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INTRODUCCION

Importancia v objetivo:

La radiacidn ‘sola 213 t1erra

constituye la fTuen

Aungue soladenﬁ

captada poriila
gue el rendimient

toneladaqué

Yy vesiduos:

(1.25%) "de‘l es
%
o0 cerca ﬁe :> > 5 e mo deséchp de

cosecha oier 3 operacis | ‘casosestos . desechos

part;curahméntv

La utilizacién dé;;}arlcélqldﬁékpara. ”dbfeﬁcgbn de’ al1mentos,

enevrgla u otros ywroductos, representa un- problema bAszco, ‘pues




este compuesto no es:unicarkohidrate deiréservaicomo-el almiddni que

puede ser utilizado directamente ‘porel’contrario, -

ufuncibn

consiste

mas adé@ﬁaqa:je

casi neutro v ‘‘pone:

ocurre la  descomposicibn

hidrélisis.  Ademds, no

severas condiciones:, i
hidrdlisis enzimdtica

impartantes. que ‘enca




En el Estado'de. Yucatin la industria henequénera es una: é:tiyidad

econdmica muy

genera si

pero representa

hay que. descor

comercial.

cuales - ap

provecha

La produccibn de enzimas célulolif:cas
desechos es Una alternativa mas para logra

del henequeén. = -

Qulimica vy estructura molecular de la celulosa

distribuldo en la naturaltezaj: constituyendo aproximadamer

del material de la;parédfcélglépﬁdeuigg

principales, los otras - a-hemicélulos

celulosa es un ﬁol!me)

de unidades de D—g;u:gs

hidr8lisis de estos enlaces
celohiosa, formada‘bokldos uni
contiene mas de JQ;OOQVanda e

una molécula de cadena larga.

celulosa nativa es  ‘superior a i;5 :m;11pnes_deﬁdaltpnes,'

longitud de una unidad de g]ucoéa anhidfa é5‘0-515 ﬁﬁ”(=5.15 Ad, la



longitud total de una molécula de celulosa mativa es aproximadamente

de S u.  ‘La i pulpa: 1ulosa yel:

;
CH;O0H ¥
A 10!

celulosa

Las uniones glucosldicas actdan cqmpvgrupo'!
grupos hidrbxilo, es lo que deterﬁ?ﬁéf;é;l
celulosa. Todas las rea;tionesfq@lmlca
este sitio..  Las moleculas de ¢

de molkculas. en’ forma de:

lateralméntéibﬁi; —de
las molbculas -adyacerntes. haces
fibrilares . es bastante}regﬁrahpééghn . de
difraccibn de ray05'Xﬁéh'la.:elﬁlbga;cfiéﬁai

La naturaleza quimica de la celulosa,. sus’pr i Jkk i v

mecénicas y su estructura fibrilar  sbn ded@éibié;gde sﬁ‘ estructura
molecular. Como todos los pollmeros iiﬁé@leéflhidrofilicos, las
Vmollculas de celulosa individuales 'estaﬁ'eﬁiézéﬁés juntas. formando
fibrillas elementales o protafibrillas de ,éirededor ‘de 40 A de
ancho, 30 A de grueso y 100 A de longitud, en los que las cadenas de

polimeros estdn orientadas paralela y firmemente unidas pov



ac tuando como‘una'bépfeba a'la degradacidn enzimAtica de la ' pared

‘una’malla polimkrica tridimeﬁSioné}'_formada

p oﬁéno‘que tieren ~un créc;mler en
ura molécula’ grfatide 'y’  9mEIitada con  muchos difé‘ent s de
uniones,éntﬁé sus mu.émehos;

ENZIMAS CELULOLITICASi;,

Sistema enzimdtico i

La degradacidn déi;é que
hien

regquiere '~ de la

establecido’ gt

ﬂ-—l sd glu_caﬁ

Gtra nomenc

las celuias

conocida:co

endo—" ﬁ

carboximet

ad éobre?las

regibhé;yamor (para—cristalinas) deigia-ceiﬁlbéa‘ o “sohbre 1los
derivados solubles como la carboximetilcelulosa, en donde rompern al

azar las cadenas, de celulosa causando un ré&pido decremento de la



viscosidad, pero  un' incremento ,belativamente“ileﬁbo‘féﬁ;,az&cares

‘Laivelo

reductores.

polimerizacidn

pulverulertum que-a

endo-— /9 1,4 ‘glucanasas,

~glucosidasa (Ericksson,

reeseil

En JTrichoderma

Mecanismo de accidn .

La hidrblisis de. “la

simérgica entre’iend

B-glucosidasa y posiblemente por otros. cComponentes celulollitices
(Mandels and Andreotti, 1978)..  La hipbtesis mas cComunmente aceptada

de su mecanismo de accidn es c que el sustrato es



inicialmente hidrolizado‘ por las. endo—glucanasas producidtndose

intermediarios olxgoméricos que son 1nmedxatamente atacados por las

exo—glucanasas (glucohldrolasas a: celob1oh1drolasas), que producen

glucosa o celobxosa'aqurilr d las,termxnales no: reductoras. Ambos

tipos de glucanasa5'A¢6n ; “h dellSlSv de’ los  oligdmeros

residuales hasta -que f:nalme t

a celob1asa corta. las ‘' cadenas

cortas de oligbmerqsui pgrab’ producir " glucosa

{Montenecourt, 1979).

El primer mecanismo enzimayidd;'que,Vinvolu:ra el componente C, en

la hidrdlisis de la celﬁloéa; ;uerprdpue;td en i956 ﬁof Reése v Siu.
Estos autores sugirieron que el componente C. era ei primero en un
procesoc de dos pasos, involucrando una rupﬁura de puentes de
hidr8geno seguida por la bhidrélisis -de lé celulosa distendida
(dilatada) wmor la endoglucanasa (C,). ‘La. existencia de C; fue
postulada basiAndose dnicamente en evideq¢f§%iindire:tas, a pesar de

que ningln componente de este tipo fue aislado en. ese’ tiempo.

Algunos organismos son capaces de - degrada a celulosa amorfa “pero

incapaces de degradar la celulosa cfigt 'Gtros;degradan la

celulosa altamente ardenada produciendo-filtrados que son ' ‘incapaces

de degradar material ordenado, pero 165 m filtrados pueden

degradar celulosa que ya ha sidao hecha accesible po\‘ nésleé

(CM-celulosa), hinchamiento en A&cido fostrxco o molxda.

Se argumentaba
del componente

prehidrolitico 1 puede ser

atacada por el cbmpfeﬁu’de enzimas Hidroliticas



Esquema 1

Hipbtesis originals - € ~=—=> G

. S “Ca
Celulosa cristalina ~—-—> celulosa reactlva

Actualmente se  ha establecido gue esta ';mas

adecuada. El componente Cy ha sido’ a1slado de letrad ,libhéér de

cblulas de varios hongosf Estudxos detallados de la enz; ai thican
que el componente C, cnrresponde‘a una exoglucanasa, (Er1cksson,
1975), v en algunbs casos es especificamente una ceiobiohidrolasa
(Berghem, 1973), due actha . en sinergismo con el comporiente Ci. v
solubiliza la celulosa cristalina. Esto permite distinguir al

componente C, de otras exoglucanasas.

En un sistema enzimltico que contenga. endo vy exo—glucanasas:y el

cual deba ser presentado en el orden de su~ efecto degradat1vo fg?bre

la celulosa cristalina, es 1l8gice “asumir que ia? en;lma Cgf code

actividad aleatoria iniciard el ataque.

Esquema 2

Hipdtesis C. ———<> Ci

: x Jg glucosxdasa“
Celulasa————=—= >celulosa~————— >celobiosa~————m=—- >glucosa‘
cristalina reactiva : e .

El sinergismo mostrade por mezclas de C. .y C. . que sblubiiiza
celulosa altamente ordenada puede ser éyplidado ‘en los slguxentes

terminos: el componente C,. genera nuevas terminales no: reductorasker

las  cadenas que seguidamente son hidrolizadas por C;’paﬁa producinr

celobiosa (Berhem, 1976).



Reese (1975) no’éstaf :bpvehcidp de;ééto,yi argumenta queﬂé;f;primer

paso en la hidiwblisis enzimAtica, al igualig hotras: ‘estructuras

altamente ordenadas:

cuya funcibn es

paso prelimin

Reese (1977).p

nueve concep

“"hinchamiento

vrecedido pdr
superficie:ér
el componente -
de hidrolizaf

glucohidrolas

El mecanismo poyr
fragmentos soluhles

McCrae, 1979).

PROPIEDADES DE LAS CELULASAS

Peso molecular

Los componentes enzimadticos del. sistema’ celulollitica ~de varios

horngos han sido. purificados y caracterizados, el comparmente Ca. wo
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muestra mucha varlac1bn“permaneclendo en un rango de entre 41 Q00 vy

62, 000 dalto es a glucanasa del componente C. " muestra

una consxde .de pesn molec lér,lque

fluctta.er las

pequeRas
Excéptﬁando

encuentran

eH
Todqs,ipév'  han
mostﬁédoggn un
réngéféﬁfée

celulolt€ic Las

Termoestapilidad =

La termoestabilidad: mas

importantes de 1i§$ la
celulasa se p%é&udé ‘Las
endoglucanasas son m : ~ énd‘
Markkaner, 1977)' una
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Los sistemas celulollticos 'son termoestables _entve los 50 y 60%.

durante varias horas:dependiendO'}del;éiéféma (Nodd,anq Mc. Crae,

19773, (Fahnrich and Irrgang, 19%25.°

Induccibn vy represidn

Las celulasas son un complejo enzi

lactosa, celobiosa Yy otros
glucosidicos _3 —1,d4 (Enari

Andreotti, 1972).

E1l ligevo ef

industriales

ericontrd qﬁe,‘l
potente inductor:
aumentar a 1 %10

Markkaner,. 1977).

La celobiosa
de celulasas
acumulacidn, sin embargo, .inhi

las endo -1,4 glucanasés,'lq

eyvi urn medio con celobiosa en

produce al crecew_sob}é;celdios

and Markkanen, 1977);
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Se ha observadq ;3mbi!n';que'la' phesgncié,de‘ a;ﬁ;ares;:fAcilmente

ares:

metabolizables y ‘solubles  reprime - produccidn ' de

Schamhart, 1979

Algunos jnVesﬁigadores'héportan ques 1
acthan sobre los grupos SH—libfééfd

inhibidas por -celobiosa -y

tambikn inhiben las celulasas de T

borato de sodio y tiosulfato

presume gue esto
resistencia ‘de las

Reese, 1965; Bisen e
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PRODUCCION DE CELULASAS

Microorganismos celulolfticos

La habilidad para producir enzimas celulolft?;aslesta' Aﬁpriéménte

distribuida entre 1los microprganismp'

algunos insectos.y moluscos:

1o que las

filtracidn. Se han reportado una g

producir celulasas extracelular

siguientes:

Trichoderma viride (Mandels,:

Trichoderma koninagii

Fusarium solani (Wood and Mc Crae, 1977)‘

Aspergillus piger (Boretti gt al, 1973; Vidmar et ?ai‘, 19@:4)

Penicillum funiculosum (Deshpande et ‘1, 19833 Lanchke, 1983)

Aspergillus fumigatus (Trivedi and Rao, 1979;‘;Stewaht”aqﬂn Péf“Yq
am1s . : .

Chaetomiun cellulolitycum (Fahnrich and Irrgang,'1782>

Polyporus versicolor y Polyporus xlxgxferae (Kanda et al, 1976)
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Sporotrichum termophile (Coutts. ~and . "Smith, 19763 Argirios

Margaritis, 1983)

Sporotvichum Eulverulentum:(ﬁr kssov

Irichoderma longibrachiaﬁun (T

Fusarium lini (Vaidya,

Estos hongos producen ce radasen icelulosa,
sin embhargo algunos degradar

totalmente 1la celulos.

Algunos microor lucanasas o

la

celulosa’ ¢

celuldi}§i¢b§

Se ha'puéstdnesﬁetjallbn ase  1a,obteh¢i¢h'dé‘éépas Condna’ alta

produccibr de celulasas. reportados: 'como

uno de 1los mejores. productores de encimas y se‘hén\ se1eccionado

algurnias mutantes hiperproductoras: T. wviride, QM.?&idi(Héhdél

Webey, 19713 Mandels et al 197%, Warzywoda et 'alg

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

Otras especies de horgos ~han -sida mutagenizadas ara’ ahtener
variedades hiperproductoras -0 desrveguladas ..como

Aspergqillus fumigatus (Wase and Vaid,71§3$j::'f
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Mbtodos de fermentacidn

Existen tres tkcnicas . bdsicas por

celulasas:

i) Cultivo 'semis#lido

iii) Cultivo sumergidoicontinu

La mayoria ;deilos",' [ e

crecimient
en paneles:;

esSporas.

20— qufi&
homogeneos ., 1a " te eratura, e O o ALILCONC : )
nutnienteé'y producto5.’ L6§' gradientes“5onﬁihdeseables por lo que

este método los reduce al minimo.
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,(Nystrom and‘Kéquta,‘71975;

3.—- Proceso de "Carrousel de Kohﬁufaf

Enari and Markkanen, 1977). Esfk fﬂé;ﬁﬁeﬁa'

consiste  en " cuatro - lineas,
fermentadores. Cuando el
fermentacién, 10% de este. sirve

los sigiientes fermentadores

embargo, presenta élgﬂna:

grandes voldmenes dé'bﬁoduécid

Webker, 19693 Chahal, 1985).

Condiciones de fermentacidn

la aereacién, el inéculo, la'campoéi; an del’: 'n

surfactantes 'y los mecanismos de.regulétibn.

La pboduccibh de celulasas estd fuertemente influenciada :por la

naturaleza de la fuente de carboro (Enari and Markkanen, 19775, por-
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los fenémenos de induccidn: vy represidn y 'la ‘accesibilidad.  del

material celulbsico

sistema enzimitico - al

S

aspecto econbmico,

gran escala.

La fuente ¢9 

gue puede in

enzimas.

de nitrbge

E1 control:'d

ep
dranga<dé”é&€;v;d d deflas;;”l;lasas,y e

[ )

la cepa sin permitir que este’

de biosintesis  de celuiaﬁas.
usualmente corridos . en ei;
el pH puede dejarse . a-

initiandose esta a un’ pH

Debido a las

llegan a seﬁ

actividad"qhté

alcanzados en cultivos en

matraces agitados.
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Se puede aumentar 1la produccidn de celulasasgxpor la ad1c1dn de

surfactartes como el tween 80 (polzox;etxleno sorbxtan monooleato),

que es el mas utilizado, aprovechando1“;Ia
permeabilidad de la pared celular que prop1c1

de enzima (Mandels and Weber, 1967 Mandels anb Stenbe

et al, 1982).

1nbculo puede ser_

t al, 1984) o cbmd mlcelzo crec1do d qL uchon,

1934), © micelio en cubos de agar: (F “.de
la temperatura de fermentacibn la
temperatura bptima de crecimienfaf' 1é
produccibn de las emzimas.

Usos v aglicaciones-de las celulasasf

Una de las aplicaciornes mas 'imporféh¥é la

sacarificacidn de los materiales celuldsico
azlcares fermentakles que se empléér
levaduras, protelna unicelulaﬁ.;digblv
productos gulmicos (Spano, 1977). 

aplicacidn mads estudiada tanto desde el pu’to d

econbmico (Klesov, 1985). 'Otras ap11ca;1ong;-

las siguientes:

-~ Incrementrar. los rendimientos de ~diosgenina ‘en - un .30 a  40%

(Skladnev, 19823,
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- La pared celular de las levaduras Saccharomyces cerevisiae vy

Candida utilis ' no es’diééfibie .en elrtracto intestinal. El

tratamiento con celul digestibilidad de las

énide aminodcidos y vitaminas’

- Incrementa :

aceites de

- Las enzima

pajas. De

(Celloviridi

celulasas,  hem

parcialfié"celulosa v hem

que son transformados pr

las ' pectinasas produceﬁ%'&;idq "galacturénico iacidds

obtenidaos actéan como preservativbs ~de lal “paja 'y . mejorani.su

digestibilidad en animales (Skadnev, 198Z). -

- Grandes cantidades de preparaciones celulollticas son utilizadas
en la industria alcoholica. Las enzimas amiloliticas presentes en
la malta son activadas con el uso del complejo enzimético Tque

rompe las ‘paredes celulares. Lés 'reﬁdimieﬁtos de  a1coHo1 fpor

unidad de material crudo se

(Skladnev, 1932).

se’prolongala

formé'uﬁ‘auﬁehfofdelliox en ei;réﬁdiﬁieht
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- En el Japén las céldlasas son empleadas en el tratamlento de los

granos de arro del Sake (Ghose,

a‘preparacibdn

~- Durantela : ¢ ompimiento

enzim osicidn

de fibras deplanta

pilcfov ] ey a.nivel

industri

[4 6qking;

- En la B

TECNOLOGIA DE LOS PROTOPLASTOS

El teérmino protoplasto fue intrbdgtiqd

designar la materia viva dentrdtdeila:pa“ : 2 planta.‘
El primero en aislar’ protopl‘st
mxcroc1rug!a de'células plasmol ¢ uceidn
metodo es ixm:tada

de protoplastos por este v otru nglaterra

Cockxng (19b0) demostrb la posxbllxdad del axslamxento }z;m&titb de

un gran nhmero de protoplastos de cé&lulas de plantas supéhib?es. No
fue sin embargo sino hasta 19638 cuando aparecieron en el mercado

enzimas comerciales, que fue posible
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Las preparacione

liberacidn de’ ~los. 'protoplastos

R-10 (Onozukad-son

Trichoderma reesei;

tsta preparaciBn’e

actividades Eretlvu L han
lastos
lede - ser

pectinasas,

procedimientos de aisiamiénfdf
pectinasas ' mas frecueﬁfemenﬁé[ L
(Maserasa), obtenida delﬁhbngo Rhion4§7‘

tambibn ha sido efectivo en la sepahaﬁiénfdé éblqlas

hojas.

Otras enzimas han -sido usqda9~paﬁa'

que no liberan protoplastos ficilmente

del veneno de:

colonasa,’

cellulysiﬁa

enzimas.soniemplead aifre

1a liberaéibni_dé'bﬁotbﬁlasﬁos ‘:QahdbTsé“*dsa”mgséfilb,kqe”hojas o

cultivo de celulas en suspension.’
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Muchas preparaciones 'enzim&ticas comerciales .contienen sustancias

¢bxicas e impurezas

como son mon6ﬁot{1e&6ﬁésiy dxcotiledbﬁESVCBéJaj; 19775,
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ENZIMA FUENTE COﬁERCIAL ORGANISMO
Celulasa Driselasa Ryowa Hakko Kogyo Co. - A. basidomycete
: -(Japan)

. Plenum Scientific,
Hackensack, NJ.

‘Trichoderma
reesei - ({formerly
: viride:

Celluly51n (Onozukaf

, San Diego
R-10)" :

Celulasa sigma. Cl X ‘Aspergillus

Hemicelulasas . .-
Rhozyme HP150

Hemicelulasa

Pectinasas
Macerase
(Macerozyme)
Pectinol AC -

PectolyasgiYéB

PATE (Ac1do P
acetll transferasa)
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embargo,estos  té&rminos ' nunca -se:- - ‘refieren ' a sustancias

especificas,prestdndose 'a,ciebtaicqﬁfgsignfﬁbr 1o

que Hall (19763 'lo

- celulosa

COmposicidn
lxcoprntelnas. - La

pr1maria,

lar pared celular

celulosa constituye entr

los pol;sac&rz o s

extremadamente compleJa

II, arab1nogal = ano;

xilnglucano,

primaria fodéé ’ceiylar,
S'ﬁqhqé}{ar que
;dé‘ﬁn tipo
ycelulaﬂes v sus
,wdzferencxas Cen 1a
estructura y :oﬁpasicibn la-pa = J!EE‘ESta etapa de
crecimiento de'-pared :
celulosa y cantxdades
dejando de 1ncqwﬁor
ramnogalacturomanéﬂor

hidroxiprolina, iﬁﬂ

suytrere gque este

elongacidn,.

Mientras que en la pared primaria las” mxchof1br111as pueden"estaw
colocadas al  azar o _transversales ”al eje de elongaczbn y su

crientacibn puede ser alterada por el crecimiento, en la pared
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secundaria’las micrafibrillas . son . depositadas - en 1la. superficie

interna con: rientacién-especlfica menos

fija. ‘Existe
microtUbulos i ern 1. i . componente
que adquiere gran

se presenta

1982).

OBJETIVO *

y docencia

- Medio de:c

st
posterio ]
-~ Tiempos - cortos: de" fermentacisn: ~~para reducir el costo de

produccibn y avitar la-autolisis.
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~ Bajo contenido de protéasas: porque la presencia de estas enzimas

e

puede daﬁl"

- Rango“dé}ﬁH

la prepaﬁéqig

afectar ' de’alg

‘obtencidn

manera notoria 'la protelina

crecida en. wvarios

producbividad[cdnfrésﬁéft € roducta

una buena actividad“celulollfiéa  én7§igmpos cortos:de . fermentacidn

por lo cual se procedib a optimizar las condiciones decultivo.
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Medicibrn _de la _actividad celulolitica por - el cambida de  fluidez

relativa de la carboximetilceluloéar

E1l ensayo desarrollado. poyp la
disminucibdn de “1a ;Viééog* urn
derivado Ve o
hidroxietilcel es
mﬁy sens t en

de. citratos 0,50 M

Ta.aec

debe 'agredér’s

.

SevMide el

‘La mezcla
de reaccibn
superion y

atravesar los mehi§c05.=
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v
“L

La operacten se repxte d 6 5 veces ! durante 10 m1n de txempo total de

reaccibn. .

El b]ancéf#

a un tubo’ con:

los menisco

El hlanco de 1 4 ! ‘ 2 q Vibrada

a 40°C,7yﬂ

tos chklcilo

Donde:
Fro=
Ts = Tiempo de i WAi s -promedio; 4 e : en

segunrndos.

Tw = Tiempo de eflujb"ﬁtbéea

Tt = Tiempo de £l : a

Tr = Tiempo de . ;7 j*kw esky 3 : : al
sustrato baséaf ds ' ¥ _', de

Tn = de

Se grafxcan , ’ A8yl ,1W“ '; Tn

en las ab#isas . e : - peﬂdiehté del ésta

ser calculada por _egresxbn llneal para obtener el coef1;1ente de

relacibn y el error est&ndar de estimacidn.
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Determinacibn de protelna por el método de Lowry modificado

£l método utilizado para determinar protelna es una modificacidn al
repartado por Tan (1934) y colaboradores, para medios que cpntienen

sustratos lignocelulds

1975)>. Se

lignoceluldsicos,;

1aﬁpr0te!na‘p§éc;pitad

Naz=COs  al 2% en Nag

suspen

proteiﬁa,

e sodio’y potasi
Carbomato de spdio
D) Una parte de A + una parte de B

E) Una parke'de D + SO partes'de C =1 pafte de E



31

Una allcuota de’ la suspénsiﬁnvdg“protejné se coloca en un.filtro vy

se afara a 1 mlicon’agua destilada.; SétaéfeganfS.MI.delmréagtivo E,

estandar de

Fraccionado

Este mktodo : otelnas de
una mezcla cuando son sometiﬂa

purificar de manera parcial

manera gradual la concentracibdn.

Webb, 1961).

agitacibﬁ ;bitinU

amonio sblido G

alcanzar.
despubsdes 24

centr{fﬁda;Beckm
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E1l sobreﬁadante se "lleva hasta  80% de saturacxbn (285, g/l - de

él‘ﬁaﬁu' de

filtradao enzimatica‘inicialb’ deJa otras 24
hxelo antes de centr;fugar y‘e;«péliet

se resuspende en buffer cit)

Actividad gectinolltita

ivacidn ‘de

azhcares Peductoresu’ crosali-~

sllico) (M:ller,:' al
(Mill,

1.0% de" pactzna'dlsue .
19663,
El pfoceqiﬁigﬁg
‘ I:’tily'ij’é ¥ se
preincuba,éfdolc; iiefédo.
enzimati&o.vb ;éégcidn

es detenida con la

:orrespondientd

hirviendo durante

destxladq hastafcqmp

a S50 .rmrm en»ﬁn;éﬁi”

La cantidad de:§4& una
cuerva esf&hdaﬁ”de Acido

Actividad xiléﬂblltiéé‘

La actividad leanol!tica,:‘sef‘midg de” mahera éimiléf.;a 1a

pectinolltica, por determivacidn. de. azacares reductores con
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reactivo de DNS. (Miller,

suspensidn de*xilanp ai%
Los tubos: . se
cantidad ‘de

curva estanda

Hidréxido de sodio

Acido 05 dinitrosalisllico ' 0.75 %
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Tartrato de sodio y potasio S 21.60 %
e s ‘ v.sa %

Fenol

tirosina
Kling, 19825

Concentrado por ultrafiltracidn

Para esto se empled una columna de ulhfafiitna¢ioﬁvﬁﬁicon modelo

HIP10-20 con capacidad para exclulr moléculas meriores . de 10,000
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daltones de peso molecular, . El:proceso de:;oncentrgdo sevrgqliza de

la siguiente

‘filtrados
enzimbticos a.;
Jz-21 a;,

filtro Mill

Dyrantéifbd

bafo de hiel

que atravi

verifican 1a

Fermentacidn -

Todas las

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes:
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Medio Conrad modificadé (5? 'QPFimiO elrextracto de levadura y los
elemertos trazad (qu}adhjiégis’J

bHz POa L
NH=C1

NanND -
MgSOQ.7H=U"
CaCla ’

Tween [0

Medio de Mandels
(NHa)>zS0a
KH=S0 .
Urea

CaClz
MgS0a. 7H=O
FeS0a. 7H0
MrSOa.Hal
2150, 7HR0
CoClz B

Tween 20 -

Medio de Trivedi (Trivedi, 1979).

KH=PD .. ' z.d g/
MgSOa.7H= . 0.3 g/1
CaClz.Zqu "£t : 0.3 g/1
(NHay280. 2.5 g1
Fesoa.7H#o5~ ' 5.0 mg/1 -

MASOa. 7THLO 1.6 mg/1
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ZnS0a.7H=0 1.4 mg/1

| CuS04.5H=0"

Como fpéﬁfe:dé "Avicel

(celulosa caia
Yy cascar111a.d fueron
molidos “er tEMiz*de

0.73 mmiy ‘ér ga 1 C e o i se
esteriii?z ”El
pH de 1é;ferm it un
pH de 6.“‘ #e
H2S0a -0 _Na

El 1nb:u10 de la fermentac16n ns e fggﬁo%as
producidas por. crec1m1ento de ‘de

papa dextrosa agar CPDA) duranteﬂlz
PDA por cada 1litro de mediq ﬁStew‘
fermentacidn se realiz8 en condiciones estér

una muestra de aproximadamente 36_m1 en. la ‘el;pH_v las

actividades enzim&ticas.

Procesado de filtrades enzimdticos

Los cultivos de fermenta:iqhﬁ
centrifugan a 1z, 000 rpmvgﬁ”‘
un rotor. JA-1d. dnrante 5 por:

ultraflltla:lﬁn

(FPA) Yy la® protelna.
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Haciendo una dilucidn -en proporcién -al namero de - veces: que se

concentrb. “Paﬁa«? sulfat

precipitado’

soporte’

la profe!né.

Aislamiento de protoplas§o§ 

Los protoplastos se obtuviéron

cklulas "in vitro").

Petri de &.c
parahacer la wréplééh&liéis

de>p5ep1
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Determivnaci®n _de viabilidad

La viakilidad sefdgterminb utilizando. los colorantes azul de tripano

€100 my/25 ml de Hz0) y diacetato:de f

acetoval. . Se.

protoplastos Vi

Tambidtn se los

de Aspergillus que

heﬂequ&n. Esta'c

modificado, suplementados éb
seca como sustrato. EllsH
enn &.5. Los resultadol
los medios repotfadq
1379) dan resulféads sim
de Mandels (19765

cultivo de
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elementos traza y 21 extracto de levadura pues se okservd que no se

modificaka la produccibn-de . enzimas. al suprimir estos . comporentes.

Los cambios ‘ermentacione observan. en  la

figura 2.

yor

Aurique se

ocurre en.

actividad:c

modifiqqé:

actividad celulol

sustratoj para

1.5%, 2.5%

pov lo que

resultados se f dad

sico contiéne:o.que:la”sUSceptih111déd al

[

que el de;gtﬁoxrigndcglul
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Actividad celulolitica en diferentes medios
Sustroto fibra corta

Mandels : Conrad Trivad]

ssssavse — o —

sActividad (FPA) mg/m!

sl

4] 24 48 72 21:] 120 C144
Tiempo en horas
FIGURA 1 Aspargl!}lus fumigatus

Variacion de! pH durante la fermentacion
Sustrato Filbra corta

Mandels Conrad Trived!
_._.*..,_ __+ - scolese
FPH
oS
. /*/‘—’*‘/ -
7k e -
;k’"""‘k .oo”v.cott.ﬂ“"'...x
3 1...0.'0-»...... ..s...“... <
8 A\\s * 4
s
9 \. - F - _4_.__..—---—"*_"'—‘——-’. r
Bl 1 L . ~1 1 1 -
0 24 - 72 o6 120 144

Tiempo en horas
FPIGURA 2 Aspargliius fimiguatue
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ataque enzimidtico es mads alta en 1la fibra corta que en la celulosa

microcristalina.

En fibra .corta

celulol!ticé;fgé

un menor conteni

Tabla 1. En}i

Fibra corta de heneduén
Bagazo de cafia

Cascarilla de arroz

sustrato para la cepa. de AggergiIIUs{lSés»compérﬁ su:pﬁdduccidn' de



a3

Efecto de ia concentiracion de sustrato

Avicel : 1.5 % -

— o ——

Jmi

JActividad (FPA) ‘ma

FIGURA 3

Actividad celulolitica en desechos agroind

Fibro Bagazo de
cortao cafia

8Ac’c ividad (FPA) mg/m]|

Tliempo en horas
FIGURA 4 Asperg!!ius fumlgatus
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ticas con 'requcto a_una cepa - celulolftica de

‘a  é&sto se
cepario del Commonwealth

realizd en medibld"

modificado, lo

s2 pueden calcula

Fermentacibn, . Los

actividad endo o Cx - a lo large de la fermeﬁtatibﬁ,"quﬂéll'méybdo
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enzimas celulollticas con respecto a una cepa celulolltica de

coleccién. Paral ésto sg.bembféd Trlthoﬁérma'résesei ‘;?2652 ‘del

ia fe membacibn . se-

nuestra cepa, cuar

modificado,'lo

degradacibn de des

Caracterizacibn. del

na vez estahlecidas

filtrado enzimﬁﬁ'c

extracelularia lc
actividades celulgl

&.

Con los déédg de.

se pueden‘caICUIav

fermentacibn

Para caracterizar “filtradosy

actividad éndo:o Cr.a lo,larﬁo,de la fermentacibn poﬁiel,,método
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Fermentcc:én con Trlchodermc reesea
Comporocnﬁn de: sustrotos i

FIGURA 5

Protefna extracelular: durcnte :
Aspergillus fumfgatus en flbra c

Mi
s iicregramos J/ml

200

100+

0 1 1 1 1 1 1

0 24 48 72 26 120 144

- Tiempo en horas
FIGURA 6 Mstodo do Lowry modlffcade
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Actividad especifiéb-durcnte la fermentacion
Aspergi"l_lusfumig_otus en fibra corta

20+~

10F

ol o a_ 2 ’ ;
"Tiempo-en horas ™"

FIGURA 7 , Medlo de Conrad.:

Actividad de endo— 3

o L -
i 0 24 48T 78 o8 120 144
) Tiempo en horas -
FIGURA 8 Udtodo de viscomimetria
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de cambio ‘de fluidez reélativai-

la fermentaci
nuestros filtrados

es necesariaipa

Dada su importan
tambibn la activi

significativa.

que el conte

(Santoyo,y;?SS).

La actividad x

la fermentacibdn

puede deherse a

alrededor?de

1935).

La presencia.

los filtrados

durante]}é degr

disgregac
‘celulosa a

19535

Una caracterlst
pwodﬂc;ibh;dg‘étqjqb{aéfd 5. {18 :‘ ”‘VK i : cto al bH, puds
la obtencibnide.protoplastos no~débg'Fearizaréé'é’pHéﬁhenbhés de S.

Es por lo tanto, necesario establecer un compromiso enrtre un
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Actividad pectinolitica durante la- fermentocmn N
A:-l‘perglly lus:fumigatus. s :

en:: lbrc ycorta

Actividad mg/

24 48 72

mActlvxdad mg/ml

1 ) | 1 ] 1 1

FIGURA 10

24 48 72 86 120 T 144

Tiempo en horas
Uétodo de azdcares reductores
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PH adecuado (genéralmente entre. "§.8) para mantener  la

pH 5.0y

viabilidad de_lo%“ﬁﬁo}ébia;&b se
midid la ackivi F e la
figuragl’ se
7 Ael

mantiene

cual ‘dec

efecto’ de
dilucidn: en
de

el valaor

curvas estandar de azdcares reductor

el efecto-de ‘dilucibn.

Procesado de los filtrades enzim§f1;o

Como primer paso se compararbn‘vé
destilacibn a presidn reducida,’
encontrandose los siguientes resultados

reducida, la actividad por. FPA se’

la actividad-inicial, perpT

algunos ﬁiﬁqénfﬁéiyife!uié‘ « el metodo
por liofilizaciﬁn,se obseﬁVC'ﬁué 1os'f§1t§ados;dnddos formakan = una
capa pegajbsa'é'inEQigble al final ﬂelipro:eso con la perdida del

0% de la actividad CFPA) por lo cual se
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Actividad celulolitica en funcion del pH

2.0

N

s | : 1

A

6 8 : 10
o, - Factor de dilucion

FIGURA 12 Flltrados de A.fumlgatus -

S
3
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!

Sobrensdante.

[4) en?buf‘f“er
retos; 0,00 M
oMo

czenion con m’ovl' - Gu
FLM G O10,0000

oy

W

e
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PROCETTMIENTN

Concantrado poarides
sresion reducida. s

Se midio: a3 pecdtinolitica.y
A;]ano]itic‘al z liofilizadas ¥ ¢
ocuiulr ieron i A 3 i se compararon con

Filtrada
crudo

L10“111 ado
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descartd este método. ,E;s‘be;gdiméentoicon_mejoreé resultédos fue

el de ultrafi}thaé'bn

el hihan‘cldst’pigmgnfos v

ferioles dg hé5o e

eliminar e ' dido

se dializh

gque se tr

muestran

en 1a¥ §ébi a ferente

sensikilidad delas especies. reparacion nzim&ticasy esto

puede atribuirse a. la diferente  composicibn de la pared celular.
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permite una ‘mayor - liberacién de - los

ta adicibdn de ~pectinasas-

protoplastos, en7iﬁéfti¢ﬁia gmﬁs‘ﬁﬁtorio: jcgéo; de

Nicotiana sp. aracidn

comercial no

liberardn'ﬁ
que nuestf\

fibra de

Micotiana ‘sp. . .

Catharanthus = = - .+
roseus ‘

Agave R
fourcrovdes L
(callo)

Una + representa una. pe
predominio de cdlulas.:
protoplastos .covii:al
protoplastos eran muyiahbundantes'ly
Entre paréntesis ¢ i 1

calecofluor no -0

cnal naos iﬁdica una degPadacjbn-foté1 de la'paréd,
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CONCLUSIONES

Podemos conclulr que'nuestra}prgparacion anee unakpotgnte actividad

celulolltica comparable

produccibn es:relat

medio de .cultiwvo

actividades ‘xitanolltic

sea eficiente’en

analizar . la

Pegeneracibﬁvde

dun mas

prescindiv

temperaturas’;

'termqfiliﬁo; %
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