. 

que 

HE TODOS 

' . .-/ Aislamiento y selecci6n•del 
Con el objeto partir de los 
desechos agroindtts'tria1;.;;.;·,jél'};ér-;eq~r~~,-.. 'un proyecto ·realizádri.-e'ri el 
laboratorio de biote~~Jtf~'~,~{~;'fei}~ff.~tl7,<1:, de{ I~vest i1Jact'6n C:i enáf'ica 

::e:::ª:::;u::º:i;:::~:: ~=~¿CI:!}~~~;1,!:r;~·;;ti::t::ª:::m::m:e::t~j~at: 
los mismos desechos (San~º:Y~,•'.'iJ{~~F'l·\'' s'e~ ci6~er~b q~e ~f~j~eT estos 
hongos, aparer1temente' del;•-• glir1e·r,c, 'A·¿~;~/q.Ú1u~,X ',,_,era :;c:-;,.¡,-ciz de 

:~:,;~ >::---;,;. :"' ·.:~:: .. • ·> ;\:~>-" 

:::::: i :::º::·:.-;:m:::·:e_1~~:· ~.~1~:'~\.t~~"~¿~~~·~;,;a::,:}~{~1;~~m~:::" .f':: 
<> • ' • • "·'/' '·-.·.\:',. -

crecida en varios desechos- ·ele Úgi1oc~l_Ü16,.-·i;.;05' ·'pa1..::á ''eva1Jar su 
productividad con resp;.c:1iri a.· otro~~·~'ori~~~5c?,t'#:~~,,g~h;~;j;,:.é::t>~~~é-'; pr-oducta 

•.ma buena actividad cel•Jlolltica en t_i~mpo'Z ~:~~-t:.;~de fermentacidn 
por lo cual se proc:edib a optimizar las c:ondiciones de cultivo. 
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Medicibn de la actividad celulolftica de fluidez 

relativa de la carboximeti~celulosa 
El ensayo desarrollado poJ Car1evascin'~.¿;. <,1~?\1~,;-,e,s\N -~-a_sado ei~ 
disminucilm de la viscosldad;cté: J.;r;a~!j,s'l{i_ü~i}>Dºi;\)Líe(go~1tie1:,¡. 

.~¿:~;::::/'c-::t '._,,:, ... ,~.: ,,~,;.>':'.: ·' ... "- ,, ' 
ce.lu1 f;~icri •. so1í.lb1e- '" ¿·a_¡::¡;.;:~-;;;~·i·E'i:.iiGJ.'~·;¡;;. 

- "_.·¡ :.;. -:::, .. - \~·-: :: ~-.~:<·Yr< · ':-s:~ · ''-Z.: .. · ·- . .,:,., '::~~~/~~- ~ .. _:_Y ... ,_ .. _<,:i· •. '!·_· __ ,··. 

h i d ro xi et i 1 e e l~l(tº-~'f) ~~-4:i::~~- : .. ·.:_:_-.r.:.t_-~.;_11¡ __ ··~_·.~_-a·~_: .• _"'_•_l.•_~_ •. ~_' .. ·,1·_·~_ •• •_ .•.••. ~_·1·_ª_.ª~-·~.-.ºis·_•_·_·_-_~--.---.-.-:--.. _·-··: .. _.e·_· .• _~.·_._·n~.'..•zt".i1(,m~nai.(s·1··--.·.··-·.md •. -_ Ae·_ 't··'"_:···;a:..~-c._c.•.-.·-~-~ ·.ª·t·.·····-·.·_:_.1·•.:_ .. ·.;_•v.'~_·1: ... ~.-Ed __ -..• _.ª?td·_· ~7.·, ine.,o!r•'tct' 'oo,j'' o 
muy sensitiv.;;.~Y.'i[~°S·p_~~:t_f;l_:~()~ ,.~ · _ _ _ ~ -- - ·.- -- -··- .. ·~·;.;.·.~;-~-";- ·:_;;;:.,;-;:.--- ·--:.--:,.-, .. ·.,,.- - . ' ., 

este caso -:·~p~~~~ }~·-s,~-.. .:;; ,. '-.~.:)~~~:-:_: {~};, /~~<:-:-- :,-«: :>/{: -~:~~~?;: ',< ~-,-

derivado 

, ;,; ,,. .- -.<-'-\""~~~~-·y!- •. .:--· ,"'. < ·-·:::: '( .. ,_, 

El pr-océdimi~~\~~~::: el~~~~ ¡:~~¿~ f' ' ' 

se prepara una •'siit~f'!n~'.a 'J¡::~rÍ;~~imetúC:~fo1osa 
'-'' • '.l__ -• , ·., : . ' ", ~;' 

la 

uri 

o 

es 

en 

cte 

buffer ~if;i,ff'P,!? ~:.;2~;; Í '!F<>n er1 ur1 

.. .,,. i~~~'.?.~::{G·C1; 'cárhoximéti1ce1u1asa 

hasta quedar· 

El 

c:oloca-·en 

equilibran 

"·-.,· -

,,;z4· h a 
;'/ : :;·.'.:, 

->> _:.~?'". 
'.·-.'{~~~~~·;~ '·:-~ 
:~¿K¡:~,;:_x~No. 

\'.:.,. «' 

200) se 

El 

se, .poner1 10 ml 

).l-~~~i{_f_;i_t.·-._1·.·_,.·_;~_;:r,;_.)·.~i'i ~:acto> y 
se 

.,._ " ·, ·- ~~L~:'..·, 
:.~.; .:;::_, .,f~'¡;•" 

A tiempo su~t~ato y 

se mezcla 'i~~:Sd~ ir1m~diato 
e11 el tubo ancho"\del',•,VlSC~lsimetro'.;y; .. ·· . _i¡~;;~,, '' stk1f'.>f:~p·o- ar1gosto 

:::::. ·:: ::!t~.[~l~~~¡?m"?1r~:r;r5~;::~¡~;f j:::· s:::::c:: 
de reacc i bn ''~e; .• ''t.'~·C:';i·;:·5uf1 ;:;. nuevamen_t;; · has.ta - .;;:::r:ii.,t éle 1 men i seo .· .:\.-~ · .. _ 

superio1' y .·sé mide vez el tiempo que tarda la sol•~ci bn en 

atravesar los meni~cos. 
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La operac i lln se ·(~Pi te 4 6 . 5 veces durante 10 mi n de, tiempo total de 

reacci bn, 

los meni 

Los 

Fr· 

Tn 

Dond.e: 

Fr 

Ts Tiempo de etluj o. pf'omecti'o del blanco· del sustrato ero 

segur1dos. ' .·. "> _.-. .- :~·-.><. ··; :- ' ·.> ' 
- ... , ... ' 

Tiempo de etlujo 
'· •, ' '' ·. <··. :- ' : · .. ·. ;" .. ' '·, _.,.· '·<. - '•.' 
P!'.'Ome~io:,d~l: blar1_c~ 'ch~'. ~gÚ~ er1 s,egundos. 

la fil"~;,, 1 ~·; de: reaci!:'iliri ·;;n; ;;eg_ •.. __ -.'.:'_·.;,_' (jos. 
,, . : ~ : '.'· . . ¡ ' 

dti/ci~_'.;\~!Ja'~i-~{~ft~~~·j;: )a : enzima 

i.~f~10'.i~·:a~ i;iiiE.<tr~i"b''~ dE'vtiempo 

Tt Tiempo de eflujci .de 

Tr· Tiempo de reacci,bn· al 

sustrato hasta éa~éa: de 

et l •Jj º en ~-i ~-~-~~;~-~~\' ·-:~ .:~'.! -;~>-·;_:; ~-'..'.:? .. ,! ,_ · .. ,;_': ::-l·j?:;~~~~·~::~·~:rF{. 

Tiempo·. de 're~d¿,Y6'r./ .,;;, ·~i:nutó!i, ni~s unI~ ... ái~ dé 1 _ti ernPº 

etlujó.er1 niinúÚ,;;'.'.'. )/. •·:: }L_{• 
Tro de 

. ·:·:t:>c.;.,· '"~ <F >; , .· 
Se gr·aticar1 l~~~;..~2I~~1,::~~~~-_f~·cer1 '\~s ~¡d~n..idas y Ios V~lor-es de 

:: n :: • 0:::1:¡~~~~j~~~~i~})·.::~' i ~: ::: .· ::~::;va :;;i~z:~ :::~.:: ':: :: 
Tn 

ser calculada por "r~-·g-;;e'stbro lineal par·a obtener el coeficiente de 

relaci !m y el error est.Ar1dar de estimacidro. 
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Determinaci~n de protetna por el m~todo de Lowry modificado 

El m~todo utilizado para determinar protetna es una modificacidn al 

reportado por Tan (1984) y colaboradores, para medios que contienen 

sustratos lignoceiuldsi~cis. 

El m!!todo 

'-' ~ . . : . . ~. . 

mb · . ampl .ÍamJi:ite )utilizado para.·· la' deterírii~~C:idn de 

protelnas es el· de>L~wr·i/~ifati~r-Y~~t;áÍ'.0 H1~51):'i2sin~;.~mba.~.io··.se sat.e 

:::.::º::· ::::::::fr:':~;~~¡f :~~~~!r~~t~~~~~~!~~,~~t, "::. :::: 
1975). Se conoce' ;;~~~;, jscibre· '·~1.~ 'i?te'é~~;~~•:(·de•f•ios. · residuos 

l i gnocelu 16s icos, · ciim~( n;ade~·a·~ y desechos •·;,.gl"~C:•iifas ,; 

Lowr·v cuando son;,;.rái,~. 5;Kt·:~iº5·•. c:.nü'.1'1.::1J~~c···· .. { 
'· .•. · ... :.,:.;; .. ·.·,-~-.·.·_·~ .. :··~.:~-;·.~.>-~··.;_-~-~ :~'.• .. _:_ .. ·.;.r,.'.:_ ~-.·.r~· ;,: ::,',;':·~ .-.~<- ~ --~ >-- ... ·1:·. 

-- - - ,., ' " --··-::b" • ., ~f-· >.'·!;--:· /',._:} '.'-~; _:~- . ~j\'-}j - ·"" ~ 

ni~todo de 

El procedimi-;j~·7:~~J<is ~i 1f.sl.~;ü~~j;ot'¡·: ¡ >:f · ) , > ; 

¡~~~[;~;¡¡~~lií~tli!i!l~i~ii~l):~¡~~;:;~;~¡~:;;~:;:~~~:~~ 
- ~':".,..--. ~i;·,:N.t/~(;·.-t·· , ·. . " ";._ .. _ .. ., 

::n ·:·~:":t7t~~~~ftl'¿'[;t? .. · .:,:º':: 0 

:, '::e ::~:·tiJk •• ::• • :: :: 
:::::::~b::sc~IE~~l~t'.:itr::::::: y se determina el contenido de 

,r•," .~.·::: -;,1: •'. };. <, ,'.,[·;(":>:">' 

,_;,'«! 

B) Tartl-ato¿dóhfe' de sodio y potasio 
~:~·:>~f:·-:_·_.::---.'·--: 

•,2;J~en;.a_g•.1a 
C) ca:rbonat·~: de sodio .2.0% er1' NaOH 0.1 N 

0) Una parte de A + una parte de B 

E) Una parte de D + 50 partes de C parte de E 
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Una al\cuota de la s~spensi~n de protelna se coloca en un filtro y 

se afora a 1 ml ·C:an_.'~gua _de:'~t_ilada~'- ,,se_ agregan 5 ml. del- 1"'.ea~tivo E, 

se agita vi goro~;~0e:~fr: :~oroi~~; ,~~;i:;:?~ ,y'. s~;~_.deja ·'::f pCÍ~~J:~ á~t~~peratura 
ambiente ·durantlii:~hcl':_iií·i·n~·_,,,._;; •. :;>,,)'<'.L';~~i.:\>C , ._ -.- ",':,:>·;-·:·,:·•_:;_·. · . ~ '"' . ' - , -- .. - .,. ·-· . - -. - . ,. -:'~~;··J'"-' --

- ,'" "(}_,}~~ :{Z/ ?:~;-;~~-,~-,.~,:: .-:-«· - _,, ::·~/:'S-" .-, .,. · .: .. ~ ·:, 

Se adicionan~o:5}~i:cl~f[~! :~~:a,:~'~-~-ª¿·,~-;.~{~fü'~)J~fi'J~&ci __ ~~a Üfro{~gúa, se 

agita y ·se -d~~·~:;,:~jj'~~~'~j~~''.'t,e~~~1'~<i'~~t~;~~~f-~nfe~~~fa;t~i~~-Kri,~.to' antes 

de medí r Ya absci.::l:láriÚ~ a:. 590•nm -¡;~ ~ro especti6rriétrci :si)e~t-~oroii:: 2000 
. ' ' '~-;:· ·; :·- -· . . -~'.-: - " 

Bausch and Lomb. 

La cantidad de protefna se_ 

- -_'._,_:.: 

calé:üla ~ ~~io: r•Í!Xrerlci~-; a 

estAndar de Albolmina Sr.rica Bovina::-(ABS')~. 
;;~_};_-~:, '.7~; 

ur1a 

. < ··--;~,'.~ . ~;-./~~· ~ ~--~~~~::<~"t:;._:,: 
de protetna por pre~i\,it;;,-¿,'{~~2ori'9s~lf,.¡:~¿ ~c1~o',;.:monio Fraccionado 

curva 

S

l 
0

ames to ~duab5ilaidu:nt:a{,_ª_:_,;f~u~-e¡tr·~·z~;a.1~c .• _'., ••. f.ªl!J<'n:~'.;:c~·ae-· .fa'~ cPf:~.·~ et ro as de 
• -- • • . ¡;{¡,;,/~'da~ ;permite 

Este mt.todo basado en 

una mezcla cuando son 

p1.lr·i f ic:ar de manera parcial las pr~·t:ln~~:·,;;, J.'c;. ;qüe'L;·~~s' permite 
"·' . .:;; ·- - ~'.:, . .:..;: 

separar en grupos ;:¡-~~pf;';dtE!1n"'a.ii'72G'ari7do'_:;:1:;e:·1'~.,menta'mos de fraccionar o 
>·>;;¡,;-: .·'?,'. :. e~•·;--,.-·-;.-

manera gradual and 

Webb, 1961). 

El procedimiento es el -sigü1~nte'X:' 

El filtrado enzimAticó ~f!.;ioídi::~'<J~r• :~. J~~:o'.de·\.~e2i_l;it~tl~ coro 

ag i tac i l!lro cor1t iryu.¡c.'y:'.'se ··i~i~'¿~~:i~~oluil •.;·¿k;a de';~;,:,fr~ i~}riLsÜ1tato de 

aman i o s l!J l idÓ; ~zi._:_.1_;;?_ ·~· ___ (_·~~~-;-~J~f-~-·i_t_;t_ri'_·~.•~-·~.·_,,m,.--.~~;:~~¡~--··_· '<o·~~~;. :~~.ci;\J~t~'ú·i~'7~> hasta '. ... -_-,, . , . - . __:;_, ~'-'..:..~~ ,-·-·::-~""~-'-' ~-<~r~~-;,~3,_~:<·~- ~- ·,,~-~ 
alcanzar 41)3. cte>''.s.~tuta~il!J'.1'.1~<243}'~(:{'>,'i(GreÍ!fo_cin:a _ t;Jí.~toes;' 1955); 

::::~::l.:: ¿~c·~i'1~;:~~di·ff t1~~~~¡;.r¿"~:1j:7_;::::~ 1 ::~:~~!~~:,~:,;·-;:5 ~:i ro ~·roa 
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El sobrenadante se lleva hasta 80% de satl1racibn (285 g/1 de 

filtrado enzim.!ltico inicial). y .·se deja otras 24 .h: en·. ·el baño de 

hielo antes de ·cent1-itugar. El sÓbrehadante se'desc~~t;;.:·y -.,1 pellet 
' ''·' .' 

se resuspende en butt•~ citr~;~~;de pH~:s;y-

Actividad pectinolltica 

La actividad pect{nolÍt~ 

az~cares reductores 

sllico) 

1.0% de 

1966). 

El 

En 

preincuba a 

enzim!ltico. 

es detenida 

se pr~eparan __ 

corresporrdi en~~- .. 

hirviendo 

destilada 

La actividad 

pectinol ltica, por· de 

.de~ de'termi.nacidn de 

2;;::..~ii':Í.tT-osal i-
· · uroa ,¡:¡;Íuc idn al 

una 

manera sim~lar a la 

azelcares reductores cor1 



reactivo de DNS (Mi1ler, 

suspensi6n de 

Los tubos 

c:ar1 ti dad de' 

1976) 

Este m~todo 

de enzimas 

az lle ar-es 

50 mg de 

El 

En 

enzim!ttic:a; 

reaccibn es 

(Miller, 

•.tri colortmetro 

La cantidad de 

c:•.lr,va est!tr1dar 

r-eac:tivos se 

Hidrt!>xido 

Ac:ido 305 dinitrosalisllico 

33 

1959) ,, pero usando como, süstrato una 

0.75" 
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Tartrato de _sodio y potasio 

Fenol 

de 

pH 

Concentrado por ultrafiltracidn 

Para esto se 

HlPl0-20 con 

emple!'J una columna de 

capacidad para excluir 

21 .60 :ll 

o.54 :i1 

o.59 % 

últrafilt~a-éi6n Alllicoro 

mol~culas menores de 

solucidn 

a 

se 

modelo 

10,000 



daltones de peso molecular. 

la siguiente 

enzim!ltic::os a 

J2-21 a 

apl icb 

manera se 

F ermentac·i bn 

Todas las 

35 

El proceso de concentrado se realiza de 

de 

Los medios ~e cultivo empleados fueron los siguientes: 
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"edio Conrad modificado (se suprimi~ el extracto de levadura y los 

el eme\·1 tos traza) (Conr~d, i~8~). 

Ncrt'IO::o. 

Mgso ... 7H,,.O 

CaCl,. 

Tweer1 80 

... l;:5;~af···· 
· \'.;é g/.~;c 

'<o,5··91.i· 

;0;5 g/l 

0;3 g/). 

0;5 ~{j¡ 

Medio de Mandels (Mandel_s; · .19,76). 

(NH .. ),.SO .. 

KH,.so .. 

Urea 

CaCl 2 

Mgso ... 7H,.Ct 

Feso ... 7H,.,,Ct 

Mnso ... H,.,o 

z.-.so ... 7H,.O 

CoCl,. 

Tweer1 80 · 

1. 4 g/l 

2.0 g/1 

Medio de Tri ve.di · (Trivedi. 1979). 

KH.,Po .. 2.4 g/l 

MgS0 ... 7H2 (1.3 gil 

CaCl,..2H,.o 0.3 g/l 

( NH .,.) .,.SO .. 2.5 g/l 

FeS0 ... 7H,.o 5.0 mg/l 

Mnso ... 7H.,Ct 1.t· mg/l 
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ZnS0 ... 7H20 1.4 mg/l 

cuso ... 5H.,o 2.0 ~g/l 

' .. ·.: ::- '-~ ~ ·, ..... . 
Avicel Como fuer1te de; carbon~6 ·~e• i.isarb'1'1 lÍ:ls sfgl(iept;;s ·sustr~tos: 

(ce 1 ul os~·- ~icr-ll2~i ¿¡;~'(j: n~~)/c;~h}~ ~.;rfa;'r.te;;~)~:~~tll!~·,;,b~ga'zo\ de ·caña 
-'-".- .~;~· .::;:;; ·;·.::e~-~-.,, -r-'.•1",.;;;,, ;--. ; '·1{ ;':, · »·¡ 

y cascar-i11a·d~~a:~~{~'.'á_t;U:lB·~i.;:~.~}'{f-t;t'.R~~~.f:~fJ~f~:c;7'~~~f.';,t:~·;i:~e,;,.-r~eron 
mo 1 idos·· en. un 'mol irio'."WiTe~•:·de;··cuc.h'il•l'ascc.·mafi::a{:Br-aberider'::•'cori··· t·am1 z - de 

~::~::~~~;f ~f il~~l~lll~~if i~!l!lliiliiit;º ~~ 
H~o .. o NaÓH o.~ M ;e~ÚfiT¡;~;. ;';:B :'~" ~- ... , ·'~u~.·t·-:: ;¡;".'.'. ,ccc• _ :- ·;: ·-: ,._ ·~;;;·· :•• •· ~:r;:;/·.•.:.¡; •:· .. ·- __ ..••. 2_ _ __ • ·A. 

El inbculo de la fermentaci6n ·~c.n~i~R en•tl~~i"s~:·;;~s~6}, ·~e . espor-as 

producidas por crecimiento· del hongo''.~·ri'.::S~f~~;~;~.~.~~~~~;_'.c,i'~r·t~édio de 

::::::::::::• .:::::::::) :::~::::~;:~:!·~~~~1f lf t~?:~:~:~~·:::~n~: 
·: .·:···' .. ··, 

'~ll-.a muestra de aproximadamente 30 ml_ en .. la :.q'\je¡ se_ (nedla~; .el pH y las 

actividades enzimAticas. 

se :::ce::::i::s fi ::,-ª:::m::::::::co:e •. ;~o:ec~,j~:,._a ,:{iis·~ \~'(,' h y 

;~~~;~;~~;;:~:::~~::~;~~· :t~~~~i;~ll~f ll!tll~~f~itfü~~I·· :~~ 
en se obtiene. de .. la fi~aci:Í:a'n ·4¿; a '80% ele satlir:;,.c·i6r1<,;e resus¡:óende 

/:ourre·,, de' i:iti~ato's··o·:ós:-M pH 4.8 y se mide la actividad celulol ltica 
= -· · .... '• ; 

(FPA) y la protelna. 
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Haciendo una dilucibn en proporci6n al n~mero de veces que 

concentrb. Para eliminaí- ei exceso de sulfato de amonio, 

ppecipitado í-e,.úspéndido :e.n' ,;buf."t'eX}~ !:dializa·• eri', la,; .columna 

se 

el 

de 
·'<--«'· ~ ' - , • :~·.;·. ': ·'· ·-

u l tpaf i l trad 6n ~ posteri..¡j";'..me~1te >se}ii'of:ii.i.:.:·.a. uii11'(zarldo': manito l como 

soporte. · A los i i cít i ti ~adó~ ~~;~' i'~·~ :.'.¡n{;j:~~·?~,;~"~':~ffJF~é~& '.·~XA ,;;lltica y 
• , ·,,~' ;•., -·. ,-,;·~~ ·1.\:~ :•:· - ~te¿ .-.·.:__,;_.,,-~,-.; ::r 

la protelna. 

Aislamiento de protoplastos 

.- ·: _;:.;·, .:S· .';:.. /<~S-~::~.-:~~:~ ::-~'. +;:..;·= :~;--: ·.:-.'.. 

. . --- :)•_:_'·.' ~l ~i 
L~~~~ ~~·, -~-- -· 

;J.';:~:~. 
(.':e~,-:''."' '.:;>:-<.~ ~ 

Los protoplastos se obtuviáón }.,:»~~a!;'t•(;~ :;'gd'~'~'':.'..f::6'':j~\;,. 'dé ~:~i~otiana 
glauca, de Catharanthus ro's~L'.~l~~d~~ff{!,t~;~=('f~~~'.::~~i~if~:~~=·~¡;F~ivo de 

e ~ 1 u las 11 in v_i t ro 11 ) • . .. :' • - .:- \~- ' :! • .,.- •• , .:~:~>-::·. ·.;-): ,"-, ·;>;, .;·~- · ··- . -,~; . •' . ·:: -~( . 
'.: . : .':_e __ ~-; . ,, • ' -·. '·, - ., 

:~·::::::: :a~::::;;:~::·~t+~~tr f ~f l~~llt~f Jl~it::~:~:~~: 
0.5 g de ·t~'-ji'~~\:lor ~ada 5 mi de soluc11>w.·•¡.;·!iSe.,:pLtsieT:'.OlF'.en··cajas de 

Pe tri de· b:c~·--,'.de·· dihmetro cot1 s'm1{ci~-1~~:{~i~\-~i~J~-~~~:[··~4fü'tb1. al 12% 

~~~~:~~~~~::~·~;::·~;~~;;:~~~;~jiIJif !!lttlllli~~:~~~;~~ 
(pectir,¿s.is_>ff~~.:·,~iTl>~~~.Tf:~!·:~~:G·~-~~,:'"··~ ,. -~~·~;·: S''.;, ,. ·. ,•.;,•:;~/~;~:.!~_. . h ic i er·on 
con ti-oles· con·:C::e l Li lasas.:.come1~c·1·a1 e.,s·}:R71.0;-[i.de.\•.!Jno.z•.t~(a·;·.•;;las··.cond ic iones 

:::::::~:~;~1%~~1tt~jf ;f ~i~~![{~~~~1~~1f~'~ll~~m·::'::m :: 
ur1 agitadó¡:.:. 01~bital~New B1~,Ji:.swi'é:k·····~ód~\.; o.:!16'~.~:;unáé·t,eiiiperatura de 

300C, s~ hic.Íáoi-t ob~:e/v'acícír.'Ú i.1 ;~{C:~o(:c::o;fl ~~d~ ;3i; ;~{¡-, durar1te 4 

h. 
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Determinac:i6n de viabilidad 

La viabilidad se determinb util·izando los colorantes azul de t~ipano 

(100 m9/25 ml H:o:CI) y diacetato ·dé .ffuoroc:eina (F.DA), · de 

ac:etor1a). 

coro 100 1.11 

al 

Tambi l!m se 

protoplastos 110 

hef1eq1.,l!r1. 

c:elulolltic:as 

medio de cultivo 

Aspergillus fumigatus 

modificado, 

seca como sustrato. 

en 6.5. Los 

los medios 

de Ma1·1dels 

cultivo de 
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elementos traza y ~l extracto de levadura pues se observb que no se 

modificaba la produccibn de 

Los cambios 

fig1Jra k• 

por· la 

caso 

en 

Es 

se debe 

Aunque 

ocu.1·re 

en 

la 

aciditicacil!m. 

actividad 

sustrato; 

1. 5%, 2.5~ 

sigriificativa 

por· lo que 

r-esultados 

enz~~as al sup~i~~~ estos 

en la 

la 

Si! 

al 
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Actividad celulolit ico en diferentes medios 
Sustrato fibra corto 

Mande la 

FIGURA l 

Conrad 

Tiempo en horas 
Aapergl 1 lua fuMlgatua 

Trlvedl 

Variacion del pH durante la fermentaclon 
Su•trato Fibra corta 

• 

Cociracl 

-+-· 
Trlvedl 
···»•• 

/' 
--~-~ ~-·__.¡.-

/' 
-·~~ ····~······••JI( ~ ...... Mt··· )l••••••••JOi. • ..... 
~- ······ ... ~· ........ "Je" .......... 

-+-- -+---+ 
~ - .¡...-- - --+- - -1----

. 

. 

-

e ....... ....,o~~~-..,,¡,.~~~--, ... :"=--~--.....,,72~~-----, .. ~------=1~2o-=------~,~¡.~~ 

Tiempo en hora• 
FIGURA 2 AlfM91'tl 11119 f-lvat• 
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ataque enzim~tico es mAs alta en la fibra corta que en la celulosa 

mic rocri s tal i na. 

La actividad 

crecí !mdolo 

en 

un desecho 

Par·a esto 

Sltstratos al. ···los 

resultados. 

En fibra 

celulolitica 

los otros 

un menor 

Tabla 1. '· 
~sto puede 

hongo. 

TABLA 1 

" ·;_ ~ 

Contenido de lignina en deseC:t.os' agdC:olas':.: , .. ,' 

11% ~(\/~:h~i~a.< .. ó;. i~ss) 

14. !~::y~ ~J·~tf ~t~~t~~·.f :il~::~) 
Fibra corta de henequ~n 

Bagazo de caña 

Cascarilla de arroz 

<,-,, ... ~'::/~_,: >}k~J~~~~:~~f~:~~(:~~~: , ... T: ... < 

i '>:·.,-~; -:,;~~- ~,;.¿: : -- ,.,.-' ' 
,.~:::,·;· ~~-.-~.-~.-: -; .,/ .,;-:. . 

:: \ . . ·<} .\, . . c;·:,,"·'.ii·: ~;: . .¿'-'_ :;'< .. i~<-~<-

C o mp a rac i t!l r1 de la produccit!lr1 de celulas'..t~ L';; :jt',¡,,:.,., ;.~'i 
'Habi ~ndo optimizado el medio de culti;;o y'; ·1~\/Concen'tl"aci.dn de 

•ustrato para la cepa de Aspergillus~ se compart!l s~p~oduccidn de 



1 
.¡3 

¡----·Efecto de ia concentracion de sustrato 

Avlcel 1.5 " 3.5 " 
-...... -. 

l 
' 

l 
1 
l~ 
i 
i 

Ti.ampo en hora.s 
FIGURA 3 

Actividad celulolitica en desechos agroiric:fü~triales 
··'.::'.''·'· :. -...... , .. , 

Fibra 
corta 

OL---1~~:::::: 

Bagazo de 
cana 

o n ~ 

Ca~~~~l11a. 
de. ºar~oz -~ 

,.;·;.,:_--~·~.,' 

1 
1 .¡ 
¡ 
i 

¡ 
j 

i 
1 

¡ 
1 
1 
i 
1 

¡ 

l 
1 

l 
¡ 

___ J 1 Tiempo en horas 
Lflsrn .. RA_~----··------~-"•rg~11_~~ !.~~l 11atu.! ___ _ 



cepar·io 

1'ealizb 

nuest1·a cepa 

madi f icacto, 

degradacilm 

actividades 

' ~-

-;:~ pueden 

f-er-mentacibn. 

tic as 

ac:ividad endo o Cx a 

con respecto a una cepa c:elulolftica de 

se 

lo largo de 
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1 
enzimas celulollticas c:on respecto a una c:epa c:elulol!tic:a de 

de 1 coleccibn .. 

1 
c:epar·io se 

r·eali:::b 

se 

de I.· 

az tu: ar-es 

por I.• 

moditic:ado, 

deg1-adac: i bn 

ac:tivida•:tes 

6. 

la 

actividad ende o Cx. a lo largo .. de la fermentac:i bn por· e 1 mE!todo 
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Fermentación con Trichoderma reesei 
Comparoci6n 

;·Avlcel 

6 

4 

2 

Ti"empo 
FIGURA 5 

Pro te f no ex troce 1 u Ja r dur.ante . 1 ·a2 fé''f:meñf(:ff?Fóñ 
Aspergilfus fumfgatus en fibr.a'co'r.f'é:i'.''' <•' > 

'-.'.~: .' 

Microgramos /mi 
~[ 

FIGURA 6 
Tiempo en horas 

Metodo do Lowry aiodlflcGdo 
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Actividad especif iéo durante la fermentacl~n~-11. Aspergi l lus fumigatus en fibra corta 

Actividad es¡:í~ciii ri~ (FPA) 

,J 
l 

10 

4 

3 

2 

Actividad de en do- @-i . '4 .;g.l(Jp<?,f"lc;i's'<Jc 
Aspergi l lus fumigatus en 'fibr.Ci>cort·a+C 

o 24 78 120 144 

FIGURA a· 
Tiempo en horas 

l.kitodo de vlsco•lmetr1a 

1 

1 

1 



de cambio 

incremento 

nuestros 

es 

Dada su 

tambi~n 

La 

la 

1985). 

La 

47 

de fluidez relativa~ En la figura 8 se obs~rva un 

la 

la 

pu~s 

la obtencibn de protopla~tos no debe realizarse a pHs menores de 5. 

Es por lo tanto, necesario establecer un compromiso entre un 
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Actividad pectinoli~ica durante la fermentacion 
Aspergi l lus fumigotus en fibra corto 

6 

·4 

2 

FIGURA 9 

48 72 96 

Tiempo en horas 
Metodo de azucares reductores-·.-. 

Actividad xilanolftica durante Fa fermentación 
Asperg i J 1 us fum i gatus en f i br<( cOr ta 

FIGURA 10 

Tiempo en horas 
1.14todo de azócar•• reductor•• 



pH adecuado (generalm~nte entre pH 5.0 y 5.8) para mantener la 

viabilidad de los protoplasto~~~vans y Bravo'.;19S3); Por::ello, se 

por liofilizacibn se obser~~ que los filtrados crudos formaban ur.a 

capa pegajosa e insoluble al final del proceso con la p~rdida del 

80% de la actividad (FPA) lo cual se 
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Actividad celulol itico en funcion del pH 

6 

5 

4 

3 

FIGURA 12 
Factor de di Jucion 
FI Jtrodos de A.fuml9otus 

tlca 



Sobrenadant.e 

j 
,ot 

<NH > SO 80 
,. conti-.if';Jgado 

~:c.b renadante. 
"Cesc~r-t_ado-> 

~ , .. 3~_:;i;Jn c:Jn molecul·w.~ 

"'" r-· .:-i 10,oc0 

S.l 

Filt.rado cr•Jdo 

','.· -·:·,--; 

... c~q_n,~~n~r:~J.c:I_~ _P.~r 
:1J! t·r~f.i i:tr,3•.: ior:-

. :-; .. · 

... 

( NH ) • so . ~() ... [.?, d.,.C;·- ,. . 
s'a'tl:írá'C:'i 0'11~ '.y•,;i: en t.~rii'•Jg ad o. 

··.:: .~,-,: 

~'-7j: ; > ,', '.' 
:-:~'.:_r.~_c iP i_..tad_C?_:\:. , _., · 1 · ~~.-.·.· .. s .. :~~.- t.·~ .. ~t.~~ 

y pH 4 •.. 8 M 

-·--o--0.-0·.-----

b1Jf' f'e r 
0,05 M 

'.?t::'º '~?;t' '.'ª''~i'¡º" 
F·r·a.c:c: io·n··. ·c-.. Oi~,,: __ ·~h:ti,ec1J.la~:i 
deF'.w-.'.'.lO}ooó' ·· 



.. . . . -
PROC~TIJMIEMTn R~NDIMIENTn: 

e:. ~ ..... T'.-:r:lc'- c1•11r.lo 

·~1~~c~ntr3rlo p~1·f cl~st{-J~cip1, n 
~re5ian red,1ci.rj~ 

-. ·-:>n•:- ~,n+ .. r.Bdr: P r • ..,·r, ·~ i~f··_i. _l~i. :-:;·~-r::-\:on_ 

r.,...~cio:ttacit:in ... cOn (~~H
0 

.)'"So· 
·· ·"""8•:-t:·1 :Jn i\n-or, % ~-:3+.·\J":::."l;r;·~·,,.l1) 

:·1-:. ;;. ¡ i. ·.:F.;r.i !·; p r~ T_ l.~:J: ·I~ f-;:¡.f' ·i .. l ·~,_!' ;!;~:: :Í:~'/··: 

(."r d_P,·:-::;_f;t,·fv_:!:~l;.;,rl) 

20 

8·:. 

Se anidio J.a acti~.,-;j..~ad .. ~.eluJ._o_li:_.j,ca· i:FF'A~, ~·H?C-tir.-oli-ti-Ca-
,~il~1nol:i..t.ic·a. :Y .. 1~-_:.~P_T· .. O~~ir\a -a: l~·-.s prep.11•acioné-~ ll.of'ilizadas-¡ s¿ 
outi~!~ie~on la~ ·activ~~~d~s especi~icas y se com~1at·~r~ri CD~ 1 =:~ 
obtenidas en.el filtr·acto·, cr1Jdo. Ver 1:;,bla 1 

Fil traJo 
e: rudo 

--------------· 
Tabla 

pecti:iol it.ica :üla11olitica 
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descart6 este mftodo. El· procedimiento con mejores resultados fue 

el de ·~ltrafi~tr~cibn,, 
.... - i';-/ 

t er.o 1 es de baj ci·~e~:~D~ri:_f~\~',~~f~}Xj~~~r:~(t$tféE!~o·tr;-~0fr.~.u'..~~.% (ªet i.vi dad 
( F PA). É 1 f i,.l ~;f,;~~'.'.:V~; ~coricentr:ado·;'por-; ul t\~af il trae: i 6ri\< se;c,c. tf.'acci orod 

· · t d .. ·· '2ó%' '.,:di'~;t~~;'.;é·{~~~~;i~~~{,;~~Í{tji~it~~~~]l~i,~:~;~~to de 

::::::: :" c:~f ·.·.[.~ .• _: ... ~1~[ª;~ª"·'..~ª.:~c:~1>t'~n1:• .. '.•vt.'..L1;.~.ec:1¡;lª·~;"f;;;:,,X~f {i ~+;·~~~<~.~'.t·~;+l ··.~f 1 'ili º l).i/f a· < F PA > 
enc:ontrl!nc:lose .. .. r.'e"'f~~)~-.frácé:'iorie's o}~i~~:,·c;api de 

:::::::::: ~. :~~!:L. ~:·:~~;;:;::;·1~~Jj~~~3~. . ,~i~t~.t ·~: 
:: ':::~~.:'·:~1~~J~~11iif f J~~~~~·~r~~~~Ji~~~~~~::;·:: 
dializados 5e lÍ'oti1iz.i;Ji,l';úti'.i·1'~~n~o'~'o~iY\ºPº;,t~:;m:anitol ~¿~ a so~ 

vo • • i m ~ ,~f.~~~.~~[if ~.~~~; ~)s::¡j,.:1.fe···n~z~'.1~m·~·t:.1.~~.~of '~s~· .. •~.·.:.-ºe!sJtt~'~.~·;·t1~01;/u,:s·;'ttr,~.;·a~d,~o····~~····::e-1 
El procesamien::·:~ 'Ti':;}{'~iJ1~~aa~< .. ~ "' . .. el 

diagrama 1 • La. tab 1'.a '2~·~t~~<~;~~'~:i.·.~·~ ~;~~'Ji~\'.¡~t~¡:·W;~1t~~:~;i~~º ·· del 
-'.:~ ,--;,,::~:Ii;'.f .. ~> .~--"~~,: :'··[~-·.· '·.-~ 

"Proceso y la tabla 3 las :'a'C:t'l.<,ii.~aeles';:;e's?eC:fticas del ,;tiúir•ado/:crlldo 
'Y> , .. ;~··./·." 

y de la preparaci bn f'in.ú.I~~~;:;;:,~i,"~;;.;.,c., 
··:·: .. :-;:~~-, . 

Resultados obtenidos ~n ª'f~~{~·~J~¿:~lin' de pi-otoplastos 

con" 10::.· que·: .. se elimin~n 1 cís. ·pigmentos y 

La eval•Jaci !in de la ef'i~i;~~52l'f~/d~ )as 2pi~eparaciones enzim'Áti¿:~~ ,para 

la obtenci bn de pr·~t~~~{~~~~g:~k;:trt{i{.;,~~ de manera CLIO\~,¡~M\f~'~~ no 

~~~:~~:~~:~~~~ii~í~if llf ~~;~fü~):~;":~;~:~~i;~f ;}Ii~L:~ 
.,-.,-. • ·:;~~-~-,,~ ,'°'°--''0-~0:-';--",·-·- • . .:.-.·':;,:> 

en la tabla··'á:: ··~~;';»,;(¡g¿,y;~;i~~~t,¡t~¿¡i,{;~e' ~b~~r~;;:;L'ú'n:,;:·,dif'erente 
sensibilic:lad.de"las e~·~eci.e~s ~~as p1~eparacioroes·:~~z~~~ti~as: esto 

puede atribuirse a la·difei-ente composicibro de la pared celular. 
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La adici!ln de pectinasas permite una mayor liberaci6n de los 

protoplastos, en particula~ e~Jo 'fue m~s notorio •n el caso de 

Nicotiana sp. ·. Eí'.~i -~2~-~~ ~d~'' ~~J:lo~~d~'A~~~e, _i.{l.•·.preparacicl11 

: ::: :: ~~ u: 
0 

n ~~·j;:~~1~¿1tt~t~t-~1~f ;i~dh~~~i.is~t~:~f:J~if L;:~f ~.t:: ~::.:: 
::: .: ": :·;?:;,;~~lj?i~~t~!~~~~~~i.'..' ... : .. ,.~_: ... ·.·.-.-_i.·.:.º_:• __ }.:.:.-.; .•. :.•_i.-.• _r.~.~.:_-.•.••.·-b.~.,_·-·.;i .. t-•_•_,.t_:_;_:~.-~~-·_;_,_ .•. :.~i .. ;-'-f···,-~.'_,.:.".-_:.:_}•_• .. •-.~.'.t.•_,_;t'" " 

· ·:: • ·· .. · · • -.:o.·cé.,\;~·TABS~-.·_·.-.·_: .• _•_'.•,'.·_._'_4,_-._··.~~2· .,. · • 
- :. __ ;__ ;:···:, r-::.·'s --;-S.-~;~(~:~~f ,-::--~~>':'- _ :": ~·:.: ,·~-:..:.- -; ·::-\~~~-~; ;; __ -:;~<J:1\- ·:;,;-,•;,-,.,.""-" ",-',: ;·__,::.::·- "- ., -.../ _. _-,-:: ,/-:--:3{;.c-. -

····Je~ -.· · -- • :~r~~zf.E~]~r~tf ~,-~H~!~~~!!it!"~~?~~~:~~-Ii~~E:~~~-
+ '<~~-;· ·> -; '+-¡+.,r----~.· :;; ::~_:.:.;<B> ... --+++ 

_,:=--.-. 

Nicotiana sp. 

Catharanthus 
~ 

+ 

Agave ++ 
fourcroydes 
(callo) •.. :. 

++ 

Una + representa una· pe~u,eñi Úbe'!-ii..<:'.'c·.i .. l~t~n.dd.0~ .• :.'.-.'_'.~'.·.~.-·;~.-.r:s·.~ .. '_e~.· .. ·t_·,_.:.'00'.;.-l:~,·.;·.'si:ae·.·:.-~.--.'v~:a~.sr· __ .º'.,_P1_1 .e_·.'··'.'._::~_: c. orr ur1 

predominio de cl!lul.as: ir;tactas·i :'++, ~ , numerosos 
protoplastos cor1· a·lgÚi1asr cULÍl'as ii1tactas'.:. y -!i'+,.+.< .cuahdo· los 
protoplastos erar1 muy:, apÚ-n(ja'i'ltes y::·, cón -muy. pocos '.res,ti:is: c'!' 1 ulares. 
Entr·e pal"!ntesi s se iindic'.a;fel'''porce_ritC\j e .de'; viabi l'i dad. , 

"· :" ' .:.~ ~-

la pared celular de> cl!!lltla~ 'cie::f\9.;.J~~ 

Las de terminac i on~J ,;!~f zit~~i~:_i:id}c(/' !i¡:,i¿fm~r,'t~- '•--~e , :;e ali zarcln 
, ·~ -O ~ ·:\':: ::· ·~ ~· • " ' " .. • • ,;· •• : •• - • ' 

Ni c o ti ana sp •. . e~., ~f i~-t1~~~~;i~.~i·~f~~;,~~6~1:~f:~,!-~@J;~;~{~~d"~~}%f{#,1~;c,o·~¡: .. · ,e 1 
de tri pano Y.'. 907..', de :·v1ab i·l 1dad';con::e L.-;d1acetat o.,: de •·',f.-1 uo r:ec:e i na. 

_ . ·:~'· .. :=, ·,~;:~-:6:~~;:·.:,P:.~;?:~·'.;~;<;~·:~:~:·;:~~G.'.:::~~>-~,:.::· ,_:,~:-~~~~-~fa~ :~:· .. -I>'~( /.~~--~:~\--- ·¿¿_« 2~': ~~:).·<~: -. . . 
Cuando se. ób's~r,va1j1~::íot•~ 'proto'¡;1~~tos ;;;;,'·•¡;~¡{~o;;¡:,¿,ia\'.-c(é · . .bi.í.nco 

calcof 1 uor no' se·: Jr;¡!;J~~~~:r~~ -~es~~~;:, ~é pa~'.ed ·~~hei-:id~s:.;. l'Ís tos, 
• - • • .---·-e- - - • • • - , ~ _:- -. •:.--- -. ". • - • - >' 

cual nos indica una degradac:i!ln to~~l de l~ pared. 
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de 
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CONCLUSIONES 

Podemos conclu!r que nuestra preparaci6n posee una potente actividad 

celulol\tica la 
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