
UNIV[R~mAD N~~IOtUl ~UTONOM~ DE MEXI~~ 
FACUL TAO DE CIENCIAS 

COMPOSICION ENZIMATICA DEL SISTEMA 
CELULOLITICO EXTRACELULAR PRODUCIDO 
POR EL HONGO AUREOBASIDIUM SP. SOBRE 

BAGACILLO DE CANA DE AZVCAR 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

8 OLOGO 

PRE 5 EN TA 

ALEJANDRO GARCIA DE LOS SANTOS 

MEX.ICO, D. f, . 1980 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



' -.. 

I N D I C E 

Resumen Página 

I. 

II. 

INTRODUCCION 

ANTECEDENTES 

1 

5 

a) Enzimas celulol1ticas. ••••••••••••••• 5 
b) Fraccionamiento, purificaci6n y carac-

terizaci6n de celulasas. ••••••••••••• 9 
c) Efecto de la fuente de carbono sobre la 

producción de enzimas celulol!ticas. • 10 

d) Caracteristicas del hongo levaduriforme 
AUreabasidiun sp. • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • 11 

III. MATERIALES Y METODOS •• , , ••••• , , •••••••••• , 15 

a) 
b) 

c) 

d) 

e} 

f) 
g) 

Reactivos. 

Microorganismo. • •••••••.••••••••••••• 
Obtenci6n de un filtrado enzimático li
bre de células y s6lidos en suspensión. 

Determinaci6n de las diferentes activi
dades enzimáticas •••••••••••••••••••• 
Determinaci6n de proteína •.•.••••••••• 

Concentraci6n del filtrado enzim~tico. 
Fraccionamiento cromatográfico de las 
diferentes actividades enzimáticas •••• 

h) Electroforesis. 

15 

15 

16 

16 

18 

19 

19 

IV. RESULTADOS Y DISCUSION •••••••••••••••····· 23 

v. CONCLUSIONES 35 

VI. BI'BLIOGRAFIA 37 



R E S U M E N 

El presente estudio tuvo como objetivo conocer la com
posici6n enzimática del sistema celulol1tico extracelular 

producido por el hongo Aureobasidium sp.cuando es cultivado 
en bagacillo de caña nativo (sin pretratar) como anica fuen
te de carbono, y comparar este patr6n enzimático con el sis

tema celulol1tico producido por el mismo microorganismo -

cuando es cultivado sobre celulosa microcristalina altamente 
purificada (avicel). 

El fraccionamiento cromatográf ico en DEAE-sephadex A-50 
y electroforesis no desnaturalizante en gel de poliacrila
mida, demuestran que el sistema celulolítico producido en 

bagacillo de caña por este microorganismo está constituido 
al menos por tres tipos de celulasas , tres tipos de xila

nasas y tres beta- glucosidasas. 

Cuando este sistema celulolítico se compar6 con el sis

tema enzimático producido en celulosa microcristalina se -

observ6, que en bagacillo de caña se producen dos tipos de 
xílanasas y dos tipos de beta- glucosidasas las cuales no 
se producen cuando el microorganismo fué cultivado en celu

losa microcristalina. 

Estos resultados sugieren que debido a su composici6n 

enzimática, el sistema celulolítico producido en bagacillo 

de caña por el hongo Aur.eobasidium sp. esta mejor consti
tuido para catalizar la bioconversi6n de desechos lignocelu 

16sicos nativos a azucares solubles fermentables. 



l. 

INTRODUCCION 

Una gran cantidad de biomasa vegetal constituida princj

palmente de celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina, es anua! 
mente producida como resultado de la fotos!ntesis. Gran parte 

de este material vegetal se acumula en forma de subproductos 
de la actividad agrícola y forestal (Dunlap y Chiang, 1980). 

Como ejemplo de estos subproductos lignocelul6sicos encontra
mos los bagazos, pajas y rastrojos provenientes de la agricul

tura; cáscaras de frutas y verduras, pulpas y fibras generados 
por las agroindustrias, asf como aserrín y birutas producidas 
durante la industrializaci6n de los recursos forestales (Reese, 

et al., 1972) • 

Actual~ente s6lo algunos de estos subproductos tienen un mere~ 

do, pero la mayor parte son considerados materiales de desecho 
y el abandonar estos residuos en terrenos cercanos al sitio de 

producci6n ha sido la opci6n m~s barata, con el consiguiente 
efecto nocivü sobre el medio ambiente (Reese, et al., 1972t 

Dunlap. y Chiang, 1980). De manera tradicional y empírica, se 
ha venido haciendo uso de estos materiales¡ en algunas ocasio

nes son quemados para utilizarse como combustible, pero este 

uso resulta muy poco eficiente debido al bajo valor calor!fico 
que po.oeen estos materiales con respecto a otros combustibles 
derivados del petr6leo. Un bajo porcentaje de estos materia

les es usado directamente en la alimentaci6n animal, con resu! 
tados poco satisfactorios debido a su baja digestibilidad y 

nulo contenido proteico. También estos materiales son utili

zados corno abono org~nico para el mejoramiento de suelos, pero 
el escaso contenido de nitr6geno aprovechable por las plantas 

ha limitado esta aplicaci6n. 
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Los materiales lignocelul6sicos de desecho constituyen un va! 

to recurso natural renovable, que debido a su composición y 

abundancia pueden ser utilizados como materia prima en dife
rentes procesos biotecnol6gicos. Por esta razón, desde hace 
varios años ha existido interés científico y tecnol6gico enfo 
cado al uso racional y eficiente de este valioso recurso (Glose 
y Ghoah, 19791 • 

En nuestro pa!s, uno de los desechos lignocelul6sicos m§s abll!!_ 

dante es el bagacillo de caña, el cual es obtenido durante el 

proceso de extracción de azacar en los ingenios. A diferencia 
del bagazo, el cual es utilizado para producir pr~ncipalmente 
cartOn y papel, el bagacillo de caña es subutilizado. Hasta 

ahora, las investigaciones dirigidas al aprovechar:;iento bio
tecnol6gico de este desecho se encuentran a nivel laboratorio 
y planta piloto, y se han centrado principalmente en usar este 

residuo para la producci6n de biomasa (proteína unicelular) . 

Sin embargo, en nuestro laboratorio se han venido desarrollan
do, desde hace varios años, proyectos de investi;aci6n enfoca

dos a la utilización de ~ste y otros materiales lignocelul6si
cos agroindustriales como sustrato de fermentaci6n, para la -
obtenci6n de enzimas mic~obianas de interés industrial, parti
cularmente para la producci6n de celulasas y xila~asas (Huitr6n, 

~·· 1984). 

Estas enzimas son importantes debido a la aplicación directa 

que tienen en la industria textil, alimentaria y !armacéutica, 

pe:co el principal interés de las enzimas celulol!~icas consiste 
en el uso que se les puede dar en la conversión de materiales 

lignocelul6sicos de desecho en azocares solubles ~e importan
cia industrial. Sin embargo, para poder llevar a cabo el de

sarrollo de esta biotecnolog!a, es necesario disponer de 
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preparaciones celuloliticas constituidas por una variedad de 
enzimas con capacidad para hidrolizar la celulosa y hemicel~ 

losa tal corno están presentes en los desechos lignocelul6si
cos, es decir, sin haber sido sometidas a ningún tratamiento 
químico o físico. 

En virtud de esto, se aisl6 un hongo levaduriforme del q~nero 
Aureobasidit.ml, el cual se caracteriza por producir altos nive
les de celulasas y xilanasas extracelulares cuando es crecido 
sobre celulosa microcristalina con un alto grado de pureza y 
composición homog~nea (Gilbon, et al., 1981). Sin embargo, 
dado que este sustrato resultaría demasiado costoso al momento 
de producir ~elulasas a mayor escala, se ha venido utilizando 
el bagacillo de caña como sustrato inductor de estas enzimas 
en un medio de cultivo simple y econ6mico de tipo industrial 
(Huitrón, ~ ~, 1984). 

Seria muy importante llegar a producir las celulasas a partir 
de bagacillc de caña, ya que utilizar un subproducto agroin
dustrial durante un proceso comercial a gran escala, abarata
r1a uno de los principales costos durante la producción de ª! 
tas enzimas, que es el concerniente a la fuente de carbono. 

Adem!s de es~a ventaja, pensamos que mediante el uso de baga
cillo de caña como sustrato inductor de celulasas en el hongo 
1\1.U:'eObasidiun .sp., es posible inducir un sistema multienzimti.tico· 
en el cual se encuentre, adem~s de las enzimas inducibles por 
celulosa mic~ocristalina, otro tipo de actividades enzimaticas 
relacionadas con la hidrólisis de hemicelulosa, las cuales son 
capaces de i:~ntribuir con mayor eficiencia a catalizar la bio
conversiOn ~e los materiales lignocelulósicos de desecho a az~ 
cares ferme~~ables. La composici6n enzimática, por lo tanto, 
es un aspee~~ relevante para la aplicación de las enzimas celu 
lol!ticas. 
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El presente trabajo tiene como finalidad conocer la co~ 

posici6n enzimática del sistema celulol!tico extracelular 

producido por el hongo Aureobasidium sp. cuando es cultivado 

en bagacillo de caña nativo sin pretratar como anica fuente 

de carbono, y comparar este patr6n enzimático can el sistema 

celulol!tico producido por este mismo microorganismo cuando 

es cultivado en celulosa microcristalina, con el fin de cono 

cer si existe una variaci6n en la composici6n enzimática de 

los filtrados enzimáticos producidos por el mismo microorga-

nismo en las dos fuentes de carbono. 



s. 

ANTECEDENTES 

a) Enzimas celulol!ticas, 

Se denomina celulasas al conjunto de enzimas que parti
cipan en la degradaci6n de la celulosa hasta glucosa. Estas 
~nzimas rompen los enlaces B-1, 4 glucos!dicos de la cadena de 
celulosa, rindiendo glucosa, celobiosa y otros oligosac!ridos 
como productos de reacción. 

La capacidad de producir enzimas celulol!ticas está amplia
mente distribuida entre los microorganismos, principalmente 
bacterias y hongos, los cuales utilizan la celulosa como 
fuente de carbono para su nutrición, hidrolizándola a peque
ños azúcare~ capaces de atravesar la pared celular (Mandels 
y Weber, 1969; Goksoyr y Eriksen, 1980). Muchos micro
organismos degradan celulosa por contacto directo con el sus
trato, debido a que sus enzimas están integradas a la super
ficie celular. Sin embargo, muchas bacterias y hongos son 
capaces de crecer sobre celulosa mediante la secreción de ac 
tividad celulol!tica al medio ambiente. 

La actividad celulol!tica es de gran importancia biológica, 
ya que es indispensable en el ciclo del carbono para la for
mación de bi6xido de carbono, agua y humus a partir de mate
ria org!nica vegetal en descomposiciOn. 

Desde el punto de vista práctico, dicha ,:¡ctividad enzimUica 

tiene un gran potencial de ser utilizada. De hecho, las cel~ 
lasas microbianas son actualmente producidas de ~anera comer
cial por fet111entaciOn, debido a la aplicación que tienen en 
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la industria farmacéutica y textil, as1 como en la transfo! 
maci6n de alimentos (Toyama, 1969; Ghose y Pathank, 1973). 

Sin embargo, el principal interés a futuro que tiene la pr2 

ducci6n de enzimas celulol1t~cas, se centra en poder utili
zarlas en un proceso de conversi6n a través del cual los ma
teriales lignocelul6sicos de desecho provenientes de la acti 

vidad agr!cola y forestal sean transformados en azdcares so
lubles de fácil utilizaci6n en otros procesos de la industria 
biotecnol6gica lMandels y Weber, 1969; Ghose y Ghosh, 1979). 

La degradación de los materiales lignocelul6sicos de desecho 

resulta ser un problema complejo, debido principalmente a que, 
además de celulosa, se encuentran otros componentes como hem~ 
celulosa y lignina, por lo que se requiere producir prepara

ciones enzimáticas capaces de degradar los diferentes compo
nentes de este sustrato (Ghose y Ghosh, 1979; Sprey y 

Lambert, 1983). 

En las preparaciones enzimáticas de hongos productores de ce

lulasas está bien establecido que al menos existen tres tipos 
de actividad celulolitica, las cuales se pueden clasificar,de 

acuerdo con la reacci6n que catalizan, de la siguiente manera 

(Lee y Fan, 1980; Gilbert y Tsao, 1983): 

1) Endoglucanasas (1 1 4-B-D-glucan 4-glucanohidrolasa, 
EC 3.2.1.4), Este grupo de enzimas actda de manera 

aleatoria en el rompimiento hidrol1tico interno de 
la cadena de celulosa, principalmente en regiones 

de baja cristalinidad. 

2) Exoglucanasas. Estas enzimas pueden ser de dos ti
pos: 1,4-B-D glucan celobiohidrolasas, EC 3.2,191, 
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las cuales liberan celobiosa de los extremos no re

ductores de la cadena de celulosa; 6 1,4-B-D-glucan 

glucohidrolasas EC 3.2.1.74, las cuales hidrolizan 

los extremos no reductores de la celulosa para ren

dir unidades de glucosa. 

3) B-D-glucosidasas (beta-glucosidasas). Estas enzimas 
hidrolizan celobiosa y celooligocasáridos de cadena 

corta a glucosa. 

Estos tres tipos de actividades constituyen un sistema enzim! 

tico indispensable para la degradaci6n de celulosa organizada, 
la cual requiere de la acci6n sinérgica entre los componentes 
de dicho sistema enzimático para poder llevar a cabo una com
pleta hidr6lisis de celulosa (Wood y Me Crae, 1978); Ghose y 

Bisaría, 1979; Henrissat, et al., 1985; Fujii y Shimizu, 1986). 

El mecanismo de acción de las diferentes enzimas que componen 
el sistema celulasa ha sido intensamente invcntigado y ampli~ 

mente revisado por Lee y Fan, i980;y por Gilbert y Tsao, 1983. 
El modelo más aceptado para la degradaci6n enzimática de la e~ 

lulosa propone que las enzimas de tipo endo-B-1,4-glucanasa, 
inician el ataque de manera aleatoria en las regiones de baja 
cristalinidad de la fibra de celulosa; los extremos formados 
por la acci6n de estas enzimas son degradados por las exo-B-1, 
4-glucancelobiohidrolasas, liberando celobiosa a partir del e~ 
tremo no reductor. La celobiosa es posteriormente hidrolizada 

a glucosa por la acci6n de las B-glucosidasas. Este mecanismo 
fue planteado por Wood y Me Crae en 1972 y parece funcionar de 

menera general para los sistemas celulol1ticos de la mayor1a 
de los microorganismo estudiados hasta la fecha. 

Las celulasas son un sistema enzimático inducible y sujeto a 
represi6n ca~ab6lica en casi todos los microorganismos estudi~ 
dos (Montenecourt, et al.,1981}; también se puede asumir como 
una generalidad, que existen isoenzimas para cada una de las 

diferentes actividades enzimáticas presentes en los sistemas 

celulol1ticos. 
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Además de celulasas, se ha observado la presencia de xilana
sas formando parte de preparaciones celulol1ticas. Estas e~ 
zimas son muy importantes en los proceses de bioconversión 

enzimática de desechos lignocelulósicos, ya que se encargan 
de hidrolizar los xilanos presentes en la porci6n de hemice
lulosa contenida en estos desechos (Tangnu, ~ ~., 1981; 

McKenzie y Williarns, 1984; Hrmová, ~ al., 1984; Kyriacou, 
et al., 1987). Al igual que las celulasas, las xilanasas se 

encuentran constituidas como un sistema multienzimático que, 
aunque no ha recibido tanta atención como las celulasas, posee 

un potencial biotecnológico igualmente importante. Las xila 
nasas, junto con celulasas y pectinasas, son utilizadas para 

la clarificación de. jugos, así como para la maceración de fru 

tas y vegetales. Además, las preparaciones xilanol1ticas li
bres de celulasas tienen aplicación directa en la industria 
del papel, ya que mediante el pretratamiento de la pulpa de 

celulosa con estas enzimas, es posible remover la hemicelul~ 
sa residual y facilitar la elim.i.naci6n de lignina presente en 
la pulpa para producir papel (Biely, 1985; Potanen, et al., 
1987) • 

A pesar de las mGltiples investigaciones realizadas en torno 

al sistema celulolítico y a la aplicación de éste en el apr~ 
vechamiento de los materiales lignocelul6sicos, hasta el mo

mento no se ha logrado producir enzimas celulol1ticas a bajo 
costo, las cuales puedan ser posteriormente integradas a un 

proceso de bioconversi6n enzimática económicamente viable a 
nivel industrial (Mandels, 1982; Doppelbauer, 1987). 

Debido a esto, es necesario continuar realizando investiga
ciones básicas dirigidas a obtener un mayor conocimiento bi~ 

químico y gen~tico que permita contribuir, junto con otras 
líneas de investigación, a convertir la tecnología de celul~ 
sas para el aprovechamiento biotecnol6gico de los desechos 

agroindustriales en un proceso factible a gran escala. 



b) Fraccionamiento, purif icaci6n y caracterizaci6n de 
celulasas. 

9. 

Con el prop6sito de aumentar la eficiencia de sacarif ic! 
ci6n de los materiales lignocelul6sicos de desecho mediante 
el uso de enzimas celulol!ticas, en los ~!timos i.iños se han 
estado llevando a cabo maltiples trabajos enfocados al frac
cionamiento, purificaci6n y caracterización de estas enzimas, 
con la finalidad de tener un mayor conocimiento bioquímico de 
cada uno de los componentes enzimáticos del sistema celulol1-
tico, ya que se ha encontrado que en la medida que se conoce 
y caracteriza un sistema celulol1tico es posible mejorar su 
aplicación en la hidrOlisis de celulosa. Este ha sido el e~ 
so en el hongo TrichOOarma ~. en el cual se encontr6 que su 
sistema celulol1tico posee bajos niveles de B-glucosidasa, 
por lo cual es necesario complementar estas celulasas con 
B-glucosidasa de otra fuente, para que el sistema celulol!t! 
co de este microorganismo sea m~s eficiente en un proceso de 
hidrólisis de celulosa (Sternberg, 1977). 

Las celulasas de un gran namero de microorganismos, entre los 
que destacan Trichoderma ~ (Berghen y Petterson, 1973); 
'l'rí.cOOderrra Kcni.rqi.i (Wood y Me Crae, 1972); Trichodel:ma ~ 
(Tilbeurgh, et al., 1984; Bhikhabhai, ~al., 1984r Kyriacou, 
~ al., 1986); F\ISarium ~ (Wood, 1969, 1971): Sporot.rich.lm 
pilverulentun (Eriksson y Petterson, 1975; Almin, et. al.,1975) 
y Talaranyc:es enersonii (Me Hale y Morrison, 1986; Me Hale, 1987), 
han sido sometidas aprofundos estudios de fraccionamiento y 

purificación, utilizando diversos métodos para concentrar los 
filtrados celulolíticos, las más variadas técnicas cromatogr! 
ficas y mediante el uso de diferentes sistemas de electrofor~ 
sis y electroenfoque (Lee y Fan, 1980). Actualment.e, muchos 
componentes enzimáticos han sido purificados a homogeneidad 
y ampliamente caracterizados en cuanto a su peso molecular, 
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punto isoel~ctrico, secuencia de aminoácidos y especificidad 
de sustrato, lo cual ha permitido orientar las investigacio
nes hacia campos como la biolog1a molecular y la ingenier1a 
gen~tica de celulasas (Jolift, et al., 1986; Knowles, et al., 
1987; Teeri, ~ ~., 1987), los que posiblemente tendrán un 
impacto aplicado en un futuro próximo. 

c) Efecto de la fuente de carbono sobre la producción de 
enzimas celulol!tlcas. 

En los trabajos que existen en relaci6n a este tipo de 
estudios, se han comparado las actividades enzim~ticas de sis 
temas celulolíticos inducidos en un mismo microorganismo por 
sustratos con alto grado de pureza y composición homog~nea, 
como celulosa microcristalina, soforosa y lactosa¡ sin embaE 
go, es muy poca la informaci15n referente al análisis de las 
actividades celulol1ticas inducibles por sustratos heterogé
neos nativos, como el bagacillo de caña y otros materiales 
lignocelul6Ricos. Cusi todos los estudios dirigidos a analf 

zar el efecto de la fuente de carbono sobre la producción de 
enzimas celulol!ticas se centran dnicamente en cuantificar 
estas actividades (Brown, ~al., 1987¡ Lachke, !!:, ~., 1987), 
existiendo muy pocos datos acerca de cómo var1a la composición 
de las enzimas que se encuentran en los filtrados celulol1ti
cos as! obtenidos. 

A través del fraccionamiento, purificación y caracterización de 
sistemas celulol1ticos, ha quedado de manifiesto que aunque un 
mismo mic=oorganismo puede producir sistemas celulolíticos idé~ 
ticos, independientemente de la fuente de carbono que se utilice 
como sustrato inductor (Gong, et al., 1979; Zhu, et al., 1982), 
ha sido reportado recientemente en la literatura que esto no 
ocurre para el hongo termof!lico Talaranyces anersonii, en el cual se 
encontró que de las tres endoglucanasas que se producen cuando este 

m.icroorga:lismo es crecido sobre celulosa rnicrocristalina, s6lo dos 
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de ellas aparecen cuando este microorganismo fue cultivado 

en lactosa corno fuente de carbono (Me Hale y Morrison, 

1986; Me Hale, 1987); sin embargo, este hecho ha sido poco 
estudiado en la mayoría de los microorganismos celulolíti

cos. 

Si consideramos que una preparaci6n enzirn~tica capaz de hi

drolizar eficientemente materiales celul6sicos debe estar 
constituida por rnaltiples enzimas, las cuales son producidas 

en respuesta a las caracter1sticas propias del sustrato in
ductor, desarrollar trabajos de fraccionamiento enfocados a 
analizar la cornposici6n enzimática del sistema celulolítico 

producido en respuesta a la naturaleza del sustr~to, resultan 
ser de importancia para planear la producci6n de sistemas 

enzimáticos más activos, ya que para llevar a cabo una exito 

sa sacarif icaci6n de materiales lignocelul6sicos a azacares 
fermentables, no s6lo es importante caracterizar a los cornp~ 

nentes que constituyen íos filtrados con actividad celulol!tica, 

sino también conocer el sustrato capaz de inducir el sistema 
celulol1tico más eficiente para realizar este proceso (Knowles, 
et al., 1987). 

d) Características del hongo levaduriforrne Aureobasidiun sp. 
utilizado en el presente trabajo. 

En 1981 se report6 un microorganismo celulol1tico verda
dero, de tipo levaduriforrne, que excreta celulasas capaces de 
degradar el papel filtro, cuando es crecido en celulosa micro 
cristalina (Gilbon, et al., 1981). 

Este microorganismo se aisl6 y seleccion6 a partir de muestras 
de suelo de cañaveral en un ingenio azucarero en el Estado de 

Morelos, y fue identificado corno un hongo levaduriforrne pert~ 

neciente al género Aureobasidium. Cuando este rnici:oorganisrno 
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es crecido en papa dextrosa agar, sus colonias son cremosas, 
anaranjadas y parecidas a una levadura¡ sin embargo, sus c~ 
racter{sticas morfológicas examinadas con microscopía de luz, 
mostraron la presencia de un verdadero micelio y blastosporas, 
lo cual lo ubica como un hongo deuteromiceto de los comanmente 
conocidos como hongos levaduriformes. Estas y otras caracte

rísticas taxonómicas fueron recientemente confirmadas por mi
croscopía electr6nica de barrido (Gilbon, et al., 1986). 
Dicho microorganismo produce celulasas y xilanasas extracelu
lares cuando es crecido en un medio de cultivo con celulosa 

microcristalina como 6nica fuente de carbono, agua destilada, 

sales grado reactivo y elementos traza (Gilbon, et al., 1981). 

Posteriores estudios han demostrado que cuando el hongo 

AUreobasidium sp. es crecido en un medio de cultivo con bagaci

llo de caña sin pretratamiento como Gnica fuente de carbono, 
agua de la llave y sales grado industrial, se mantiene el mi~ 

mo nivel de producción de celulasas y xilanasás que para el 
caso reportado con celulosa microcristalina {Huitr6n, et al., 
1984). 

En la literatura han sido reportados otros microorganismos 
levaduriformes, como Aureobasidiun pullulans (Leathers, 1986), 

Ccyptoc:occus albidus (Biely, 1980) y Trichosporon cut:aneun {Hrrnov&, 

1984), los cuales se caracterizan por producir altos niveles 

de xilanasas extracelularesi sin embargo, ninguno de ellos 
produce actividad celulol1tica capaz de degradar papel fil
tro. 

El hongo Aureoba.sidium sp., que es un celulolitico verdadero, 

tiene caracter!sticas importantes que representan ventajas 

al momento de Eevar la producción de celulasas a mayor 
escala: 
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i) Crece con facilidad y produce celulasas en bagacillo 
de caña sin pretratamientos. Esto es un aspecto im
portante, ya que la mayor1a de los microorganismos 
celulolíticos, para poder producir altos niveles de 
celulasas a partir de materiales lignocelulósicos, 
requieren que este sustrato haya sido pretratado con 
métodos f!sicos o qu!micos (Fan, ~al., 198lr 

Lipinsky, 1979r Beardmore, et al., 1980). 

ii) Es un microorganismo con pocos requerimientos nutri
cionales para la producción de enzimas, ya que el 
medio de producci6n est§ constituido por bagacillo 
de caña, fuente inorg~nica de nitrógeno y amortigu~ 

dor de pH grado industrial, así como agua de la lla

ve. A diferencia de lo que ocurre con Trichodenna. 

viride, no es indispensable la adición de proteosa
peptona para la producci6n de actividad celulolítica. 

iii) En fermentación sumergida no forma pellets (esferas 
de micelio y sustrato), con lo cual se evitan limi
taciones de crecimiento y producci6n de enzimas por 
una deficiente difusi6n y transferencia de nutrien
tes y oxígeno. 

iv) E.l crecimiento 'J la producción de las enzimas celu
lol!ticas es i~Jal a 29ºC que a 37°C, lo cual repr~ 
senta una ventaja sobre otras cepas, ya que este h~ 
cho podrí.:1 sigr.ificar un ahorro de energía al esca
lar el proceso, debido a que no se necesitaría en
friar el medie :ie cultivo hasta 29°C. 
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Hasta ahora, los estudios realizados con el hongo Aureobasidil.ill 

sp. han estado dirigidos principalmente a una mayor producci6n 

de enzimas celulolíticas en medios de cultivo simples y econ6-
micos de tipo industrial, con el fin de llevar la producci6n 

a una mayor escala. Sin embargo, actualmente se están llevan

do a cabo investigaciones encaminadas a obtener un mayor cono 
cimiento de las enzimas inducibles por bagacillo de caña y por 

celulosa microcristalina, con la finalidad de contribuir a la 

caracterizaci6n de este sistema enzimático, ya que esto nos 
permitirá posteriormente dirigir la producci6n y 6ptima apli
caci6n de estas enzimas. 
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MATERIALES Y METODOS 

REACTIVOS 

Metanol, ácido acético glacial, ácido tricloroacético, 
dextrosa, ácido c!trico, citrato de sodio, metabisulfito de 
sodio, fenol, NaCl, NaH2P04, Na2HP04 (J. T. Baker, S.A. de 
c.v., Méxiéo) ¡ albtlmina sérica bovina, xilanos, ácido etilen 
diamin tetraacético (EOTA), P-nitrofenol (PNF), P-nitrof~ 
nol-B - o-glucósido (PNFG) (Sigma Chemical co., E.U.A.); 
dodecil sulfato de sodio (SOS), azul de coomasie, acrilamida, 
biscrilamida, persulfato de amonio, temed, azul de bromofe
nol (Bio-Rad Laboratories, E.U.A.); ácido 3,5-dinitrosalic!
lico (DNS) (Aldrich Chemical Co., E.U.A.); xilosa (E. Merck, 
Alemania)¡ papel filtro No • .1 (Whatman Biochemicals LTD, In
glaterra); reactivo de Fol;i.n-Ciocalteu (Sigma de México,· S.A.); 
2 mercaptoetanol (J. T. Baker Chemical Co., E.U.A.)¡ KH2P04, 
K2HP04 (Droguería Cosn\opolita, S.A., M~xico); tartrato de so
dio y potasio (Química Dinámica, S.A. de c.v., México). El 
bagacillo de caña se obtuvo del ingenio azucarero "Erniliano 
Zapata", ubicado en Zacatepec, Mor. 

MICROORGANISMO 

El hongo Aunlobasidi\111 sp. se aisló en nuestro laboratorio 
a partir de muestras de suelo de un ingenio azucarero y ha 
sido mantenido en papa dextrosa agar (Gilbon, ~ !!_., 1981). 

Para la proaucci6n de enzimas celulol!ticas el hongo se pro
pagó en cajas, de petri con papa-dextrosa-agar, incubándose 
72 horas a 37°C hasta esporular. De este cultivo se realizó 
una suspensión de esporas, las cuales se propagaron en el m~ 
dio de producción durante 24 horas. Con este cultivo se pr~ 
cedió a inocular el fermentador. 
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El lote de enzimas celulol1ticas sometido a investiga
ci6n fue producido en nuestro laboratorio por la Ing. Marta 
Elena Acuña, en un fermentador New Brunswick Labroferm Mod. 
FS-314 de 14 litros, con un medio de producci6n constituido 
por bagacillo de caña sin pretratar, sulfato de amonio, urea 
y fosfato de potasio monob~sico, todos grado industrial, y 
agua de la llave. 

La producción se llev6 a cabo a 37°C, con una agitación de 
200 rpm y un volu:nen de aire de 0.4 vvm durante 120 horas. 
Despu~s de este tiempo se recuper6 el caldo de fermentaci6n 
y se dej6 reposar en fr1o durante algunos minutos para que 
sedimentaran los sólidos. 

El liquido as1 obtenido fue centrifugado dos veces a 10 mil 
rpm durante 10 minutos en una centrifuga Beckman refrigerada, 
Mod. J2-21. Posteriormente, todo el sobrenadante fue filtrado 
a trav~s de una membrana de 5 micrómetros, empleando un filtro 
Millipore¡ mediante este procedimiento se logró eliminar par
t1culas finas de bagacillo que se manten1an en suspensión. 
De este modo se obtuvo un lote de 5 litros de filtrado enzim! 
tico. 

DETERMINACION DE LAS DIFERENTES ACTIVIDADES ENZIMATICAS. 

Determinación de la actividad celulol1tica. Se llevó 
a cabo por el m~t~do reportado por Mandels, ~ !!· (1976), 
que consiste en la cuantif icaci6n de los azacar(1s re
ductores producidoe por la acción de las celulasas sobre 
50 mg de papel filtro en una hora de reacción a 50°C. 



17. 

El uso de papel filtro como sustrato de la enzima se debió 

a que se trata de una celulosa organizada, con lo que se ma
nifiesta la presencia de endoglucanasas y exoglucanasas del 
sistema celulasa. El sistema de reacción estuvo compuesto 
por 50 mg de papel filtro Whatman No. 1 (una tira de 1 x 6 

cm, doblada), 1.0 ml de amortiguador de citratos 0.075 M pH 
4.8 y 0.5 ml de filtrado enzimático. Después de incubar 1 
hora a 50°C, se detuvo la reacci6n adicionando 3.0 ml de re

activos DNS. Se calentó a ebullición en baño-Mar!a por 5 m! 
nutos. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y posterior
mente se complet6 a un volumen de 20 ml con agua destilada; 
se agitó vigorosamente y se leyó densidad 6ptica a 550 nm en 
un color!metro Spectronic 20 (Bausch & Lornb) • La cantidad 
de az~cares reductores se calculó utilizando una curva estan 
dar de glucosa (FIGURA la). 

Preparación del Reaccivo de DNS, Este reactivo contiene 
NaOH 1.4%; ácido 3,5-dinitrosalic!lico 0.75%; tartrato do
ble de sodio y potasio 21.6%; Fenol 0,56%; metabisulfito de 
sodio 0.50%. Se adicionó cada compuesto en el orden indica
do, en agua destilada, una vez que se disolvió completamente, 
se aforó y se mantuvo en frasco ámbar. El reactivo se mantie 
ne estable al menos por 2 meses (Miller, 1959), 

Determinación de la actividad de xilanasas. Se determin6 
utilizando xilanos como sustrato y cuantificando los azocares 
reductores producidos. El sistema de reacción estuvo compue! 
to de 1.0 ml de xilanos al 0.7%, disueltos en amortiguador de 
citratos 0.075M pH 4.8 y 0,5 ml de filtrado enzimático. El 
sistema se incubó a SOºC por 15 minutos. Los a?.~cares reduc
tores producidos se cuantificaron con el método del reactivo 
DNS, mediante una curva estándar de D-xilosa (FIGURA lb) 
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Determinaci6n de la actividad de B-glucosidasa. Esta act! 

vidad enzimática se determin6 utilizando p-nitrofenol-B-, 
D-Gluc6sido (PNFG) como sustrato y cuantificando el p-nitr2 
fenol liberado por la acci6n de la enzima (Sternberg, 1977). 
El sistema'de reacci6n estuvo compuesto por 0.25 ml de PNFG 
6.0 mM, disuelto en amortiguador de citratos 0.075 M pH 4.8, 
0.25ml de enzima y 0.5 ml del mismo amortiguador anterior. 
Se incub6 por 10 minutos a 50°C. A los 10 minutos exactos 
se retir6 una al1cuota de 0.2 ml y se agreg6 a un tubo de 
ensayo que conten!a 4.8 ml de Na2C03 0.1 M. El color desa
rrollado en este tubo se ley6 a 420 nm. La cantidad de 
p-nitrofenol liberado se calcul6 mediante una curva estándar 
del mismo (FIGURA 2b)~ 

DETERMINACION DE PROTEINA 

Se realiz6 siguiendo una modificaci6n del m~todo repo! 
tado por Lowry, et al. (1951), utilizando una curva estándar 
de albt1mina s~rica bovina para su cuantificaci6n (FIGUR~ 2a). 

La determinaci6n consiste en cuantificar el color desarrollado 
al reducirse el reactivo de Folin-Ciocalteu I>?r el complejo 
cobre•prote!na, de acuerdo con el siguiente m~todo: a un 
volumen de 1.0 ml, el cual contiene la muestra de prote!na y 

agua destilada, se adicionan 5.0 ml de reactivo E y se agita 
vigorosamente; se deja reposar a temperatura ambiente de 10 
minutos y se agregan 0.5 ml de reactivo de Folin y se agita 
nuevamente. Despuás de 30 minutos se lee densidad 6ptica del 
color desarrollado a 590 nm. 

Los reactivos se preparan de la siguiente manera: 

A) CuS04. Stt2o al 1% en agua destilada. 
B) Tartrato de S<xlio y potasio al 2% en agua destilada. 
C) Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 N. 
D) lA + lB = 10 
E) líl + 50C = lE 
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Reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:1 en agua destilada. 

Debido a que muchos componentes del filtrado enzimático 

interfieren en el método de Lowry, para poder cuantificar pr~ 
te!na por este método a las muestras de filtrado enzimático 

original y concentrado por ultrafiltraci6n fue necesario pr~ 
cipitarlas en fr!o con ácido tricloroacétido (TCA) al 10% d~ 
rante 24 horas, y posteriormente la prote!na precipitada fue 

resuspendida en 1.0 ml de una soluciOn de NaOH O.lN (Tan, 

~., 1984) ¡ de aquí se tomaron al!cuotas y se sigui6 el 
procedimiento de Lowry anteriormente mencionado. 

La cantidad de prote!na presente en las fracciones eluidas de 
las colwnnas cromatográficas fue cuantificada directamente 

siguiendo el método de Lowry, sin necesidad de precipitarlas. 

CONCENTRACION DEL FILTRADO ENZIMATICO. 

Para poder llevar a cabo el fraccionamiento de la acti
vidad enzimática fue necesario concentrar el lote de 5 litros 

de filtrado enzimático. La concentraci6n se realiz6 en un 

equipo Pellicon Millipore de ultrafiltración por flujo tan
gencial. De este modo, el lote se concentr6 5 veces, se di

vidió en vol11menes de 50 ml y fue almacenado en congelaci6n 

a - 4°C. 

FRACCIONAMIENTO DE LAS DIFERENTES ACTIVIDADES ENZIMATICAS. 

Cromatograf!a de filtraci6n en gel enSephadex G-150. 
Este gel se hidrató resuspendiéndolo en amortiguador de ci

tratos 0.025 M pH 4.8, y posteriormenta fue hervido durante 
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una hora en baño-Mar!a. Despu~s de desgasificarlo al vac!o, 
se empac6 en una columna de 2.6 x 40 cm. Una vez equilibrada 
la columna con e! amortiguador anterior, una muestra de fil
trado enzimatico concentrado, conteniendo SO mg de prote!na, 
fue liofilizado y resuspendido en 3,0 ml del mismo amortigu~ 
dor anterior. Esta muestra se aplic6 a la columna y poste
riot1llente fue eluida con el mismo amortiguador de citratos a 
un flujo constante de 30 ml/h con una bomba peristaltica. 
Se recogieron fracciones de 12 ml con la ayuda de un colector 
autom~tico de fracciones. 

Cromatograf!a de intercambio i6nico en DEAE-Sephadex A-SO. 
Este gel se hidrat6 resuspendiéndolo en amortiguador de fosf~ 
tos O. 01 M pH 6. 8, e hirviéndolo en baño-Mari a una hora. Des
pu~s de desgasi:icarlo al vacío, se empac6 en una columna de 
2.6 x 40 cm. Una vez empacado, la columna fue equilibrada con 
el mismo amortiguador de fosfatos y se aplicó una muestra de 
filtrado enzim&tico liofilizado, conteniendo 60 mg de prote!na: 
disuelta en 3.0 ml del amortiguador anterior. 

La columna fue eluida por etapas, iniciando con amortiguador 
de fosfatos 0.01 M, pH 4,87 posteriormente se eluy6 con fos
fatoa 0.07S M, pR 4,9, y finalmente con fosfatos 0.075 M, 
pH 4.8, al cual se agregó NaCl a una concentración de 0.2 M. 
Las fracciones fueron colectadas igual que en el caso ante

rior. 

ELECTROFORESIS 

Electroforesis e~ qel de poliacrilamida con sos.- Se llevó 
a cabo por la té:nica reportada por Laermnli (1970) 'i' requirió 
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de los siguientes pasos: 

a) Preparaci6n de la muestra. Una muestra de filtr~ 
do enzimático concentrado fue dializada contra agua a 4°C. 
Una vez dializada, se tom6 una al!cuota con una concentraci6n 
conocida de prote!na, la cual fue liofilizada y posteriormente 
resuspendida a una concentraci6n da 2.0 micrograrnos/microlitros 
en una soluci6n que contenfa un mililitro de SOS al 10%, 100 
microlitros de 2-mercapto etanol, 1.0 ml de glicerol, 1.0 ml 

de amortiguador tris-HCl O.OS M, pH 6.8; 0.02 ml de azul de 
bromofenol al 0.05%; 4,7 ml de agua destilada y 1.0 ml de 

EOTA al 7.5%. La mezcla de prote!na y soluci6n se someti6 a 
ebullici6n durante cinco minutos en baño-María. La cantidad 
de protefna aplicada al gel fue de 200 microgramos por carril 

en un volumen máximo de 150 microlitros. 

b) Preparaci6n del gel. El gel inferior contiene una 

concentraci6n final de acrilamida al 12.5% y se prepar6 de la 

siguiente manera: 6,25 ml de acrilamida 30%; 1.55 ml de bis
acrilarnida 1%; 4,0 ml de amortiguador tris-HCl 1.5 M, pH 8.7; 
0,15 ml de SOS 20%; 3.0 ml de agua, 50 microlitros de persul

fato de amonio al 10%, Esta mezcla se desgasific6 por dos 
minutos y se añadieron 10 microlitros de temed1 se mezcl6 li
geramente e inmediatamente después se forrn6 un gel de 14.0 x 
8,0 X 0,075 cm, 

El gel superior contiene una concentraci6n final de acrilam! 

da al 5% y fue preparado mezclando 0.84 ml de acrilamida al 
30%; l. 3 ml de bisacrilamida al 1%; O. 63 ml de amortiguador 
tris-HCl 1.0 M, pH 6,81 25 microlitros de SOS al 20%; 2.2 ml 

de agua y 50 rnicrolitros de persulfato de amonio al 10%. Se 
desgasific6 al vac!o cinco minutos en agitaci6n, y posteriorrrente 
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se añadieron 15 microlitros de temed a la mezcla. Con este 
gel se formaron los carriles y 1 cm del gel concentrador. 

La electroforesis se corrió a 100 volts hasta que el colo
rante alcanzó la parte terminal del gel. El amortiguador 
empleado en la corrida electroforética contiene 60 gr de 
tris base, 28.8 g de glicina, 10 ml de SDS al 10%, todo mez 
clado y aforado a 2 litros de agua destilada. 

c) Tinción del gel. Despu~s de la electroforesis, 

el gel fue teñido durante 4 horas en una soluci6n colorante 
que contiene azul de coomasie 0.06%: metanol 30%: ácido ac! 
tico 10% y agua 60%. Después de este tiempo, se retira el 
gel de la solución de colorante, se enjuaga en agua destilada 
y se lava con ácido acético al 10% hasta la aparición clara 
de las bandas, quedando totalmente desteñido cuando la otra 
parte del gel está transparente. El colorante puede ser re
utilizado durante varios meses, filtrándolo frecuentemente. 

Electroforesis no desnaturalizante en gel de poliacrilamida. 
Se llev6 a cabo siguiendo la misma técnica mencionada ante
riormente, pero sustituyendo el SDS y el 2 mercaptoetanol 
por agua en la misma proporción. 

El gel inferior se preparó a una concentración de acrilamida 

de 7.5% y el gel superior al 5%. El sistema de amortiguad~ 
res· utilizado fue el mismo que en el sistema de electrofor! 
sis mencionado anteriormente, excepto que se sustituyó el 
SDS por agua. Después de la electroforesis, el gel fue fi
jado en ácido tricloroacético al 12.5% durante S minutos: 
se enjuagó con agua destilada y se tiñó y destiñó siguiendo 
la misma técnica antes mencionada. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Para conocer la composici6n enzim!tica del filtrado celulolf 
tico producido por el hongo 1iltteObaSid1\lllsp. a ~tir da baq! . ··' . 

cillo de caña, se plane6 llevar a cabo.un fraccionamiento 
cromatoqráfico de dicho sistema enzim4tico. Para esto, fue 
necesario en primer lugar concentrar el filtrado libre de c~ 
lulas obtenido del fermentador, debido a que tanto la prote! 
na como las actividades enzim3.ticas se encontraban diluidas 
y era necesario contar con muestras de mayor coacentraci6n 
de prote!na para aplicarlas a las columnas cromatoqráficas. 

Fue seleccionado para la concentración un método de ultrafi! 
traci6n con un sistema de flujo tangencial, ya que por este 
m!todo se pueden concentrar litros de filtrado enzimático en 
relativamente poco tiempo, y además las prote!nas se mantie
nen en soluci6n durante todo el proceso de conce~traci6n, con 
lo cual se obtienen bajos niveles de desnaturalizaci6n enzimática. 

En la TABLA I podemos observar los valores de pr~te!na del 
filtrado enzimático antes y despu~s de ser concentrado por 
ultrafiltraci6n. Como se puede notar, el filtrado celulol!
tico original se concentr6 en t~rminos de volumen cinco veces, 
llevándolo de cinco litros a un litro en menos de una hora. 
De los 3,050 mg de prote!na inicial, dnicamente se recuperaron 
en la muestra concentrada 1,940 mg (64%); el resto de la pro
te!na, o sea, 1,080 mq (35%), se detect6 en la muestra filtrada. 

Este 35% de protelna que atraves6 la membrana de ultrafiltra
ci6n podr!a ser el resultado de una ruptura de dicha membrana: 
sin embargo, parece no ser el caso, ya que como se puede ver 
en la TABLA I, esta protelna no mostr6 actividad celulol!tica, 
lo cual hace suponer que se trata de prote!nas f!ltrables 
ferentes, con pesos moleculares menores a 10,00G, el cual es 
el llmite de retenci6n de la membrana. 
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TABLA I.- CONCENTRACION DEL FILTRADO CELULOLITICO DEL 
HONGO Aureobasidium sp. POR ULTRAFILTRACION. 

PROTEINA 
VOLUMEN (mg/mll (mg totales) ill (mg: A. R/ml l 

(mll 

5000 0.61 3050 100 o. 72 

1000 1.94 1940 64 2.42 

0.38 1940 64 0.674 

4000 0.27 1080 35 o.oo 

CELULASAS 
(mg: A.R.totales) 

3615 

2420 

3354 

0.00 

A.R.: AzOcares reductores, cuando se usa papel filtro corno sustrato de reacci6n. 

ill 

100 

66.9 

92 

o.oo 
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Tambi~n en la TABLA I puede notarse que cuando a la muestra 
concentrada se le determin6 la actividad de celulasas, ~sta 
fue muy baja en relaci6n al factor de concentraci6n. Sin 
embargo, cuando se midi6 a una concentraci6n de prote!na s! 
milar a la usada en el ensayo de la muestra original (dilu
ción 1:5), se recuper6 en un 92% la actividad. Esto nos 
indica que el proceso de ultrafiltraci6n no fue un paso de! 
naturalizante y que el comportamiento observado con la mue! 
tra concentrada se debe probablemente a una limitaci6n de 
sustrato susceptible a la hidr6lisis en las condiciones de 
ensayo utilizadas. Este mismo efecto fUe observado para las 
celulasas producidas a partir de celulosa microcristalina por 
este mismo microorganismo (Larios, 1981), as! como durante 
la purificación de celulasas de Penicilliun fUniculosum (Wood 
y Me Crae, 1980). 

Otras actividades enzim~ticas relacionadas con las celulasas 
y producidas por el hongo Aureobasidi\111 sp. a partir de bagac! 
llo de caña son xilanasas y B-glucosidasa; en la TABLA II 
podemos observar los valores para ambas actividades enzimát! 
cas, las cuales fueron recuperadas en un 100% después de co~ 
centrar por ultrafiltraci6n. Al igual que para las celulasas, 
la actividad enzimática real se obtuvo diluyendo cinco veces 
la muestra concentrada, y como se menciono anteriormente, 
este tipo de actividades enzimáticas tampoco fueron detecta
das en el volumen de prote!na que atravesó la membrana (mue! 
tra filtrada) • 

Una vez obtenido el filtrado celulol!tico concentrado, se 
procedió a realizar el fraccionamiento cromatográfico de 
las diferentes actividades enzimáticas producidas por el 
hongo Aureobasidiun sp. en el bagacillo de caña de azllcar como 
llnica fuente de carbono. Para ello se sigui6 el método uti
lizado para fraccionar a las celulasas producidas por este 
microorqanismo en celulosa microcristalina. 



TABLA II. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS RELACIONADAS 
A CELULASAS DESPUES DE CONCENTRAR POR ULTRAFILTRACION 

1 
XILAN1'.SP..S VOLUMEN 

(ml) (Ilg A.R./ml) (ng A.R.totales) (%) 
J . B-GLUCOSIDASA 
~Mbl~/ñíl (11Mo! PNF) 
1 (totafu) 

KJESTRA REmml.\: 

- (Coocentrada) 

- (Diluida l:S) 

5000 

1000 

4000 

4.36 

s.0 
4.13 

º·ºº 

21,800 

5,800 

20,650 

o.oo 

1 
1 
1 
1 

100 1 1.93 
1 
1 
1 

l 
26.6 1 2.66 

1 
95 1 2.20 

1 
1 
1 

0.001 o.oo 
1 
1 
1 

9,650 

2,660 

ll,000 

o.oo 

A.R.: Azdcares reductores, cuando se utilizaron xilanos como sustrato de reacci6n. 
PNF: p-nitrofenol, cuando se utilizó p~nitrofenol B-D-gluc6sido (PNFG) como 
sustrato de reacciOn. · 

100 

27.6 1 
1 

114 1 
1 
1 
1 

o.oo l 
1 
1 
1 
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El primer paso de fraccionamiento fue realizado por cromato
graf1a de filtraci6n en gel, utilizando Sephadex G-150. Co
mo se puede observar en la FIGURA 3a, la prote1na se logr6 
fraccionar en tres picos claramente definidos1 sin embargo, 
las diferentes actividades enz1.m4ticas fueron eluidas en un 
solo pico. 

Comparando este patr6n cromatoqr4fico con el obtenido porLarios 
(1981) para filtrados enzim4ticos producidos por el hongo 

11U1eei>as1di1.lll a partir de celulosa microcristalina (FIGURA lb), 
podemos notar que tambi~n en un solo pico se localiz6 toda 
la actividad enzimática, sólo que en este caso en el pico se 
encontr~ toda la prote1na¡ además, las actividades enzimáti
cas fueron eluidas en las mismas fracciones en ambos casos. 

Los valores de actividad enzimática y proteína de todas las 
fracciones juntas de cada pico cromatoqráfico se pueden obseE 
var en la TABLA IIL Como se puede apreciar, ambos filt:Lados 
enzimáticos parten de una concentraci6n similar de prote1na, 
la cual fue recuperada en un 95% al final de la cromatoqraf!a. 
Las actividades enzimáticas localizadas en todo el pico II en 
ambos casos, tambi~n muestran porcentajes de recuperación ce~ 
canos al 90t. 

Como se puede observar, las celulasas y actividades relacion! 
das de ambos filtrados enzimáticos mostraron el mismo patr6n 
cromatoqr,fico en Sephadex G-1501 sin embargo, con estos re
sultados no se puede establecer una similitud entre los com
ponentes enzim!ticos de ambos sistemas celulol1ticos, ya que 
es probable que el patrón cromatoqr4fico obtenido no sea una 
consecuencia del peso n1olecular de las enzimas, sino una de
ficiente resolución de la columna cromatoqr!fica utilizada. 
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FIGURA 3. - Patrones cranatográficos de los filtrados enz~tioos 
producidos por el hongo Aureobasidium sp. a partir de 
bagacillo de caña {al 0 a partir de celulosa micro
cristalina (b) • Anbos filtrados enz~tioos fueron 
pasados a travé:: dE:i una oolUl'U'la de filtraci6n en gel 
ocn Sephadex G-150. 
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FILTRAOO 
ENZIW..TICX> 
CXlONl'Rl\OO 

PICX> I 

PICll II 

PI<D III 

REOJPERlOCN 

TABLA III.- CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL EN SephadexG-150 DE LOS 
FILTRADOS ENZIMATICOS PRODUCIDOS POR EL HONGO AllreOOasidi'lDll sp. 
EN BAGACILLO DE CAflA (BC) Y EN CELULOSA MICROCRISTALINA (CM) • 

PROTEINA TOTAL CELULASAS XILANASAS B-GLUCOSIDASA 
(mg) (mg A.R. totales) (mg A.R. totales) (mMol PNF totales) 

BC CM BC CM BC CM BC CM 

52.0 60.0 90.0 282 556.0 N.O. 296.0 N.O. 

13.0 o.oo ~ - - - - -
22.0 56.5 82.6 241 512.0 N.O. 285 N.O, 

14.5 o.oo -:' - - - - -

49.5 56.5 82.6 241 512.0 N.O. 285 N.O. 
(95%) (94%) (92%) (85.4 ) (92%) (96%) 

N.O.: No se~. 
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Cuando los filtrados enzimáticos producidos por el hongo 
.AureOOasidiun sp. en ambas fuentes de carbono fueron sometidos 
a electroforesis con SDS, se observ6 que las especies molec~ 
lares de ambos filtrados celulol!ticos se distribuyeron en 
un rango de 14,000 a 66,000 daltons (FIGURA 4). Estos resu! 
tados hacen difícil pensar que proteínas con ~esos molecula
res tan diferentes pudieran ser eluidas en un nthnero limita
do de picos cromatoqráficos. Por lo tanto, pensamos que la 
columna cromatográfica utilizada no fue la más adecuada para 
fraccionar las celulasas producidas por este microorganismo. 

Aunque la cromatografía de filtración en gel ha sido repor
tada para fraccionar con ~xito las xilanasas de Aureebasidium 
pu1lul.ans (Leathers, 1986) y las celulasas de St:J:eptcmyces 
f1avogr1seus (MacKenzie, et al., 1984) y Schizqitylltm1 carmune 
(Desrochers, 1981), en base a nuestros resultados decidimos 
ahora fraccionar el filtrado enzimático por medio de croma
tograf1a de intercambio iónico en DEAE-Sephadex A-50. 

Para el fraccionamiento en DEAE-Sephadex A-50, la muestra 
de filtrado enzim~tico concentrado se eluyó por etapas, frac 
cionándose en tres componentes (FIQJRAS). El a:np:nente I, el cual 
comprende las fracciones eluidas entre 70 y 220 ml, fue elu! 
do con amortiguador de fosfatos pH 6.8 O.OlM; en este compo
nente detectamos dos picos de proteína. El primero de ellos, 
formado por las fracciones que van de un volumen de eluci6n 
de 70 a llO ml, presen~a actividad de xilanasas y B-glucos! 
das; el segundo pico, constituido por las fracciones eluidas 
ent.re 120 y 220 ml, muestra actividad de celulasas, Kilana
sas y B-glucosidasa. El componente II fue eluido con amor
tiguador de fosfatos pH 6.8 0.075M; comprende las fracciones 
que fueron eluidas entre 300 y 400 ml y presenta un Gnico 
pico sirn~trico de protd:nn, 'iln gl cual se volvie1:on a mani
festar las cE1lulasas, xilanasas y B-9lucosidasa. 
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-
Electroforesis en gel de p;iliacrilamida ccn Sa> ce los 
filtrados enzimáticos producidos por el hongo Aurecbasidium 
sp. a partir de l.lagacillo de caña (a) y celulosa micro
cristalinu (b). PM: marcadores de peso molecular. 
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Por Oltimo, se obtuvo el componente III cuando la columna 

fue eluida con amortiguador de fosfatos pH 6.8 0.075M, al 

cual se añadió 0.2M de NaCl. ~ste componente está formado 
por las fracciones d~ :Ju a 600 ml y presenta un solo pico 
de proteína, e:~ el cual se detectaron nuevamente tres tipos 

de activiüad enzimática: celulasa, xilanasa y B-glucosidasa. 

Como se puede apreciar en la TABLA IV, la proteína se recu
per6 en un 96% y las actividades enzimáticas de xilanasa y 

B-glucosidasa muestran valores de recuperación de 93 y 91%, 
respectivamente, lo cual indica que durante la cromatogra

f1a hubo poca p~rdida de prote!na y que las xilanasas y 

B-glucosidasas no se vieron afectadas en su actividad. 

Por otro lado, la actividad enzimática de celulasas, al ser 
fraccionada en los tres picos, no se recupera totalmente con 

respecto al valor de la actividad del filtrado enzimático 

concentrado aplicado a la columna¡ esto era de esperarse, ya 
que al quedar.separadas las enzimas celulol1t1cas dccpu!s del 
fraccionamiento, no pudieron actuar de manera sin~rgica en 

la degradaci6n de una celulosa organizada, como lo es el pa

pel filtro, y por consecuencia no alcanzan los mismos niveles 
de actividad. 

Como se puede apreciar en los resultados anteriores (FIGURA 5, 
TABLA IV) , en cada uno de los tres componentes obtenidos por 
cromatograf1a siempre están presentes tres tipos de activida

des enzimáticas: celulasas, xilanasas y B-glucosidasa. Debi 
do a esto, fue necesario demostrar que las actividades enzi
máticas eluidas en diferentes picos, son en realidad enzimas 

diferentes y que no se trata de las mismas enzimas arrastra

das a otro pico vor un fraccionamiento defectuoso del filtr~ 
rlo enzimático. Para esto, se realiz6 una recromatograf!a d~ 
cada pico por separado, utilizando el mismo intercambiador 
L6nico y usando las tres condiciones de eluci6n descritas en 



FIIl11UlllO 
llNZDIATI<X> 
~ 

TABLA IV. - CROMATOGRAFIA DE IHTERCAMBIO IONICO EN DEAE'-Sefadex A-SO DEL PJl,'l'ltADO ENZIMATICO 
PRODUCIDO POR EL HONGO •11Ureobasidium Bp. ~N BAGACILLO DB CAllA 

PK1li:INA ~I CWIU.sl\S mxmvc:I<ll XIUNAS1IS JlECfll'E!IACIQ ~ 
(119) (\) (uq A.R. totales) <•> (JDq A.R. tJ)ta].es) l•l lm!Dl. 1'tiF tot:Alesl 

59.0 100.0 100.0 100.G 620.C 100.0 330.0 

CX»ll'almm ] . 27.8 49.0 29.5 29.S 381 61.4 108 

o:JGIClll:m'B IJ 18.6 32.0 20.1 20.l 73.4 11.s 139,3 

aH'Cla!Nm 111 9.4 16.2 4.5 4.5 125.0 20.2 !·4.0 

~(!i 
55.8 96.0 54.1 54.1 579.4 93.4 301.3 'l'Ol'llI. 

~ 
(\) 

100.0 

32. 7 

42.21 

16.4 

91.3 
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el experimento anterior. Con esto se observ6 que tanto la 
proteína como las diferentes actividades enzimáticas de 
cada pico mantuvieron su posici6n en el cromatograma,y ad~ 
más no se observaron otros picos de la misma actividad, 

Estos resultados indican que las actividades enzimáticas 
que se eluyen en cada uno de los tres componentes cromato
gráf icos son en realidad diferentes enzimas con la misma 
actividad. De lo anterior se desprende que el sistema cel~ 
lolítico extracelular producido por este microorganismo ~ua~ 
do es crecido en bagacillo de caña, posee cuando menos tres 
tipos de enzima para cada una de las actividades medidas. 

Con la finalidad de conocer si existen diferencias entre las 
actividades enzimáticas producidas por el hongo AUreobasidium 
sp. cuando e~ crecido en bagacillo de caña y cuando es cre
cido en celulosa microcristalina, se procedi6 a comparar los 
patrones cromatográficos obtenidos en DEAE-Sephadex A-50 p~ 
ra ambos filtrados enzimáticos, ya que ambos fueron realiza
dos bajo las mismas condiciones experimentales (Larios, ~., 
1982) • 

En la FIGURA 6 se puede observar que el componente I de am
bos filtrados enzimáticos presenta actividad de celulasas, 
xilanasas y B-glucosidasa. En los componentes II y III del 
filtrado enzimático producido en bagacillo de caña, la pro
teína eluida muestra actividad de celulasas, xilanasas y 
B-glucosidasa, a diferencia de lo que ocurre con el filtrado 
enzimático producido en celulosa microcristalina, en el cual 
para los componentes II y nI 1'.inicamente se encontraron celu
lasas y no se detectaron xilanasas ni B-glucosidasas, 
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(a) y celulosa microcristalina (b) • limbos filtrados enz:ún4-
ticos fUeron pasados a través de ima columna de intercambio 
ifnico en DEAE-Sephadex A-50, bajo las misnas condiciones 
exper.iment:ales. El cx:ripooente I fue eluido con amortiguador 
de fosfatos 0.01.M pH 6.8 (A) 1 para el carponente II se cambi6 
la ccnoentraci6n a 0.075M (B) y para el ocrr;;ionente III al 
artm+..iguador anterior se le agregó 0.2.M de NaCl. 
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Como se aprecia en la TABLA V, los filtrados enzimáticos que 

fueron aplicados a la columna parten de una concentraci6n si

milar de proteina; la recuperaci6n total de proteina fue alta 

en ambos casos (99% y 96%) y la recuperaci6n de actividades 

enzimáticas de xilanasa y B-glucosidasa fue de 92% y 98% para 

filtrados enzimáticos producidos en bagacillo de caña. Estos 

datos indican que la diferencia entre ambos patrones cromato

gráficos se debe a que la celulosa microcristalina, que es un 

sustrato homogéneo en su composici6n, no induce la biosinte

sis de más de un tipo de xilanasa y B-glucosidasa, a diferen

cia de lo que ocurre en bagacillo de caña. 

La aparente pérdida de actividad de celulasas observada en 

ambos filtrados enzunáticos después de ser fraccionados se 

debe, como se mencion6 anteriormente, a que al quedar separ~ 

dos los componentes enzimáticos no pudieron actuar de manera 

sinérgica y por lo tanto no lograron expresar su actividad 

reul, Ecte sinergismo enzimático ha sido reportado para la 

mayoria de los microorganismos celulol1ticos (Wood y Me Crae, 

1978; Ghose and Bisaria, 19791 Fuji y Shimizu, 1986), incl~ 

yendo al hoi.go Aureabasidium sp., en el cual ha sido demostrado 

que cuando los picos cromatográficos se juntan en la propor

ción adecuada se recupera el total de la actividad enzimática 

sobre papel filtro {Larios, et al., 1983). 

La cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sephadex A-50 

ha s~do empleada frecuentemente en los trabajos de fraccion~ 

miento y purificaci6n de celulasas y xilanasas (Eriksson and 

Petterson, 1975; Wood,et al., 1980; Frederick, et al., 1985) 1 

además, también habia sido utilizada con buenos resultados 

para fraccionar los filtrados enzimáticos producidos por el 
hongo Aureoba.sidium sp. en celulosa microcristalina (Larios, 

et al., 1982). 



TABLA V.-

POCll'EINA 'lUtllr.. 
lm} 

CM llC -
FIIll'lWX> 
~ZDIM'Ia> 55 58 
a:NCflfl'IWX) 

<XlMPaEm: I 22.8 27.8 

~n 19.9 18.6 

~IU 12.0 9.4 

llEalPERl\ClQI 
54.8 ~S.8 'M'N. 

CllOKA'l'OGRAFIA DE IN'l'ERCAHllIO IONICO EN DEAE•Sef adex A•50 DE LOS FIL'l'RADOS 
EllZlHJ\'l'ICOS PRODUCIDOS POR EL HONGO Aureobaaidillm sp. EN CELULOSA MICRO-
CRIS'l'ALINA (CM) Y EN BAGACILLO DB CMl\ {BCI 

REXllPERl\CICN cmJIASA.S ~ XILl\Nl\SA'> m::aPEAACJ:CN ~IMSA 

<•> (na A.R. tDt:ales) (\ [IM A.R. totales) m (mlt>l. l?tlF totales) 
CM ec CM llC O( BC QI BC CM BC QI 8C 

100 100 242 100.0 100 100 435,0 G2a 100 100 420.0 330.0 

.U.4 48.0 84.5 29.S 34.8 29.5 400.0 381 92.0 61.4 415.0 108.0 

36.2 32.0 52.0 20.1 21.4 20.1 o.oo 73.4 o.oo u.e 0.00 139.3 

:U.9 16.2 20.0 4.5 8.25 4.5 o.oo 125.0 o.oo 20.2 o.oo 54.0 

9'l.5, 96.01 156.51 rt4.1 1 64.4 l 54.1 400.0 579.4 92.0 93.4 ns.o 301.3 

~1 
(ti 1 

CM llC 1 --
100 100 

98.8 32. 71 
1 
1 

o.oo 42.211 
1 
1 

' o.oo 1 16.4 1 

l 

1 

1 1 
98.8 , 91.3 ! 
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PHJreINI\ rorAL 
jJl'I) 

CH BC -
Fll.TAAtX> 
D<WIM'ICX> SS sa 
cm:mmAOO 

CXM>Cmlm: I 22.8 27.8 

II 19.9 18.6 

~m 12.0 9.4 

RF.aJPERl\ClQI 
'IUl'l\J' 

54.8 !is.e 

ClUlMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN DEAE•Sef adex A•50 DE LOS FILTRADOS 
ENZIMATICOS PRODUCIDOS POR EL HONGO Aureobasidium sp. EN CELULOSA MICRO· 
CRISTALINA (CM) Y EN BAGACILLO DE CJi!IA (BC) 

JmJPERN::IQI CEWIASAS ~ Xlu.Nl\SAS lmPEIW:IQI B-<lWCllSm&SA 
(l) l1tr1 A. R. totales) <• :nn A.R. b:>tales) (\) m!tJl. PNF totales) 

QI BC CH BC CM BC QI BC CM llC CM 8C 

100 100 242 100.0 100 100 435.0 620 100 100 420.0 330.0 

41.4 48.0 84.5 29.5 34.8 29.5 400.0 381 92.0 61.4 415.0 108.0 

36.2 32.0 52.0 20.1 21.4 20.1 o.oo 73.4 0.00 11.e o.oo 139.3 

21.9 16.21 20.0 4.5 8.25 4.5 o.oo 125.0 o.oo 20.2 o.oo 54.0 

9'1.S 96.01 156.51 54.1 1 64.4 r 54.1 400.0 579.4 92.o 93.4 ns.o 301.3 1 

mll'ERACIQI 1 
(\) 

CM BC ! 
--1 

100 100 

1 

98.8 32.71 

1 
1 

o.oo 42.211 
1 
1 

o.oo l 16.4 1 

1 
1 
1 

98,8 91.3 l 
1 
1 
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El método de análisis comparativo por cromatograf!a, ha sido 
taml:lién empleado con buenos resultados por Gong, ~., pa-
ra comparar las endoglucanasas producidas por TrichodeJ:ma reesei 
en diferentes etapas de cultivo; por Arauja y D'Souza para 
ca~acterizar las enzimas celulol!ticas producidas por ~illus 
~ y su mutante UNG 1-40, as! como por Leathers (1986) para ~ 
lizar la proteina extracelular y las xilanasas proaucidas por 
variantes en color de Aured::>asidiun plllulans. Sin embargo, exi! 
ten muy pocos trabajos en los que se analice de manera compa
rativa la composici6n enzimática de los filtrados celulol!ti
cos producidos a partir de diferentes fuentes de carbono, Para 
el caso del hongo Trich:>deJ:ma ~· ha sido observado que la 
prote!na extracelular producida en presencia de soforosa corno 
fuente de carbono, exhibe un patr6n electroforético en el cual 
no se observaron algunas de las prote!nas producidas en celu
losa (Sternberg y Mandels, 1979). En el hongo termof!lico 
Talaranyoes arersati.i, se encontr6 que de las tres endoglucanasas 
que se producen cuando este microorganismo es crecido sobre 
celulosa, s6lo dos de ellas aparecen en filtrados provenientes 
de medios de cultivo con lactosa corno fuente de carbono (McHale 
Y Morrison, 1986; McHale, 1987). 

En nuestro trabajo hemos podido observar c6mo a través del uso 
del bagacillo de caña es posible inducir un mayor ntimero de 
xilanasas y B-glucosidasas en comparaci6n con la celulosa mi
crocristalina. Este efecto del bagacillo de caña de azdcar 
puede ser explicado en base a que este desecho agroindustrial 
es heterogéneo en su composic!6n y contiene 30% de hemicelul~ 
sa a~emás de.celulosa. La hemicelulosa en el bagacillo de caña 

. · est~ formado principalmente (90%) por xilanos, que son pol!me
ro~ linea.les de xilosa con enlaces B-1,4 y mdltiples ramifica
ciones de' arabinosa, rhamnosa y ácidos ur6nicos. 
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Probablemente conforme el microorganismo va degradando este 
heteroposisacárido, se forman cierto tipo de inductores de 
enzimas, los cuales no se producen durante la degradaci6n 
de celulosa microcristalina. 

Como parte de la caracterización de los filtrados enzimáti-
cos producidos en bagacillo de caña por el hongo Aw:eobasidium 
sp., se procedió a realizar una electroforesis en gel de poli
acrilamida en condiciones no desnaturalizantes, tanto del fi! 
trado completo como de cada uno de los componentes cromatogr! 
ficos obtenidos en DEAE-Sephadex A-50. Como se puede obser-
var en la FIGURA 7d, los filtrados enzimáticos completos mues 
tran cuatro bandas bien definidas de prote!na y una zona de 
barrido (parte superior del gel) en la cual existen a su vez 
cuatro bandas de prote!na, las cuales s6lo fueron evidentes 
cuan=o se corrieron muestras con menor concentración de prote!na. 
Esta zona de barrido corresponde a la prote!na eluida en el 
compd'nente I del intercambiador i6nico (FIGURA 7a). El com
pone~te I del intercéiiübiador i6nico (FIGUFA 7a). El compo-
nente II presenta dos bandas claramente definidas y una ter-
cera banda muy discreta de prote!na hacia la parte superior 
del ;el (FIGURA 7b). El componente III (FIGURA 7c) presenta 
una evidente banda de prote1na y hacia el final del gel apa-
rece un ligero barrido y finalmente una banda muy delgada de 
prote1na. 

Come se puede apreciar, las bandas de prote!na de cada uno de 
los ~res componentes son diferentes entre s1, lo cual viene 
a ccrroborar que cada componente cromatográf ico está consti
tuicc por enzimas diferentes con el mismo tipo de actividad. 
Tambi~n se puede observar que la suma de bandas de prote!na 
de los tres componentes es igual al ntlrnero de bandas del fil 
tradJ enzimático no fraccionado utilizado como control. 
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FIGURA 7. - Elect:xoforesis no desnaturalizante en gel de pol.iacrilaaida 
del a:qx:11ente I(a), cx:atpa1enl:le II(b) y CXJllXXBlte m(c) 
OOtenidos por cmnatografía de 1ntercmb:f.o i6Wx> en 
IPAFr$epladex A-50, ~ cxn el filtrado enz.illátia> 
CXi1pleto (d) • 
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Por medio de este tipo de electroforesis pudimos saber que en 
cada componente cromatográfico existen al menos tres diferentes 
prote1nas, las cuales son responsables de las actividades enzi 
máticas detectadas. 

De los resultados obtenidos en este trabajo se desprende que 
el hongo Iwxeobasidil.m sp. está capacitado genéticamente para 
producir diversas isoenzimas necesarias para la degradaci6n 
de materiales lignocelul6sicos nativos (sin pretratamiento) , 
pero hay una variaci6n de la composici6n enzimática, depen
diendo de la fuente de carbono que se adicione al medio de 
cultivo. Este comportamiento se pudo observar claramente 
cuando el microorganismo creci6 en bagacillo de caña nativo, 
en el cual se producen tres tipos de xilanasas y tres tipos 
de B-glucosidasas, a diferencia de lo que ocurre cuando es 
cultivado en celulosa microcristalina, donde s61o se produce 
un tipo de xilanasa y un tipo de B-glucosidasa. 

Como se mencion6 en los antecedentes, la variación en la com
posición enzimática de los filtrados celulol1ticos producidos 
en diferentes fuentes de carbono por un mismo microorganismo 
ha sido poco estudiada, la mayor parte de los trabajos están 
dirigidos a analizar el efecto de·la fuente de carbono sobre 
la producci6n de actividad, y en general se abocan a medir 
los niveles de actividad que se producen y no el tipo y pro
porci6n de las enzimas responsables de las actividades. Sin 
embargo, de acuerdo con estos resultados, se concluye 
que para el hongo Allrec:basidiun sp. la actividad celuloHtica 
de los filtrados producidos en bagacillo y celulosa micro
cristalina no s6lo depende de la variaci6n en la concentra
ci6n de las enzimas producidas, como en el caso de reaccio
nes catalizadas por una sola enzima, sino también de la vari~ 
ci6n en los tipos de enzimas que constituyen los filtrados 
con actividad celulol1tica. 
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El hecho de poder producir filtrados enzimáticos enriqueci

dos en xilanasas y B-glucosidasas mediante el uso de bagac~ 
llo de caña como fuente de carbono es muy importante, ya que 
con la presencia de mdltiples xilanasas es posible aumentar 
la hidr6lisis de la porci6n de hemicelulosa contenida en los 
desechos lignocelul6sicos y de esta forma aumentar la super
ficie reactiva de la celulosa. La importancia de contar con 
mdltiples B-glucosidasas radica en que estas enzimas hidrol~ 
zan celobiosa, que es un producto que cuando se acumula inhi 
be al sistema celulasa de muchos microorganismos. 

Hay que recordar que fa degradaci6n de los rnater!ales ligno
celul6sicos resulta ser un problema complejo debido princi
palmente a que además de celulosa se encuentran o~ros compo
nentes como hemicelulosa y lignina, por lo tanto, ~na prepa
raci6n celulol1tica constituida por mdltiples en=imas capaces 
de hidrolizar a estos com¡:1onentes, permitirá lle'li'ar a cabo 
una mayor bioconversi6n de estos materiales sin ~ecesidad de 
recurrir a la aplicación d~ costosos pretrat:imic~~os f1sicos 
y/o qu1micos. 

Por lo tanto, estos resultados tienen una doble 7entaja desde 
el punto de vista práctico, ya que las preparaciones celulolf 
ticas pueden ser producidas a partir de.bagac!ll~ de caña, 
con lo cual se logra un ahorro en la fuente de Cirbono, pues 
el costo de los materiales lignocelulósicos de ¿asecho sin 
pretratar tienen un costo menor que la pulpa de celulosa, la 
cual actualmente cuesta 450 d6lares la tonelada ;Doppelbauer, 
et al., 1987). Por otro lado, es posible aplica= las enzimas 
as1 obtenidas, directamente sobre materiales lig~c~elul6sicos 
sin pretratar y lograr la hidrólisis de los pri~cipales com

ponentes de estos sustratos. 
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Estos resultados deberán ser posteriormente ampliados con 
estudios sobre la caracterización bioquímica de los princi
pales componentes enzimáticos responsables de la hidrólisis 
de celulosa y hemicelulosa, as! como mediante experimentos 
en los cuales cada filtrado enzimático o mezcla de ambos 
sean utilizados para pruebas de sacarificación de materiales 
liqnocelul6sicos a tiempos largos de reacción y a mayor es
cala. 
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CONCLUSIONES 

con base en los resultados obtenidos durante el desarrollo de 

esta investigaci6n,se puede concluir lo siguiente: 

1) El m~todo de concentraci6n por ultrafiltraci6n con 

flujo tangencial result6 muy adecuado para concen

trar el volumen de filtrado enzimático obtenido del 

ferrnentadór, ya que cada una de las diferentes ac

tividades enzimáticas pudo ser concentrada cinco 

veces en 45 minutos, prácticamente sin pérdida de 

actividad. 

2) El filtrado enzimático del hongo Aureobasidium sp. 

producido en bagacillo de caña, pudo ser fraccion~ 

do por cromatografía de intercambio i6nico en DEAE

Sephadex A-50. Este método nos permiti6 conocer 

que este filtrado enzimático está constituido al 

menos por tres tipos de celula~as, tres xilanasas 

y tres B-glucosidasas. 

3) La electroforesis no desnaturalizante en gel de 

poliacrilaroida indica que el filtrado enzimático 

producido en bagacillo de caña contiene nueve ban

das de prote!na, y que cada uno de 10E1 tres compo

nentes cromatográficos obtenidos en DEAE-Sephadex 

A-50 llevan tres bandas de prote!na,diferentes unas 

de otras. 

4) La cornparaci6n cromatográfica de los filtrados enzi 

máticos producidos en bagacillo de caña con los fi! 

trados producidos en celulosa microcristalina, de

muestra que existe una diferente composici6n enzim! 

tica entre ambos filtrados, específicamente por la 

presencia de otras dos xilanasas y dos B-glucosidasas 
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en los filtrados producidos en bagacillo, las cua
les no se producen cuando el hongo Auredlasidium sp. 

fue cultivado en celulosa microcristalina. 

Estos resultados claramente indican que existe una variaci6n 

en la composici6n enzimática de los filtrados celulol1ticos 
producidos por este microorganismo, dependiendo de la fuente 

de carbono en que sea cultivado. 

Por otro lado, los datos de este trabajo resultan ser de in

ter~s práctico, ya que el sistema celulolítico producido en 
bagacillo de caña, además de tener un costo menor por ser 
producido en un desecho agroindustrial cuyo precio es suma

mente bajo comparado con la celulosa microcristalina, está 
cons~ituido por un mayor na.mero de xilanasas y B-glucosida
sas, con las cuales se favorece el aprovechamiento integral 
de los desechos lignocelul6sicos, evitándose con esto el uso 

de costosos pretratamientos con los cuales se pretende aume~ 
tar la bioconversi6n enzimática de estos materiales a azdca
res solubles fermentables. 
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