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RESUMEN

El presente estudio tuvo comoc objetivo conocer la com-
posicibn enzimdtica del sistema celulolitico extracelular
producido por el hongo Aureobasidium sp.cuando es cultivado
en bagacillo de cafia nativo (sin pretratar) como Gnica fuen-
te de carbono, y comparar este patr6n enzimdtico con el sis-
tema celulolitico producido por el mismo microorganismo --
cuando es cultivado sobre celulosa microcristalina altamente
purificada (avicel).

El fraccionamiento cromatogrifico en DEAE-sephadex A-50
y electroforesis no desnaturalizante en gel de poliacrila-
mida, demuestran que el sistema celulolitico producido en
bagacillo de cafia por este microorganismo estd constitufdo
al menos por tres tipos de celulasas , tres tipos de xila-
nasas y tres beta- glucosidasas.

Cuando este sistema celulolitico se compar® con el sis-
tema enzimdtico producido en celulosa microcristalina se -
observ6, que en bagacillo de cafia se producen dos tipos de
xilanasas y dos tipos de beta- glucosidasas las cuales no
se producen cuando el microorganismo fué cultivado en celu-

losa microcristalina.

Estos resultados sugieren quedebido a su composicibn
enzimitica, el sistema celulolftico producido en bagacillo
de caifla por el hongo Aureobasidium sp. esta mejor consti-~
tuido para catalizar la bioconversi6n de desechos lignocelu
16sicos nativos a azucares solubles fermentables.



INTRODUCCION

Una gran cantidad de biomasa vegetal constituida princi-
palmente de celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina, es anual
mente producida como resultado de la fotosintesis. Gran parte
de este material vegetal se acumula en forma de subproductos
de la actividad agrfcola y forestal (Dunlap y Chiang, 1980).
Como ejemplo de estos subproductos lignocelulésicos encontra-
mos los bagazos, pajas y rastrojos provenientes de la agricul-
tura; cdscaras de frutas y verduras, pulpas y fibras generados
por las agroindustrias, asf como aserrin y birutas producidas
durante la industrializacifn de los recursos forestales (Reese,
et al., 1972).

Actualrente s6lo algunos de estos subproductos tienen un merca
do, pero la mayor parte son considerados materiales de desecho
y el abandonar estos residuos en terrenos cercanos al sitio de
produccifn ha sido la opcifn més barata, con el consiguiente
efecto nocive sobre el medio ambiente (Reese, et al., 1972:
Dunlap y Chiang, 1980). De manera tradicional y empfrica, se
ha venido haciendo uso de estos materiales; en algunas ocasio-
nes son guemados para utilizarse como combustible, pero este
uso resulta muy poco eficiente debido al bajo valor caloriffico
que poseen estos materiales con respecto a otros combustibles
derivados del petréleo. Un bajo porcentaje de estos materia-
les es usado directamente en la alimentacifn animal, con resul
tados poco satisfactorios debido a su bajé digestibilidad y
nulo contenido proteico. También estos materiales son utili-
zados como abono orgdnico para el mejoramiento de suelos, pero
el escaso contenido de nitr8geno aprovechable por las plantas
ha limitado esta aplicacién.



Los materiales lignocelulésicos de desecho constituyen un vas
to recurso natural renovable, que debido a su composicibén y
abundancia pueden ser utilizados como materia prima en dife-
rentes procesos biotecnolégicos. Por ésta razén, desde hace
varios afios ha existido interés cientifico y tecnol6gico enfo
cado al uso racional y eficiente de este valioso recurso (Ghose
Y Ghosh, 1979).

En nuestro pafs, uno de los desechos lignocelulésicos mds abun
dante es el bagacillo de cafia, el cual es obtenido durante el
proceso de extracci6n de azlcar en los ingenios. A diferencia
del bagazo, el cual es utilizado para producir principalmente
cartén y papel, el bagacillo de cafia es subutilizado. Hasta
ahora, las investigaciones dirigidas al aprovechariento bio-
tecnolfgico de este desecho se encuentran a nivel laboratorio
y planta piloto, y se han centrado principalmente en usar este
residuo para la produccién de biomasa (protefna unicelular).
Sin embargo, en nuestro laboratorio se han venido desarrollan-
do, desde hace varios afios, proyectos de investigzacién enfoca-
dos a la utilizacién de éste y otros materiales lignoceluldsi-
cos agroindustriales como sustrato de fermentacisn, para la -~
obtencifn de enzimas microbianas de interéds industrial, parti-
cularmente para la produccién de celulasas y xilanasas (Huitrén,
et al., 1984),

Estas enzimas son importantes debido a la aplicacibn directa
que tienen en la industria textil, alimentaria y farmacéutica,
pero el principal interds de las enzimas celulolfticas consiste
en el uso que se les puede dar en la conversifn ce materiales
lignocelul6sicos de desecho en azdcares solubles de importan-
cia industrial, Sin embargo, para poder llevar a cabo el de-
sarrollo de esta biotecnologfa, es necesario disponer de -~



preparaciones celuloliticas constituidas por una variedad de
enzimas con capacidad para hidrolizar la celulosa y hemicelu
losa tal como est&n presentes en los desechos lignocelulbsi-
cos, es decir, sin haber sido sometidas a ningin tratamiento
quimico o fisico.

En virtud de esto, se aisld un hongo levaduriforme del génerc
Aurecbagidium, 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
composicién homogénea (Gilbon, et al., 1981). Sin embargo,
dado que este sustrato resultaria demasiado costoso al momenta
de producir celulasas a mayor escala, se ha venido utilizando
el bagacillo de cafa como sustrato inductor de estas enzimas
en un medio de cultivo simple y econdmico de tipo industrial
(Huitrén, et al., 1984).

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

Adem&s de es<ta ventaja, pensamos que mediante el uso de baga-
cillo de cafia como sustrato inductor de celulasas en el hongo
Aureobasidium sp., es posible inducir un sistema multienzim&tico
en el cual se encuentre, ademis de las enzimas inducibles por
celulosa microcristalina, otro tipo de actividades enzimdticas
relacionadas con la hidrblisis de hemicelulosa, las cuales son
capaces de contribuir con mayor eficiencia a catalizar la bio-
conversibn Ze los materiales lignocelulfsicos de desecho a azd
cares fermer.zables. La composicibn enzimdtica, por lo tanto,
es un aspect< relevante para la aplicacién de las enzimas celu
lolfticas.



El presente trabajo tiene como finalidad canocer la com
posicibn enzimitica del sistema celulolfitico extracelular
producido por el hongo Aurechasidium sp. cuando es cultivado
en bagacillo de cafia nativo sin pretratar como finica fuente
de carbono, y comparar este patrén enzimftico con el sistema
celulolitico producido por este mismo microorganismo cuando
es cultivado en celulosa microcristalina, con el fin de cono
cer si existe una variacién en la composici6n enzimitica de
los filtrados enzimiticos producidos por el mismo microorga-

nismo en las dos fuentes de carbono.



ANTECEDENTES

a) Enzimas celulolfticas,

Se denomina celulasas al conjunto de enzimas que parti-
cipan en la degradacién de la celulosa hasta glucosa, Estas
enzimas rompen los enlaces B-1,4 glucosfdicos de la cadena de
celulosa, rindiendo glucosa, celoblosa y otros oligosacdridos
como productos de reaccién.

La capacidad de producir enzimas celulolfticas est& amplia-
mente distribuida entre los microorganismos, principalmente
bacterias y hongos, los cuales utilizan la celulosa como
fuente de carbono para su nutricién, hidrolizd&ndola a peque-
fios azlcares 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 est&n integradas a la super=-
ficie celular. 5in embargo, muchas bacterias y hongos son
capaces de crecer sobre celulosa mediante la secrecifn de ac
tividad celulolitica al medio ambiente.

La actividad celulolftica es de gran importancia biolégica,
ya que es indispensable en el ciclo del carbono para la for-
macién de biéxido de carbono, agua y humus a partir de mate-
ria orginica vegetal en descomposicién,

Desde el punto de vista prdctico, dicha actividad enzimitica
tiene un gran potencial de ser utilizada. De hecho, las celu
lasas microbianas son actualmente producidas de manera comer-
cial por fermentaci6bn, debido a la aplicacibn que tienen en



la industria farmacéutica y textil, asi como en la transfor
macién de alimentos (Toyama, 1969; Ghose y Pathank, 1973).
Sin embargo, el principal interés a futuro que tiene la pro
duccién de enzimas celuloliticas, se centra en poder utili-
zarlas en un proceso de conversién a través del cual los ma-
teriales lignocelul&sicos de desecho provenientes de la acti
vidad agrfcola y forestal sean transformados en azficares so-
lubles de f&cil utilizacién en otros procesos de la industria
biotecnolégica (Mandels y Weber, 1969; Ghose y Ghosh, 1979).

La degradacién de los materiales lignoceluldsicos de desecho
resulta ser un problema complejo, debido principalmente a que,
adem8s de celulosa, se encuentran otros componentes como hemi
celulosa y lignina, por lo que se requiere producir prepara-
ciones enzimiticas capaces de degradar los diferentes compo-
nentes de este sustrato (Ghose y Ghosh, 1979; Sprey y =~
Lambert, 1983).

En las preparaciones enzimiticas de hongos productores de ce-
lulasas estd bien establecido que al menos existen tres tipos
de actividad celulolitica, las cuales se pueden clasificar,de
acuerdo con la reaccién que catalizan, de la siguiente manera
(Lee y Fan, 1980; Gilbert y Tsao, 1983):

1) Endoglucanasas (1,4-B-D-glucan 4-glucanohidrolasa,
EC 3.2.1.4). Este grupo de enzimas acta de manera
aleatoria en el rompimiento hidrolftico 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,




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 celooligocasiridos de cadena

corta a glucosa.

Estos tres tipos de actividades constituyen un sistema enzimd
tico indispensable para la degradacib6n de celulosa organizada,
la cual requiere de la accién sinérgica entre los componentes
de dicho sistema enzimftico para poder llevar a cabo una com-
pleta hidr6lisis de celulosa (Wood y Mc Crae, 1978); Ghose y
Bisaria, 1979; Henrissat, et al., 1985; Fujii y Shimizu, 1986).

El mecanismo de accibn de las diferentes enzimas gue componen
el sistema celulasa ha sido intensamente investigado y amplia
mente revisado por Lee y Fan, 1980; y por Gilbert y Tsao, 1983.
El modelo mds aceptado para la degradacibn enzimética de la ce
lulosa propone que las enzimas de tipo endo-~B-1,4-glucanasa,
inician el atague de manera aleatoria en las regiones de baja
cristalinidad de la fibra de celulosa; los extremos formados
por la accidén de estas enzimas son degradados pcr las exo-B-1,
4-glucancelobiohidrolasas, liberando celobiosa a partir del ex
tremo no reductor. La celobiosa es posteriormente hidrolizada
a glucosa por la accibn de las B-glucosidasas. Este mecanismo
fue planteado por Wood y M¢ Crae en 1972 y parece funcionar de
menera general para los sistemas celulolfticos de la mayorfa
de los microcrganismo estudiados hasta la fecha.

Las celulasas son un sistema enzim&tico inducible y sujeto a
represibn cacabblica en casi todos los microorganismos estudia
dos (Montenecourt, et al.,1981); también se puede asumir como
una generalidad, que existen isoenzimas para cada una de las
diferentes actividades enzimdticas presentes en los sistemas

celuloliticos.



8.

Ademés de celulésas, se ha observado la presencia de xilana-
sas formando parte de preparaciones celulolfticas. Estas en
zimas son muy importantes en los procescs de bioconversién
enzimdtica de desechos lignocelulSsicos, ya que se encargan
de hidrolizar los xilanos presentes en la porcién de hemice-
lulosa contenida en estos desechos (Tangnu, et al., 1981;
McKenzie y Williams, 1984; Hrmovd, et al., 1984; Kyriacou,

et al., 1987). Al igual que las celulasas, las xilanasas se
encuentran constituidas como un sistema multienzimdtico que,
aunque no ha recibido tanta atencién como las celulasas, posee
un potencial biotecnolfgico igualmente importante. Las xila
nasas, junto con celulasas y pectinasas, son utilizadas para
la clarificaci6n de jugos, asi como para la maceraci6n de fru
tas y vegetales, Ademds, las preparaciones xilanoliticas li-
bres de celulasas tienen aplicacién directa en la industria
del papel, ya que mediante el pretratamiento de la pulpa de
celulosa con estas enzimas, es posible remover la hemicelulo
sa residual y facilitar la eliminacién 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 celulolitico y a la aplicacifn de &ste en el apro
vechamiento de los materiales lignocelulésicos, hasta el mo-
mento no se ha logrado producir enzimas celuloliticas a bajo
costo, las cuales puedan ser posteriormente integradas a un
proceso de bioconversidn enzimitica econbmicamente viable a
nivel industrial (Mandels, 1982; Doppelbauer, 1987).

Debido a esto, es necesario continuar realizando investiga-
ciones bisicas dirigidas a obtener un mayor conocimiento bio
quimico y genético que permita contribuir, junto con otras
lineas de investigacibn, a convertir la tecnologfa de celula
sas para el aprovechamiento biotecnolégico de los desechos
agroindustriales en un proceso factible a gran escala.



b) Fraccionamiento, purificacién y caracterizacién de
celulasas.

Con el propésito de aumentar la eficiencia de sacarifica
cibn de los materiales lignocelul6sicos de desecho mediante
el uso de enzimas celulolfticas, en los dltimos éﬁos se han
estado llevando a cabo mfiltiples trabajos enfocados al frac-
cionamiento, purificacifn y caracterizacibén de estas enzimas,
con la finalidad de tener un mayor conocimiento bioquimico de
cada uno de los componentes enzimdticos del sistema celuloli-
tico, ya que se ha encontrado que en la medida que se conoce
y caracteriza un sistema celulolitico es posible mejorar su
aplicacidn en la hidr6lisis de celulosa. Este ha sido el ca
so en el hongo Trichoderma viride, en el cual se encontr6 que su
sistema Celulolitico posee bajos niveles de B-glucosidasa,

por lo cual es necesario complementar estas celulasas con
B-glucosidasa de otra fuente, para que el sistema celuloliti
co de este microorganismo sea mds eficiente en un proceso de
hidr6lisis de celulosa (Sternberg, 1977).

Las celulasas de un gran nfimero de microorganismos, entre los
que destacan Trichoderma viride (Berghen y Petterson, 1973);
Trichoderma Koningii (Wood y McCrae, 1972); Trichodemma reesel
(Tilbeurgh, et al., 1984; Bhikhabhai, et al., 1984; Kyriacou,
et al., 1986); Fusarium solani (Wood, 1969, 1971); Sporotrichum
pulverulentum (Eriksson y Petterson, 1975; Almin, et. al., 1975)
y Talarawces emersonii (Mc Hale y Morrison, 1986; Mc Hale, 1987),
han sido sometidas aprofundos estudios de fraccionamiento y
purificacibn, utilizando diversos métodos para concentrar los
filtrados celuloliticos, las mds variadas técnicas cromatogri
ficas y mediante el uso de diferentes sistemas de electrofore
sls y electroenfoque (Lee y Fan, 1980). Actualmente, muchos
componentes enzimiticos han sido purificados a homogeneidad

y ampliamente caracterizados en cuanto a su pesc molecular,




lo‘

punto isoeléctrico, secuencia de aminofcidos y especificidad
de sustrato, lo cual ha permitido orientar las investigacio-
nes hacia campos como la biologia molecular y la ingenieria
genética de celulasas (Jolift, et al., 1986; Knowles, et al.,
1987; Teeri, et al., 1987), los que posiblemente tendrin un
impacto aplicado en un futuro prbéximo.

c) Efecto de la fuente de carbono sobre la produccibn de
enzimas celuloliticas.

En los trabajos que existen en relacibn a este tipo de
estudios, se han comparado las actividades enzimiticas de sig
temas celuloliticos inducidos en un mismo microorganismo por
sustratos con alto grado de pureza y composicibdn homogénea,
como celulosa microcristalina, soforosa y lactosa; sin embar
go, es muy poca la informaci8n referente al anflisis de las
actividades celuloliticas inducibles por sustratos heterogé-
neos nativos, camo el bagacillo de caifia y otros materiales
lignocelulésicos. Casl todos los estudios dirigidos a anali
zar el efecto de la fuente de carbono sobre la producecidn de
enzimas celulolfticas se centran finicamente en cuantificar
estas actividades (Brown, et al., 1987; Lachke, et al., 1987),
existiendo muy pocos datos acerca de cbmo varfa la composicitn
de las enzimas que se encuentran en los filtrados celuloliti-
cos asi obtenidos.

A través del fraccionamiento, purificacién y caracterizacibn de
sistemas celulolfticos, ha quedado de manifiesto que aunque un
mismo microorganismo puede producir sistemas celuloliticos idén
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 termofflico Talaramyces emersonii, en el cual ge
encontrd gue de las tres endoglucénasas que se producen cuando este

microorganismo es crecido sobre celulosa microcristalina, sblo dos



11,

de ellas aparecen cuando este microorganismo fue cultivado
en lactosa como fuente de carbono {(Mc Hale y Morrison,

1986; Mc Hale, 1987); sin embargo, este hecho ha sido poco
estudiado en la mayoria de los microorganismos celuloliti-

COS.

Si consideramos que una preparacibn enzimitica capaz de hi-
drolizar eficientemente materiales celul6sicos debe estar
constituida por mGltiples enzimas, las cuales son producidas
en respuesta a las caracteristicas propias del sustrato in-
ductor, desarrollar trabajos de fraccionamiento enfocados a
analizar la composicidén enzimitica del sistema celulolitico
producido en respuesta a la naturaleza del sustrzato, resultan
ser de importancia para planear la produccién de sistemas
enzimiticos més activos, ya que para llevar a cabo una exito
sa sacarificacif6n de materiales lignocelulbsicos a azfcares
fermentables, no sblo es importante caracterizar a los compo
nentes que constituyen los filtrados con actividad ¢elulolitica,
sino también conocer el sustrato capaz de inducir el sistema
celulolftico mis eficiente para realizar este proceso (Knowles,
et al., 1987).

d) Caracteristicas del hongo levaduriforme Aurecbasidium sp.
utilizado en el presente trabajo.

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

Este microorganismo se aislé y seleccionf a partir de muestras
de suelo de canaveral en un ingenio azucarero en el Estado de
Morelos, y fue identificado como un hongo levaduriforme perte
neciente al género Aurecbasidiuu. Cuando este microorganismo



12,

es crecido en papa dextrosa agar, sus colonias son cremosas,
anaranjadas y parecidas a una levadura; sin embargo, sus ca
racterfsticas morfolbgicas examinadas con microscopia de lugz,
mostraron la presencia de un verdadero micelio y blastosporas,
lo cual lo ubica como un hongo deuteromiceto de los comlnmente
conocidos comu hongos levaduriformes. Estas y otras caracte-
risticas taxondmicas fueron recientemente confirmadas por mi-
croscopia electrfnica 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 @nica fuente de carbhono, 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 cafia sin pretratamiento como finica fuente de carbono,
agua de la llave y sales grado industrial, se mantiene el mig
mo nivel de produccién de celulasas y xilanasas que para el
caso reportado con celulosa microcristalina (Huitrfn, et al.,
1984). '

En la literatura han sido réportados otros microorganismos
levaduriformes, como Aurechbasidium pullulang (Leathers, 1986),
Cryptococcus albidus (Biely, 1980) y Trichosporon cutaneum (Hrmovd,
1984), los cuales se caracterizan por producir altos niveles
de xilanasas extracelulares; sin embargo, ninguno de ellos
produce activicdad celulolftica capaz de degradar papel fil-
tro.

El hongo Aurecbasidium sp., que es un celulolitico verdadero,
tiene caracteristicas importantes gque representan ventajas
al momento de llevar la produccibén de celulasas a mayor

escala:



i)

ii)

iii)

iv)

13.

Crece con facilidad y produce celulasas en bagacillo
de cafa sin pretratamientos. Esto es un aspecto im-
portante, ya que la mayoria de los microorganismos
celuloliticos, para poder producir altos niveles de
celulasas a partir de materiales lignocelulésicos,
requieren que este sustrato haya sido pretratado con
métodos ffsicos o quimicos (Fan, et al., 1981;
Lipinsky, 1979; Beardmore, et al., 1980).

Es un microorganismo con pocos réquerimientos nutri-
clonales para la produccifn de enzimas, ya que el
medio de produccibn estd constituido por bagacillo
de cafia, fuente inorgénica de nitrSgeno y amortigua
dor de pH gradc industrial, asi como agua de la lla-
ve. A diferencia de lo que ocurre con Trichoderma
viride, no es indispensable la adicién de proteosa-
peptona para la produccién de actividad celulolitica.

En fermentacibn sumergida no forma pellets (esferas
de micelio y sustrato), con lo cual se evitan limi-
taciones de crecimiento y produccifén de enzimas por
una deficiente difusién y transferencia de nutrien-
tes y oxigeno.

El crecimiento y la produccién de las enzimas celu-
loliticas es igual a 29°C que a 37°C, lo cual repre
senta una ventaja sobre otras cepas, ya que este he
cho podria sigrificar un ahorro de energia al esca-
lar el proceso, debido a que no se necesitaria en-
friar el medic de cultivo hasta 29°C.
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Hasta ahora, los estudios realizados con el hongo Aurecbasidium
sp. han estado dirigidos principalmente a una mayor produccibn
de enzimas celulolfiticas en medios de cultivo simples y econé-
micos de tipo industrial, con el fin de llevar la produccibn

a una mayor escala. Sin embargo, actualmente se estén llevan-
do a cabo investigaciones encaminadas a obtener un mayor cono
cimiento de las enzimas inducibles por bagacillo de cana y por
celulosa microcristalina, con la finalidad de contribuir a la
caracterizacién de este sistema enzimltico, ya que esto nos
permitird posteriormente dirigir la produccibn y 6ptima apli-
cacién de estas enzimas.
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MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Metanol, &4cido acético glacial, 4cido tricloroacético,
dextrosa, &cido cftrico, citrato de sodio, metabisulfito de
sodio, fenol, NaCl, NaHyPO4, NapHPO4 (J. T. Baker, S.A. de
C.V., México); albmina sérica bovina, xilanos, &cido etilen
diamin tetraacético (EDTA), P-nitrofenol (PNF), P-nitrofe
nol-B - D-glucbsido (PNFG) (Sigma Chemical Co., E.U.A.);
dodecil sulfato de sodio (SDS), azul de coomasie, acrilamida,
biscrilamida, persulfato de amonio, temed, azul de bromofe-
nol (Bio-Rad Laboratories, E.U.A.); &cido 3,5-dinitrosalici-
lico (DNS) (Aldrich Chemical Co., E.U.A.); xilosa (E. Merck,
Alemania); papel filtro No. 1 (Whatman Biochemicals LTD, In-
glaterra); reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma de México, S.A.)
2 mercaptoetanol (J. T. Baker Chemical Co., E.U.A.); KHyPO4,
K2HPO4 {(Drogueria Cosmopolita, S.A., M8xico); tartrato de so-
dio y potasio (Quimica Din&mica, S.A. de C.V., México). El1
bagacillo de cafia se obtuvo del ingenio azucarero "Emiliano
Zapata"; ubicado en Zacatepec, Mor.

. MICROORGANISMO

El hongo Aurecbasidium sp. se aislé en nuestro laboratorio
a partir de muestras de suelo de un ingenio azucarero y ha
sido mantenido en papa dextrosa agar (Gilbon, et al., 1981),

Para la produccibn de enzimas celulolfticas el hongo se pro-
pagb en cajas-de petri con papa-dextrosa-agar, incub8ndose
72 horas a 37°C hasta esporular. De este cultivo se realizé
una suspensifn de esporas, las cuales se propagaron en el me
dio de produccién durante 24 horas. Con este cultivo se pro
cedib a inocular el fermentador.



16.

OBTENCION DE UN FILTRADO ENZIMATICO LIBRE DE CELULAS Y
SOLIDOS EN SUSPENSION.

El lote de enzimas celuloliticas sometido a investiga-
cibn fue producido en nuestro laboratorio por la Ing. Marfa
Elena Acufia, en un fermentador New Brunswick Labroferm Mod.
FS-314 de 14 litros, con un medio de produccibn constituido
por bagacillo de caifia sin pretratar, sulfato de amonio, urea
y fosfato de potasio monobdsico, todos grado industrial, y
agua de la llave.

La produccibn se llevb a cabo a 37°C, con una agiltacibn de

200 rpm y un volumen de aire de 0.4 vvm durante 120 horas.

Después de este tiempo se recuperb el caldo de fermentacibn
y se dejb reposar en frio durante algunos minutos para que

sedimentaran los sé6lidos.

El liquido asi 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 través de una membrana de 5 micrémetros, empleando un filtro
Millipore; mediante este procedimiento se logré eliminar par-
ticulas finas de bagacillo que se mantenfan en suspensidn.

De este modo se obtuvo un lote de 5 litros de filtrado enzim&
tico.

DETERMINACION DE LAS DIFERENTES ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

Determinacifn de la actividad celulolitica. Se llevd
a cabo por el método reportado por Mandels, et al. (1976),

que consiste en la cuantificacibn de los azficares re-
ductores producidors por la aceibn de las celulasas sobre
50 mg de papel filtro en una hora de reaccifén a 50°C. - -
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El uso de papel filtro como sustrato de.la enzima gse debid

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 reaccifn 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
4.8y 0.5 ml de filtrado enzim&tico. Después de incubar 1
hora a 50°C, se detuvo la reaccifn adicionando 3,0 ml de re-
activos DNS. Se calent§ a ebullicién en bafio-Marfa por 5 mi
nutos. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y posterior-
mente se completdé a un volumen de 20 ml con agua destilada;
se agit6 vigorosamente y se ley$ densidad Sptica a 550 nm eun
un colorfmetro Spectronic 20 (Bausch & Lomb). La cantidad
de azdcares reductores se calcul6 utilizando una curva estén
dar de glucosa (FIGURA la).

Preparacibn del Reactivo dc DNS. Este reactivo contiene
NaOH 1,4%; &cido 3,5-dinitrosalicflico 0.75%; tartrato do-
ble de sodio y potasio 21.6%; Fenol 0,56%; metabisulfito de
sodio 0.50%, Se adiciond cada compuesto en el orden indica-
do, en agua destilada; una vez que se disolvi§ completamente,
se afor8 y se mantuvo en frasco 4mbar. El reactivo se mantie
ne estable al menos por 2 meses (Miller, 1959).

Determinaci6n de la actividad de xilanasas. Se determind
utilizando xilanos como sustrato y cuantificando los az@cares
reductores producidos. El sistema de reaccifn estuvo compues
to de 1.0 ml de xilanos al 0.7%, disueltos en amortigquador de
citratos 0.075M pH 4.8 y 0.5 ml de filtrado enzimitico. El1
sistema se incubb a 50°C por 15 minutos. Los azficares reduc-
tores producidos se cuantificaron con el método del reactive
DNS, mediante una curva estfndar de D-xilosa (FIGURA 1b)
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Determinacifn de la actividad de B-glucosidasa. Esta acti

vidad enzimitica se determiné utilizando p-nitrofenol-B-,
D-Glucbsido (PNFG) como sustrato y cuantificando el p-nitro
fenol liberado por la accibn de la enzima (Sternberg, 1977).
El sistema de reacciédn 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 retirf una alicuota de 0.2 ml y se agregd a un tubo de
ensayo que contenfa 4.8 ml de NajsCO3 0.1 M. EIl ¢olor desa-
rrollado en este tubo se ley6 a 420 nm. La cantidad de
p-nitrofenol liberado se calculd mediante una curva esténdar
del mismo (FIGURA 2h).

DETERMINACION DE PROTEINA

Se realizé siguiendo una modificacién del método repor
tado por Lowry, et al. (1951), utilizando una curva esténdar
de albfimina g&rica bovina para su cuantificacién (FIGURA 23).

La determinacién consiste en cuantificar el color desarrollado
al reducirse el reactivo de Folin-Ciocalteu por el complejo
cobre-protefna, de acuerdo con el siguisnte ﬁétcdo: a un
volumen de 1.0 ml, el cual contiene la muestra de protefna y
agua destilada, se adicionan 5.0 ml de reactivo E y se agita
vigorosamente; se deja reposar a temperatura ambiente de 10
ninutos y se agregan 0.5 ml de reactivo de Folin y se agita
nuevamente. Después de 30 minutos se lee densidad Sptica del
color desarrollado a 590 nm,

Los reactivos se preparan de la siguiente manera:

A) CusSO4. 5SH50 al 1% en agua destilada.

B) ‘artrato de sodio y potasio al 2% en agua destilada.
C) Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 N.

D} 1A + 1B = 1D

E) 1D + 50C = 1E
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Reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:1 en agua destilada.

Debido a que muchos componentes del filtrado enzimftico
interfieren en el método de Lowry, para poder cuantificar pro
tefna por este método a las muestras de filtrado enzimético
original y concentrado por ultrafiltracién fue necesario pre
cipitarlas en frfo con &cido tricloroacétido (TCA) al 10% du
rante 24 horas, y posteriormente la protefna precipitada fue
resuspendida en 1.0 ml de una solucifn de NaOH 0.1N (Tan,
et al., 1984); de aquf se tomaron alicuotas y se siguib el
procedimiento de Lowry anteriormente mencionado.

La cantidad de protefna presente en las fracciones eluidas de
las columnas cromatogr&ficas 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 enzim&tica fue necesario concentrar el lote de 5 litros
- de filtrado enzimdtico. La concentracifn se realiz6 en un
equipo Pellicon Millipore de ultrafiltracién por flujo tan-
_gencial., De este modo, el lote se concentré 5 veces, se di-
vidi6 en voldmenes de 50 ml y fue almacenado en congelacibn
a - 4°C,

FRACCIONAMIENTO DE LAS DIFERENTES ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

Cromatograffa de filtracién en gel en Sephadex G-150,
Este gel se hidrat6 resuspendiéndolo en amortiguador de ci-
tratos 0.025 M pH 4.8, y posteriormente fue hervido durante
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una hora en bafio-Marfa., Después de desgasificarlo al vacfo,
se empacl en una columna de 2.6 x 40 cm. Una vez equilibrada
la columna con el amortiquador anterior, una muestra de fil-
tradc enzimtico concentrado, conteniendo 50 mg de protefna,
fue liofilizado y resuspendido en 3.0 ml del mismo amortigua
dor anterior. Esta muestra se aplic6é a la columna y poste-
riormente fue eluida con el mismo amortiguador de citratos a
un flujo constante de 30 ml/h con una bomba perist&ltica.

Se recogieron fracciones de 12 ml con la ayuda de un colector

automatico de fracciones,

Cromatograffa de intercambio i6nico en DEAE~-Sephadex A-50.
Este gel se hidrat6 resuspendiéndolo en amortiguador de fosfa
tos 0.01M pH 6.8, e hirviéndolo en bafio-Marfia una hora. Des-
pués de desgasificarlo al vacfo, se empac6 en una columna de
2.6 x 40 cm. Una vez empacado, la columna fue eguilibrada con
el mismo amortiguador de fosfatos y se aplicé una muestra de
filtrado enzimitico liofilizado, conteniendo 60 mg de proteina,
disuelta en 3.0 ml del amortiguador anterior.

La columna fue eluida por etapas, iniciando con amortiguador
de fosfatos 0.01 M, pH 4.8; posteriormente se eluyé con fos-
fatos 0,075 M, pR 4.8, y finalmente con fosfatos 0.075 N,

pH 4.8, al cual se agregé NaCl a una concentracidn de 0.2 M.
Las fracciones fuaron colectadas igual que en el caso ante-

rior.

ELECTROFORESIS

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.- Se llevé
a cabo por la t&znica reportada por Laemmli (1970) y requirid




21,

de los siguientes pasos:

a) Preparacifn de la muestra. Una muestra de filtra
do enzimdtico concentrado fue dializada contra agua a 4°C.
Una vez dializada, se tomé una alfcuota con una concentracidn
conocida de protefna, la cual fue liofilizada y posteriormente
resuspendida a una concentracién de 2,0 microgramos/microlitros
en una solucibn que contenfa un mililitro de SDS al 10%, 100

microlitros de 2-mercapto etanol, 1.0 ml de glicerol, 1.0 ml
de amortiguador tris-HC1 0.05 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
EDTA al 7.5%. La mezcla de protefna y solucién se sometié a
ebullicifén durante cinco minutos en bafio-Marfa. La cantidad
de protefna aplicada al gel fue de 200 microgramos por carril
en un volumen mdximo de 150 microlitros.

b) Preparacién del gel. El gel inferior contiene una

concentracifn final de acrilamida al 12.5% y se preparé de la
siguiente manera: 6,25 ml de acrilamida 30%; 1.55 ml de bis-
acrilamida 1%; 4.0 ml de amortiguador tris-HC1 1.5 M, pH B.7;
0.15 ml de SDS 20%; 3.0 ml de agua, 50 microlitros de persul-
fato de amonio al 10%, Esta mezcla se desgasific6 por dos
minutos y se anadieron 10 microlitros de temed; se mezclé 1li-
geramente e inmediatamente después se form® un gel de 14.0 x
8.0 x 0.075 cm,

El gel superior contiene una concentracién final de acrilami
da al 5% y fue preparado mezclando 0.84 ml de acrilamida al
30%; 1.3 ml de bisacrilamida al 1%; 0,63 ml de amortiguador
tris-HC1 1,0 M, pH 6.8; 25 microlitros de SDS al 20%; 2.2 ml
de agua y 50 microlitros de persulfato de amonio al 10%. Se
desgasificté al vacfo cinco minutos en agitacién, y posteriormente
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se afiadieron 15 microlitros de temed a la mezcla. Con este
gel se formaron los carriles y 1 cm del gel concentrador.

La electroforesis se corri6 a 100 volts hasta que el colo-
rante alcanz§ 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) Tincibn del gel. Después de la electroforesis,
el gel fue tefiido durante 4 horas en una solucibn colorante
que contiene azul de coomasie 0.06%; metanol 30%; &cido acé
tico 10% y agua 60%. Después de este tiempo, se retira el
gel de la solucién de colorante, se enjuaga en agua destilada
y 8e lava con &cido acético al 10% hasta la aparicién clara
de las bandas, quedando totalmente destefiido cuando la otra
parte del gel estd transparente. El colorante puede ser re-
utilizado durante varios meses, filtr&ndolo frecuentemente.

Electroforesis no desnaturalizante en gel de poliacrilamida.
Se 1llevé a cabo siguiendo la misma técnica mencionada ante-
riormente, pero sustituyendo el SDS y el 2 mercaptoetanol
por agua en la misma proporcidn.

El gel inferior se prepar6 a una concentracibn de acrilamida
de 7.5% y el gel superior al 5%. El sistema de amortiguado
res utilizado fue el mismo que en el sistema de electrofore
sis mencionado anteriormente, excepto que se sustituyé el
SDS por agua. Después de la electroforesis, el gel fue fi-
jado en 4cido tricloroacético al 12.5% durante 5 minutos;

se enjuagb con agua destilada y se tifi6 y destifié siguiendo
la misma técnica antes mencionada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para conocer la composicifn enzim&tica del filtrado celulolf
tico producido por el hongo Aurecbasidium sp. . a partir de baga
cillo de cafia, se plane§ llevaf'a‘cabé‘ﬁn fraccionamiento
cromatogr&fico de dicho sistema enzimftico. Para esto, fue
necesario en primer lugar concentrar el filtrado libre de cé
lulas obtenido del fermentador, debido a que tamto la protel
na como las actividades enzim@ticas sge encontraban diluidas
y era necesario contar con muestras de mkyor coacentracion
de protefna para aplicarlas a las columnas cromatogrdficas.

Fue seleccionado para la concentracién un método de ultrafil
tracién con un sistema de flujo tangencial, ya gue por este
método se pueden concentrar litros de filtrado enzimdtico en
relativamente poco tiempo, y ademis las protefnas se mantie-
nen en solucifn durante todo el proceso de concentracifn, con

lo cual se obtienen bajos niveles de desnaturalizacién enzimitica.

En la TABLA I podemos observar los valores de protefna del
filtrado enzimético antes y despu€s de ser concentrado por
ultrafiltracién., Como se puede notar, el filtrado celulolf-
tico original se concentr§ en t&rminos de volumen cinco veces,
llevindolo de cinco litros a un litro en menos ée una hora.

De los 3,050 mg de protefna inicial, dnicamente se recuperaron
en la muestra concentrada 1,940 mg (648); el resto de la pro-
tefna, o sea, 1,080 mg (35%), se detect$ en la muestra filtrada.

Este 35% de protelna que atraves$ la membrana de ultrafiltra~
cibn podria 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 protefna no mostrd actividad celulolftica,
lo cual hace suponer que se trata de protefnas £iltrables . -
ferentes, con pesos moleculares menores a 10,000, el cual es
el limite de retencién de la membrana.



TABLA I.-

CONCENTRACION DEL FILTRADO CELULOLITICO DEL
HONGO Aurechbasidium sp. POR ULTRAFILTRACION.

PROTEINA CELULASAS
VOLUMEN (mg/ml) (mg totales) (%) {(ng A.R/ml) (mg A.R.totales) (%)
ml
MUESTRA ORIGINAL 5000 0.61 3050 100 0.72 3615 100
i
| MUESTRA RETENIDA:
— (Concentrada) 1000 1.94 1940 64 2.42 2420 66.5
~ (Diluida 1:5) 0.38 1940 64 0.674 3354 92
MIESTRA FILTRADA 4000 0.27 1080 35 0.06 0.00 0.00
[}
i

A.R.: Azdcares reductores, cuando se usa papel filtro como sustrato de reaccién.
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También en la TABLA I puede notarse que cuando a la muestra
concentrada se le determind la actividad de celulasas, 8sta
fue muy baja en relacién al factor de concentracibén. Sin
embargo, cuando se midié a una concentracitn de protefna si
milar a la usada en el ensayo de la muestra original (dilu~-
cifn 1:5), se recuper$ en un 92% la actividad. Esato nos
indica que el proceso de ultrafiltracifn no fue un paso des
naturalizante y que el comportamiento observado con la mues
tra concentrada se debe probablemente a una limitacién 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), asf como durante
la purificacién de celulasas de Penicillium funiculosum (Wood

y McCrae, 1980).

Otras actividades enzim&ticas relacionadas con las celulasas
y producidas por el hongo Aurecbasidium sp. a partir de bagaci
llo de cafia son xilanasas y B-glucosidasa; en la TABLA II
podemos observar los valores para ambas actividades enzimdti
cas, las cuales fueron recuperadas en un 100% después de con
centrar por ultrafiltracién. Al igual que para las celulasas,
la actividad enzim&tica real se obtuvo diluyendo cinco veces
la muestra concentrada, y como se mencion$ anteriormente,
 este tipo de actividades enzim&ticas tampoco fueron detecta-
das en el volumen de protefna que atravest la membrana (mues
tra filtrada).

Una vez obtenido el filtrado celulolftico concentrado, se
procedi8 a realizar el fraccionamiento cromatogrfico de

las diferentes actividades enzimiticas producidas por el
hongo Aurecbasidium sp. en el bagacillo de cafia de azficar como
finica fuente de carbono. Para ello se siguib el método uti-
lizado para fraccionar a las celulasas producidas por este
nicroorganismo en celulosa microcristalina.



DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS RELACIONADAS

TABLA II.
A CELULASAS DESPUES DE CONCENTRAR POR ULTRAFILTRACION
VOLUHEN XILANASAS . B-GLUCOSIDASA
ml (ng A.R./ml) ~(mg A.R.totales) (8) (GMolPwF/ml (Mol BE)  (8)
({totales)

MUESTRA ORIGINAL 5000 4.36 21,800 100 1,93 9,650 100
| .
! MUESTRA RETENIDA:

— {Concentrada) 1000 5.8 5,800 26.6 | 2.66 2,660 27.6

— (Diluida 1:5) 4.13 20,650 95 2.20 11,000 114

MUESTRA FILTRADA 4000 0.00 0.00 0.00! 0,00 0.00 0.00

A.R.: Azdcares reductores, cuando se utilizaron xilanos como sustrato de reaccién,

PNF: p-nitrofenol, cuando se util
sustrato de reaccibn.

iz6 p-nitrofenol B-D-gluc8sido (PNFG) como
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El primer paso de fraccionamiento fue realizado por cromato-
grafia de filtracifn en gel, utilizando Sephadex G-150. Co-
mo se puede observar en la FIGURA 3a, la protefna se logrb
fraccionar en tres picos claramente definidos; sin embargo,
las diferentes actividades enzim&ticas fueron eluidas en un
solo pico.

Comparando este patrfn cromatogrffico con el obtenido por Larics
(1981) para filtrados enzim§ticos producidos por el hongo
Aurecbasidium a partir de celulosa microcristalina (FIGURA 3b),
podemos notar que también en un solo pico se localiz6 toda

la actividad enzimitica, s6lo que en este caso en el pico se
encontr8d toda la protefna; ademfs, las actividades enzimiti-
cas fueron eluidas en las mismas fracciones en ambos casos.

Los valores de actividad enzimitica y protefna de todas las
fracciones juntas de cada pico cromatogrifico se pueden obsexr
var en la TABLA IIL Como se puede apreciar, ambos filtrados
enzimiticos parten de una concentracifn similar de protefna,
la cual fue recuperada en un 95% al final de la cromatograffa.
Las actividades enzimiticas localizadas en todo el pico II en
ambos casos, también muestran porcentajes de recuperacifn cer
canos al 90%.

Como se puede observar, las celulasas y actividades relaciona
das de ambos filtrados enzimdticos mostraron el mismo patrén
cromatogréfico en Sephadex G-150; sin embargo, con estos re-
sultados no se puede establecer una similitud entre los com~
ponentes enzim&ticos de ambos sistemas celulolfticos, ya que
es probable que el patrén cromatogrifico obtenido no sea una
consecuencia del peso molecular de las enzimas, sino una de~
ficiente resolucién de la columna cromatogr&fica utilizada.
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FIGURA 3.~ Patrones cromatogrfices de los filtrades enzimdticos
producidos por el hongo Aurecbasidium sp. a partir de
bagacillo de cafia (a) o a partir de ocelulosa micro-
cristalina (b). BAnbos filtrados enzimdticos fueron
pasados a travéc de una ooluma de filtraci6n en gel
con Sephadex G-150.




TABLA III.~ CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL EN Sephadex G-150 DE LOS
FILTRADOS ENZIMATICOS PRODUCIDOS POR EL HONGO Aurecbagidium 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 CcM BC CM
FILTRADO
ENZIMATIOO 52.0 60.0 90.0 282 556.0 N.D, 296.0 ~ N.D.
CONCENTRADO
PIOO I 13.0 0.00 - - - - - -
PICO 1T 22.0 56.5 82,6 241 512.0 N.D. 285 N.D.
PICO III 14.5 0.00 - - - - - -
RECUPERACION 49.5 56.5 82.6 241 512.0 N.D. 285 N.D.
(958) (94%) (923) (928%) (963)

(85.4 )

N.D.: No so detexminarom.
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Cuando los filtrados enziméticos producidos por el hongo
Aurecbasidium sp. en ambas fuentes de carbono fueron sometidos
a electroforesis con 8DS, se observ8 que las especies molecu
lares de ambos filtrados celulolfticos se distribuyeron en
un rango de 14,000 a 66,000 daltons (FIGURA 4). Estos resul
tados hacen diffcil pensar que proteinas con pesos molecula-
res tan diferentes pudieran ser eluidas en un nfimero limita-
do de picos cromatogrgficos. Por lo tanto, pensamos que la
columna cromatogrdfica utilizada no fue la m&s adecuada para
fraccionar las celulasas producidas por este microorganismo.

Aunque la cromatograffa de filtracibn en gel ha sido repor-
tada para fraccionar con éxito las xilanasas de Aurecbasidium
pullulans (Leathers, 1986) y las celulasas de Streptamyces
flavogriseus (MacKenzie, et al., 1984) y Schizophyllum cammmne
{Desrochers, 1981), en base a nuestros resultados decidimos
ahora fraccionar el filtrado enzimitico por medio de croma-
tografia de intercambio ifnico en DEAE-Sephadex A-50.

Para el fraccionamiento en DEAE-Sephadex A-50, la muestra

de filtrado enzimdtico concentrado se eluyé por etapas; frac
ciondndose en tres componentes (FIGURAS).El camponente I, el cual
comprende las fracciones eluidas entre 70 y 220 ml, fue elui
do con amortiguador de fosfatos pH 6.8 0.01M; en este compo~
nente detectamos dos picos de protefna. El primero de ellos,
formado por las fracciones que van de un volumen de elucifn
de 70 a 110 ml, presenta actividad de xilanasas y B-glucosi
das; el segundo pico, constituido por las fracciones eluidas
entre 120 y 220 ml, muestra actividad de celulasas, xilana-
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 finico
pico simétrico de protcina, en el cual se volvieron a mani~
festar las celulasas, xilanasas y B-glucosidasa.
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FLIGURA 4.-

Electroforesis cn gel de poliacrilamida con SDS de los
filtrados enzimiticos producidos por el hongo Aurecbasidium
sp. a partir de bagacillo de cafha (a) y celulosa micro-
cristalina (b), PM: marcadores de peso molecular.



o e =]
A | T L

»
T

n
I

CELULASAS (mg A.R./Fracc){0—0)
PROTEINA (mg/Frace.) (@)

8.0

. FIGURA 5.-

H
H
3

.
8

5

XILANASAS {mg A.R./Fracc.} (4—A)

8

N
/‘"‘r
-

U800
VOLUMEN { mie)

Fraccionamiento cromatogrifico en DEAE-Sephadex A-50 del
filtrado enzimitico producido por el hongo Aurecbasidium sp.
sobre bagacillo de cafia. El componente I fue eluido con
amortiguador de fosfatos 0.01M pH 6.8 (A); para el componente
IT se cambif la concentracitn a 0.075M (B) y para el campo-
nente III al amortiguador anterior se le agregb 0.2M de NaCl.

—
o

8

N
8

1.
&
B-3LUCOSIDASA (3 Mol PNF/Fracc) (&—A)

é

i |
»n
o



27.

Por dltimo, se obtuvo el componente III cuando la columna

fue eluida con amortiquador de fosfatos pH 6.8 0,075M, al
cual se afiadié 0.2M de NaCl. Rste componente estd formado
por las fracciones de Zuu a 600 ml y presenta un solo pico
de protefna, e el cual se detectaron nuevamente tres tipos
de actividad enzim&tica: celulasa, xilanasa y B-glucosidasa.

Como se puede apreciar en la TABLA IV, la proteina se recu-
perd en un 96% y las actividades enzim&ticas de xilanasa y
B-glucosidasa muestran valores de recuperacién de 93 y 91%,
respectivamente, lo cual indica que durante la cromatogra-
fia hubo poca pérdida de protefna y que las xilanasas y
B-glucosidasas no se vieron afectadas en su actividad.

Por otro lado, la actividad enzimitica de celulasas, al ser
fraccionada en los tres picos, no se recupera totalmente con
respecto al valor de la actividad del filtfado enzimidtico
concentrado aplicado a la columna; esto era de esperarse, ya
que .al quedar. separadas las enzimas celuloliticas despufs del
fraccionamiento, no pudieron actuar de manera sinérgica en

la degradacién 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
cromatograffia siempre estén presentes tres tipos de activida-
des enziméticas: celulasas, xilanasas y B-glucosidasa. Debi
do a esto, fue necesario demostrar que las actividades enzi-
méticas eluidas en diferentes picos, son en realidad enzimas
diferentes y que no se trata de las mismas enzimas arrastra-
das a otro pico por un fraccionamiento defectuoso del filtra
do enzimdtico. Para esto, se realiz6é una recromatografia de
cada pico por separado, utilizando el mismo intercambiador
i6nico y usando las tres condiciones de elucidén descritas en



TABLA IV.~ CROMATOGRAFIA DB INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-Sefadex A-56 DEL PILTRADO ENZIMATICO
PRODUCIDO POR EL HONGO .Aureobasidium sp. BN BAGACILLO DE CaARA

PROTEINA  RECUPERACICN CELULASAS FECUEERACTCN XILANASES FECUPERACION  B~GLIXOSIINSA FECUPERACION
(o) (¢) {(mg A.R. totales) ()] fng A.R. totales) ) niol, PP totales) ()

FILTRADO .

ENZIMATICO 58.0 100.0 100.0 100.0 §20.0 100.0 20.0 100.0
COMPOMENTE 4)°  27.8 49.0 29.5 29.5 a6 61.4 109 32.7
OMPONENTE I7} 18.6 32,0 20.1 0.1 734 11.8 139.3 42,21
COMPONENTE 1T 9.4 16.2 4.5 4.5 125.0 20.2 £4.0 16.4

‘Gcmum“ §5.8 95.0 54,1 54,1 579.4 93.4 301.3 91.3
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el experimento anterior. Con esto se observ8 que tanto la
proteina como las diferentes actividades enzimiticas de
cada pico mantuvieron su posicién en el cromatograma,y ade
més no se observaron otros picos de la misma actividad.

Cstos resultados indican que las actividades enzim&ticas

que se eluyen en cada uno de los tres componentes cromato-
gréficos son en realidad diferentes enzimas con la misma
actividad. De lo anterior se desprende que el sistema celu
lolitico extracelular producido por este microorganiasmo cuan
do es crecido en bagacillo de cafia, 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 enzimdticas producidas por el hongo Aurechasidium

sp. cuando ez crecido en bagacillo de cafia y cuando es cre-
cido en celulosa microcristalina, se procedif a comparar los
patrones cromatograficos'obtenidos en DEAE-Séphadex A-50 pa

ra ambos filtrados enzimdticos, ya que ambpos fueron realiza-
dos bajo las mismas condiciones experimentales (Larios, et al.,
1982).

En la FIGURA 6 se puede observar que el componente I de am-
bos filtrados enziméticos presenta actividad de celulasas,
xilanasas y B-glucosidasa. En los componentes II y III del
filtrado enzimitico producido en bagacillo de cafia, la pro-
tefina eluida muestra actividad de celulasas, xilanasas y
B~glucosidasa, a diferencia de lo que ocurre con el filtrade
enzimdtico producido en celulosa microcristalina, en el cual
para los componentes II y YII Ginicamente se encontraron celu-
lasas y no se detectaron xilanasas ni B-glucosidasas.
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Como se aprecia en la TABLA V, 1los filtrados enzimiticos que
fueron aplicados a la columna parten de una concentracifén si-
milar de proteina; la recuperacifn total de proteina fue alta
en ambos casos (99% y 96%) y la recuperacién de actividades

enzimiticas de xilanasa y B-glucosidasa fue de 92% y 98% para
filtrados enziméticos producidos en bagacillo de caifia. Estos
datos indican que la diferencia entre ambos patrones cromato-
grificos se debe a que la celulosa microcristalina, que es un
sustrato homogéneo en su composicibn, no induce 1la biosinte-
sis de mis de un tipo de xilanasa y B-glucosidasa, a diferen-~
cia de lo que ocurre en bagacillo de caifia. .

La aparente pérdida de actividad de celulasas observada en
ambos filtrados enzimdticos después de ser fraccionados se
debe, como se menciond anteriormente, a que al quedar separa
dos los componentes enzim&ticos no pudieron actuar de manera
sinérgica y por lo tanto no lograron expresar su actividad
real. Este sinergismo enzimftico ha sido reportado para la
mayorfa de los microorganismos celuloliticos (Wood y Mc Crae,
1978; Ghose and Bisaria, 1979; Fuji y Shimizu, 1986), inclu
yendo al hongo Aurecbasidium sp., en el cual ha sido demostrado
que cuando los picos cromatogr&ficos se juntan en la propor-
cibén adecuada se recupera el total de la actividad enzimitica
sohre papel filtro (Larios, et al., 1983).

La cromatograffa de intercambio ib6nico en DEAE-Sephadex A-50
ha sido empleada frecuentemente en los trabajos de fracciona
mienéb y purificacibn de celulasas y xilanasas (Eriksson and
Petterson, 1975; Wood, et al., 1980; Frederick, et al., 1985);
ademds, también habfa sido utilizada con buenos resultados
para fraccionar los filtrados enzimiticos producidos por el
hongo Aurecbasidium sp. en celulosa microcristalina (Larios,

et al., 1982).



CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONXCO EN DEAE-Safadex A~50 DE LOS FILTRADOS

TABLA V.-
=" ENZINATICOS PRODUCIDOS POR EL HONGO Rureobasidium sp. EN CELULOSA MICRO-
CRISTALINA (CM) ¥ EN BAGACILLO DE CARNR (BCT —
PROTEDNA TOTAL | REQPERACION |  CELILASAS RECUPERACION XILASS FECPERNION | B-Guosuesa | mecmERMcION
} {8) {mg A.R. totales) (8 A.R. totales) (3) {mMol. PAF totales) (%)
B B B S R o it B e o i 73 o J6C o =3 & B
FILIRADO
BZMITIO | 55 58 | 100 |00 242 {100.0] 100 |00 famso] e w00 {00 |420.0] 330.0 | 1200 fro0
CONCENTRADO
coFrRTE 1 22,8] 27.8) 4.4 48.0] ea5| 29.5] 308 29.5{e0.0]| 38 92.0 | 61.4 | 415.0 | 108.0 98.8 | 32.7
copamve 1| 19.9( 18.6] 36.2] 3z.0] s26) 20a{ 2.4 20.1) o00] 7.4 0.00f 1.8 ] o.00] 139.3 0.00} 42.21
covoveve 1| 12.0f 9.4 29 16.2] 2.0 45 g.55] 45| 0.00] 125.0 0.00{ 20,2} o0.00] 540 { . 0.00 16.4
FOOPERMCIONY sa.8] ss.e| ons] 96.0) 1565 sen)  6aa] se1feo.o| smal s20]9enafasof 3o 08.8 | 1.3




CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-Sefadex A~50 DE LOS FPILTRADOS

TABLA V.~
ENZIMATICOS PRODUCIDOS POR EL HONGO Aureobasidium sp. EN CELULOSA MICRO-
CRISTALINA (CM) ¥ EN BAGACILLO DE CANA (BCY
PROTEINA TOTAL | RECUPERMION CEIULASAS RECUPERACION XILANASAS RECUPERACTON B-GLUCOSIDASA FEQUPERACTON
(ng) (%) (mg A.R. totales) [{) mg A.R. totales) (%) mMol. PNF_totales) (%)
[¢]] BC [+} BC [+ K ™ BC ™ BC [+]] BC ™ [ (¢] BC
FILIRADO
ENZIMATIOO 55 58 100 100 242 100.0 100 100 435.0 620 100 100 420.0 330.0 100 100
QONCENTRADO
OOMPONENTE  I| 22.8 27.8 41.4 | 48.0 84.5 2.5 34.8 29.5 1400.0 381 92.0 | 61.4 | 415.0 108.0 98.8 | 32.7
m’ﬁ I 19.9 18.6 36.2| 32.0 52,0 20.1 21.4 20.1 0.00 73.4 0.00} 11.8 0.00 139.3 0.00{ 42.21
OOMPONENTE ITI) 12.0 9.4 21.9] 16.2 20.0 4.5 8.25 4.5 0.06 125.0 0.00] 20.2 0.00 24.0 0.00] 16.4
ROPERCION' sp.8| 58| 99.5] 96.0] 1565 5.1 644 561 {400.0{ s79.4| o020 |on4|as0| 3003 08.8 | 513
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El método de anilisis comparativo por cromatograffa, ha sido
también ampleado con buenosvresultédos por Gong, et al., pa-

ra comparar las endoglucanasas producidas por Trichoderma reesei
en diferentes etapas de cultivo; por Araujo y D'Souza para
caxacterizar las enzimas celuloliticas producidas por Aspergillus
terreus y su mutante UNG 1-40, asf como por Leathers (1986) para ana
lizar la protefna extracelular y las xilanasas proaucidas por
variantes en color de Aurecbasidium pullulans. Sin embargo, exis
ten muy pocos trabajos en los que se analice de manera compa-
rativa la composicifn enzim&tica de los filtrados celuloliti~
cos producidos a partir de diferentes fuentes de carbono., Para
el caso del hongo Trichoderma reesei, ha sido observado que la
proteina extracelular producida en presencia de soforosa como
fuente de carbono, exhibe un patrén electroforético en el cual

no se observaron algunas de las protefnas producidas en celu-
losa (Sternberg y Mandels, 1979). En el hongo termofflico
Talarawces emersonii, se encontrd que de las tres endoglucanasas

que se producen cuando este microorganismo es crecido sobre
celulosa, sb6lo dos de ellas aparecen en filtrados provenientes
de medios de cultivo con lactosa como fuente de carbono. (McHale
Y Morrison, 1986; McHale, 1987).

En nuestro trabajo hemos podido observar cémo a través del uso
del bagacillo de cafia es posible inducir un mayor nGmero de
xilanasas y B~glucosidasas en comparacifn con la celulosa mi-
crocristalina. Este efecto del bagacillo de cana de azfcar
puede ser explicado en base a que este desecho agroindustrial
es heterogéneo en su composicibén y contiene 30% de hemicelulo
sa ademds de, celulosa. La hemicelulosa en el bagacillo de cafa
"est& formado principalmente (90%) por xilanos, que son polime-
ros lineales de xilosa con enlaces B-1,4 y mdltiples ramifica-
ciones de’ arabinosa, rhamnosa y &cidos urbnicos.
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Probablemente conforme el microorganismo va degradando este
heteroposisacirido, se forman cierto tipo de inductores de
enzimas, los cuales no se producen'durante la degradacién
de celulosa microcristalina.

Como parte de la caracterizacién de los filtrados enzimiti-
cos producidos en bagacillo de cana por el hongo Aurecbasidium
sp., se procedif 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 cromatogré
ficos obtenidos en DEAE-Sephadex A-50. Como se puede obser-
var en la FIGURA 7d, los filtrados enzimiticos completos mues
tran cuatro bandas bien definidas de protefna y una zona de
barrido (parte superior del gel) en la cual existen a su vez
cuatro bandas de proteina, las cuales sb6lo fueron evidentes
cuanio se corrieron muestras con menor concentracién de proteina.
Esta zona de barrido corresponde a la protefna eluida en el
compdnente I del intercambiador iénico (FIGURA 7a). El com-
ponexte 1 del intercawmbiader iénico (FIGURA 7a). ELl compo-
nente II presenta dos bandas claramente definidas y una ter-
cera banda muy discreta de protefina hacia la parte superior
del zel (FIGURA 7b). EL componente III (FIGURA 7¢) presenta
una evidente banda de proteina y hacia el final del gel apa~
rece un ligero barrido y finalmente una banda muy delgada de
proteina.

Comc se puede apreciar, las bandas de proteina de cada uno de
los tres componentes son diferentes entre sf, lo cual viene

a ccrroborar que cada componente cromatogréfico estd consti-
tuildc por enzimas diferentes con el mismo tipo de actividad.
También se puede observar que la suma de bandas de protefna
de los tres componentes es igual al nfmero de bandas del fil
traco enzimitico no fraccionado utilizado como control.



FIGURA 7.~ Electroforesis no d&maturalizmte en gel de poliacrilamida
: delompmentel(a),cammen(b) ycmpmmhem(c)
cbtenidos por cromatografia de intercanbio ifnico
DEAE-Sephadex A-50, camparados oo el filtrado mzimﬁtio)
campleto (d).
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pPor medio de este tipo de electroforesis pudimos saber que en
cada componente cromatogr&fico existen al menos tres diferentes
proteinas, las cuales son responsables de las actividades enzi
miticas detectadas.

De los resultados obtenidos en este trabajo se desprende que
el hongo Aureobasidium sp. estd capacitado genéticamente para
producir diversas isoenzimas necesarias para la degradacidén
de materjales lignocelulésicos nativos (sin pretratamiento),
pero hay una variacién de la composicién enzim&tica, depen~
diendo de la fuente de carbono que se adicione al medio de
cultivo. Este comportamiento se pudo observar claramente
cuando el microorganismo crecid en bagacillo de cafia 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 sblo se produce
un tipo de xilanasa y un tipo de B-glucosidasa.

Cozo se menciond en los antecedentes, la variacidn en la com-
posicién enzim&tica de los filtrados celulolfticos producidos
en diferentes fuentes de carbono por un mismo microorganismo
ha sido poco estudiada, la mayor parte de los trabajos estén
dirigidos a analizar el efecto de.la fuente de carbono sobre
la produccidn de actividad, y en general se abocan a medir
los niveles de actividad que se producen y no el tipo y pro-
porcibn de las enzimas responsables de las actividades. Sin
embargo, de acuerdo con  estos resultados, se concluye

que para el hongo Aurecbasidium sp. la actividad celulolfitica
de los filtrados producidos en bagacillo y celulosa micro-
cristalina no sblo depende de la variacibén en la concentra-
cibn de las enzimas producidas, como en el caso de reaccio-
nes catalizadas por una sola enzima, sino también de la varia
cidn en los tipos de enzimas que constituyen los filtrados
con actividad celulolftica.
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El hecho de poder producir filtrados enzimiticos enriqueci-
dos en xilanasas y B-glucosidaszs mediante el uso de bagaci
llo de cafia como fuente de carbono es muy importante, ya que
con la presencia de miltiples xilanasas es posible aumentar
la hidr6lisis de la porcidén de hemicelulosa contenida en los
desechos lignocelulésicos y de esta forma aumentar la super-
ficle reactiva de la celulosa. La importancia de contar con
mGltiples B-glucosidasas radica en que estas enzimas hidroli
zan celobiosa, que es un producto que cuando se acumula inhi
be al sistema celulasa de muchos microorganismos.

Hay que recordar que la degradacidén de los mater:ales ligno-
celulésicos resulta ser un problema complejo debido princi-

palmente a que ademds de celulosa se encuentran otros compo-
nentes como hemicelulosa y lignina, por lo tanto, una prepa-
racifn celulolftica constituida por mGltiples enzimas capaces
de hidrolizar a estos componentes, permitir§ llevar a cabo

una mayor bioconversién de estos materiales sin necesidad de
recurrir a la aplicacibn de costosos pretratamientcs f£isicos

y/o quimicos.

Por lo tanto, estos resultados tienen una doble ~entaja desde
el punto de vista prdctico, ya que las preparaciones celuloli
ticas pueden ser producidas a partir de bagacillc de caiia,
con lo cual se logra un ahorro en la fuente de carbono, pues
el costo de los materiales lignoceluldsicos de éssecho sin
pretrétar 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 aplicar las enzimas
asi obtenidas, directamente sobre materiales ligncceluldsicos
sin pretratar y lograr la hidr6lisis de los principales com-
ponentes de estos sustratos.
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Estos resultados deberdn ser posteriormente ampliados con
estudios sobre la caracterizacibén bioguimica de los princi-
pales componentes enzimiticos responsables de la hidr6lisis
de celulosa y hemicelﬁlosa, asf como mediante experimentos
en los cuales cada filtrado enzimdtico o mezcla de ambos
sean utilizados para pruebas de sacarificacibn de materiales
lignocelulésicos a tiempos largos de reaccién y a mayor es-
cala.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos durante el desarrollo de
esta investigacifn,se puede concluir lo siguiente:

1) El método de concentracién por ultrafiltracién con
flujo tangencial resultdé muy adecuado para concen-
trar el volumen de filtrado enzimdtico obtenido del
fermentador, ya que cada una de las diferentes ac-
tividades enzimiticas pudo ser concentrada cinco
veces en 45 minutos, préicticamente sin pérdida de
actividad.

2) El filtrado enzimitico del hongo Aureobasidium sp.
producido en bagacillo de cafla, pudo ser fracciona
do por cromatografia de intercambio iénico en DEAE~-
Sephadex A-50. Este método nos permiti6 conocer
que este filtrado enzimitico estd constituido al
menos por tres tipos de celulacsas, tres xilanasas
y tres B-glucosidasas.

3) La electroforesis no desnaturalizante en gel de
poliacrilamida indica que el filtrado enzimético
producido en bagacillo de cafia contiene nueve ban-
das de protefna, y que cada uno de los tres compo-
nentes cromatogré&ficos obtenidos en DEAE-Sephadex
A-50 llevan tres bandas de protefna,diferentes unas

de otras.

4) La comparacién cromatogrdfica de los filtrados enzi
mdticos producidos en bagacillo de cafia con los fil
trados producidos en celulosa microcristalina, de-
muestra que existe una diferente composicidn enzimi
tica entre ambos filtrados, especificamente 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 Aurecbasidium sp.
fue cultivado en celulosa microcristalina.

Estos resultados claramente indican que existe una variacién
en la composicibn enzim8tica de los filtrados celuloliticos
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-
terés préctico, ya que el sistema celulolitico producido en
bagacillo de cana, ademds de tener un costo menor por ser
producido en un desecho agroindustrial cuyo precio es suma-
mente bajo comparado con la celulosa microcristalina, esté
constituido por un mayor nGmero de xilanasas y B-glucosida-
sas, con las cuales se favorece el aprovechamiento integral
de los desechos lignocelulbsicos, evitindose con esto el uso
de costosos pretratamientos con los cuales se pretende aumen
tar la bioconversibn enzimitica de estos materiales a azfca-
res solubles fermentables.
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