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SUl1t!ARY 

A cel lulolytic bact11rriun1 was isolated from a 

carboxymethylcellulose praduction plant,where it caused dramatic damage due 

to its high cel lulolytic activity. Toathpastes in which this C.H.C. nas 

being used as a thickening agent were liquefied and their containers b~came 

inf lated. Eight bacterial strains were abl~ to graw and decrease tha 

'riscosity of C.H.C. broths. One of the&e strains wats selected far further 

i~vestigation due tr, its high activity toward• this polymer. lt was 

jdentified as Bacillus circulans. and found to produce endo-0-1,4-glucanase 

with pH and temperatura opti~a of 7.B and so•c regpectively. It also showed 

Qood activity townrds native cellulose. Candi tion!J for optimum 

~ndoglucanase production ware a mediu~ containing 8 gil sugür cane bagasse, 

5 g/l peptone, 2 gil yeast eKtract and 5 g/l NaCI, at a pH of 7.6 and 

incubation temperatura of Jo•c. Diauxic growth a.nd im:rease in 

endoglucanase activity throughout the fermantation werc observed on this 

rr1edium in a 1 l fer111entor". The bactarium shoWed excellent endoglucanaZe 

ai.ctivity, but would have to be usad in conjunction with other enzymes to 

degrade cellulose completely. 
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REstn:N 

Fu• d•tect•d.a una canta•inación •icrobiana t!fl una 

usad.a 

•l<:roorganis- causaba dallD!I 

para ••pesar pasta 

dr.Uticos debido .a 

de dientes. El 

su alt• ac:ti vi dad 

carboxi .. tilcelulolitica1 el producto ..,.tralN licuefacción y abo•baoiento 

en el racipiente qua lo canbrnia. F...,ran .aisl<tdas ocho c11paG de la C.H.C. 

cont-inada y H wleccian6 ....,.11.a que ..,.tl'O _,.... .acUvid<MI Nc:ia el 

poU .. ro. El •icroorgani.- fue ·identificadO CClllO 1lacillm1 circulftD!i. y 

..,.tró ac:Uv.t.dad ttndo-11-1,4-olucanau y haci.a c•lulosa nativa, a una 

~r.atur.a y un pH 4pU..,. de :io•c v 7 .a rni-ttv-te. El •clic d• 

cultivo 4pUllO p.ara •l creci•iento del aic:rOGr!IMl.., con l.a aayor 

prodúeciOll de l•• eniius celulaUtic.as fue •I siQUientcn BQll dR bn9axo de 

. .a~llc.ar de c:al'la, :S Q/l de peptona, 2 llll •Mtracto de levadora, S 9/1 de 

Ne.Cl, y un ptt-7 .6 y tesper.atura ckt incubacidn do JIQ•c. Durantq la 

111r-.tac:ión en el fera.ttadot' de l l w DbHl'YO .., creci•iento lliauMic:o 

cm au-.to en la actividlOd endolllucMHa. La becteria 111H1tr6 exceh:nte 

ar.Uvid.ad ~do!llUCMHA, .... ........... ....... .....adar coap1Rt""*1te l• 

celulotWI n.ativ.a " nec ... ria usarl.a un conjunto con otra• eniiaas. 
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1.- .INTRODUCC:ION. 

Desde que se logró la fabricación de preparados a base de enzimas 

libres de células, hace aprox:imadamente cien años, numerosas centros de 

investigación e industrias se han interesado en desarrollar procesos 

enzimáticos, ya que el uso de enzimas ofrece ventajas na sóla económicas 

sino también de simplificación de procesos. Estos catalizadores biológicos 

cr.talizan reacciones qu.imicamente difíciles, son altamente espacificos, 

actúan en condiciones suaves de reacción y las productos de reacción se 

et·. tienen 1 i bres de sut•productos. 

Se han reportados ~s de tres mil mnzimas aisladas; sin embargo, 

dE-1 el las t;ólo cerca de veinticinco son utilizadas técnicam11nt:e y cinco 

ctrmpañías c.ontrolan el SOY. del merca.de de catalizadores biológicos. 

lie es to se despreinde 1 a necesidad de dedicar un e~ tud io sobre la 

pr·oducción de una enzima quei proineta su industrialización. Se pien5a en el 

er;tudio de un sistema de producción de las enzünas 14 Celulasasw 1 por ser 

enzimas de interés econóinico y social, dadas sus m1..H tiples aplicaciones .. 

El mayor impacto que resulta de la aplicación de est.;1s enzimas e~ 

probablemente su empleo en el aprovechamiento de d•sperdicio9. Un volumen 

considerable de residuos resultan de la cosecha o procusamiento de 

alimentos, principalmente de aquellos que pertenecen al ramo de los 

cereales y las leguminosas. La .composición e9enci•l de estos residuos son 

polímeros complejas de carbono, fundamentalmente celulosa y en menor 

cantidad hemicelulosc-: y lignina. Estos de!iperdicios pueden eventuall'Jlente 

aprovecharse como f•Jente de carbono en procesos fermentativos y can 

frecuencia es necesa ... io hidrt·lizarlos a cadenas hidrocarbanadas pequeñas 

para ser utilizados ~~r los microorganismos. 
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El uso de celulosa en la nutrición hu•ana y ani111al ha sido 

deseado desde hace a~os 1 pero no se ha logrado una 'bknica econ6,.icamente 

viable para aprovecharla. Sin embargo, se han desarr'ollado nuevos procesos 

como el de la producción dg carbohidratos de calidad nlimonticia y 

concentrados de prote!~a a partir de celulosa, obteniéndose glucosa, -an 

forma sólida O COlllO jarabe-, y proteina unicelular !SCP>. 

(ref.Reese,E.1975). 

l.a celulosa pueda lier hidrolizada a glucou por algunos métodos 

quirnicos y enzimáticos. Tambión por otros ~ótodos, poco convencionales, 

tales como el romp1•iento fJ.gico, trata11ientos con •oluciones alcalinas o 

alta presión, y apl1.caci6n de particulas de •lta enero'ª atómica. 

El procesn de hidnUiais enzimática tiene la ventaja de operar 

bajo cor1diciones fL~ica11 y químicas no drAsticass ad&Ua, el producto final 

de reacc.ión es sola.119nte gluc:o•a, con un alto rendi•lcnto, lo que es una 

gran ventaja sobre !a poca especificidad, bajoe rendi•ianto'3 y considerable 

formación de subproductos, carac;teristico~ de la hidrólisis tkida. 

l.as celulasas •on capaces de rmiper "la pared celular de 

vegetales, f'11cilitando asi la extracción de componRntus iaiportantoa tales 

como aceites, jugos, saborizantes de fruta& y vRQatales, proteínas, aoar de 

algas marinas, az!lcar de papa, almidón de •aiz. Aunque lü l\ayor parte da 

estas aplicaciones actualmente están rastringidas por el al to costa que 

implica obtener el cofl'lplejo enzimAtico. 

Estas enzimas no solamente tienen aplicaci6n en la industria 

alimentaria sino ta1nbién en industrias colfto la 'far••céutica y textil •. Como 

ejemplo de cada ur.a, puede mencionarse su utilidad en la extracción de 

aceites con caré.ctl!r far11acOOtico o da fra;ancian, y su actividad sobre 

papel, la que permite modificar caracteristicas talet1 como la resistancia 

1 isica y la abscrbancia. 
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Las enzimas celulol i. ticas también pueden ayudar a disminuir la 

contaminación, actuando en la digestión de reeiduos de excreción en 'fosas 

sépticas y drenaje, y sobre desechos sólidos. 

Con todo, la utilización intensiva de las celulasas presenta 

problemas, siendo las 1 imitaciones fundamentales las siguientes: 

aJ .- El alto costo que implica obtener la &nzima libre. Esto 

obedece a procesos ooco eficientes de producción, quo en parte se d~be a 

los tiempos largos de fermentación que so requieren y a los bajos 

rendimientos de proe1ucci6n. Aunque. e>eitsten molios, bacterias y levaduras que 

producen enzimas Cf"!luloU.ticas, en la mayor parte de los estudias se 

reparta a los mohos cotno los mayores productores, a pesar de qua los mohos 

son microorganismos que requieren un tietnpo largo de fermentación. 

bJ .. - Baja estabilidad en condiciones de reacción. 

e).- Dificultades para la recuperación de la enzima de'!>pues de 

la hidrólisis, problema que podr!a solucionnrse, para su9trato5 de hajo 

peso t'lolecular, inniovilizando la enzima en un soporte adecuado, y reducir 

asi, el costo del proceso de hidrólisis. La heterogl!'J"leidad "del medio 

dificulta esta operación. 

d) Di1icil ataque u ciertas formas estructurales da la 

celulosa, problema que ha sida parcialmente subsanado con las técnica~ do 

pretratamiento, ya que proporcionan al ta reactividad y acc~sibilidad de la 

enzima, aumentando así la eficiencia del proca,sa d• hidrólisi5i. 

e) Necesidad de contar con actividades adicionales que permitan 

de9t"'adar coinpuE?Stos a los qua la celulosa está comúnmente asoc;iada 

Chemicelulosas y ligninasas.) 

f) Necesidad de contar con complejo• celuloliticos completos, es 

decir, que contengan las ar:tividades que aseguren la transformación de 

celulosa nativa en glucosa. 



2,- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS. 

El presente trabajo se originó cuando se detectó una 

contaminación .. icrobiana en una planta productora de carbo>:irietilcelulosu, 

donde causaba daños dri1.l'IA tic os debido a BU alta actividad 

carbo>ei11etilcelulolitica. Esta carbowimetilcelulosa se utilizaba. como 

agente espesante en pastas de dientes, lali cUales l90str•ban una reducción 

de viscosidad dr.!istjca y abombami•nto de los tubo• en que se encontraban. 

Se aislaron 8 cepas bacterianas a par-tir de carboxirnctilcelulos.:i 

contaminada por bacterias capaces de crecer y diu•inuir la viscosidad de 

caldos que contenían carbo>eimetilcelulosa co110 ónica fuente de carbono. Sa 

seleccionó la cepa que mostraba la mayor actividad hacia este poli.mero. 

Considwrando entonces la elevada activid•d del microorganismo 

aislado, aunado al hecho da que los procesos fermentativos bacterianos son 

en general más productivos que los fungalee, dado lo& menores tiempos d&!' 

fermentación, y considerando también la mayor atención que han recibido las 

celulasas fungale9 con respecto a las bacterianas, y finalmente, la. 

posibilidad de efectuar en el largo plazo, con mayor facilidad, 

madi f icaciones genéticas ( ing•nieria genética o mutaciones clásicas), se 

concibió el presente proyecto cuyos objetivos !iº" los siguientes: 

1.- Identificar la bacteria celulolitica. 

2.- Optimizar el medio de cultivo y las condicione•. de 

crecimiento para la mayar producción de la enzima. 

3.- Estudiar la cinética de la producción d• la enzima , en un 

fermentador de 1 litro, con l'.'l fin de def.inir un proceso para la producción 

de la!I rmziraas. 
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3, -GENERALIDADES 

3, 1 CELULOSA 

La susceptibilidad de la celulosa il la hldróli•is enzi•Atica 

está controlada en buena ••dida por el tipo de sustrilto y por lil 

accesibilidad de la enzima al sustrato, ya ••a Hta extracelular o que eaté 

unida a la superficie del ,.icroorganisao celu'toli.tico. El contacto directo 

entre estas enzimas y las moléculas de sustrato e& un requisito esencial 

de toda reacción, dificultado considerablemente en este caso, ya que la 

celulosa es un sustrato complejo e in&oluble. AdeNs, e .. te contacto 5610 

puede llevarse a cabo por difusión de la enziJU o del or1¡1anis110 dttntro de 

la matriz de la estructura compleja de la celulosil. 

A continuación se dig,cuten alguna& caracteri•ticas 

estructurales, basadas en evidencias eMperirftentales con el 'fin de 

proporcionar una basa mAs completa para entender el proceso anzimAtic:o por 

el c:ual la celulosa es degrad•da. 

3. l .1 Estructura. 

Hace mAs de un siglo, en 1838, Payen. <Nickerson 19501 publicó los 

trabajos que realizó referentes a tej i.dm1 de plant•s· En el los concluyó que 

el esqueleto fibroso de las pl•ntas jóvene• tenia una entidad qui•ica 

uniforme y que pare.:.ia ser un polisacArido derivado de rniduo• de glucosa, 

con una estructura se11ejante al almidón. 

Sin embargo, este ·1uevo polisacárido •• diferenciaba del almidón 

en su comportamier.to frentl'· a la reacción con iodo, ya que P•r• que 
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;enerara el color azul ca,.acteristico que &e obtiene con la amilosa del 

al11id6n era necesario tratar previa1tente el polisacá,.ido con ácido 

5Ulftlrico. Payen purificó el poliuc6rido y le aplicó el nombr"e de 

celulosa, no11br.e que fue propuesto por el Comité Du1111 en su reporto a la 

AcadEH1ia France&•· Sin embarQo, aunque las conclusiones de Payen no 'fueron 

acept•das universalmente, s.í. •• llegó a un concepto común, el cual 

especi f ic• que loa principale5 · co111pon1tntn est,.ucturales de pl•ntas 

niltiv•• ••t•n for•adoti de complejos hc.ogénaosi característicos de cada 

especie de planta. 

Estudios •icroacOpicos e investioaciones físicas de 

birrefring9f"lcia e hincha11iento de fibras da celulosa apoyaron las 

conclusiones de Payen. 

M.i.s tarda, Even Cross y Bevan CNickeroon,R. 19:iO> suscriben una 

idoa diferente. Ellos proponen que la lignina, la celulosa, la pectina, la 

11ateria Qra•• y otros consti tuyant9s d• tej idog de plantas se encuont,.o!.n 

hor1oqltnea_,,ta an otro ca.puesto que quiso denominarse por los prefijos 

"ligno", "pecto• y 11adipo 11 y con la ter11im1.ción •celulosa", y se definió 

como mezcl•· hoaogénea de celulosa, lignina, haeicelulosa y ot,.os 

constituyentes. 

En 1920, •studio• de difracción d9 rayos X en fibras celulósicas 

mostraron que l•• astructur&9 lignificadas y patronea idénticos dado5 por 

•adera, algodón, juta y lino, presentaban una• estructure cristalina, dando 

origen a la teor.!a d• la celulosA como una estructura for1,ada por r99iones 

cristalinas y i11norfae acDflpaPl•das de lignina y otras fibras no celulós.tcas. 

Los estudios continuaron y, en la actualidad, se sabe que la 

estructura •olecular b•aica d• la celulosa es un pol.!IM!ro lineal de ocho 

•il a doce mil 11olécul•• de glucosa unidas por enlaces Qlucos.!dicos JlU-4>. 

Las eoléculas de C'3lulosa e;;tAn arreglad111s en 11bril la• que consisten de 
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cadenas de glucosa par-alelas y unidad por puentes hidr-ógeno. La estructura 

de cdda fibr-illa depende de la fuente de celulosa, siendo el algodón y la 

madera las fuentes mas estudiadas. 

Las fibras de algodón y de madera tienen una pared primaria finil 

(llamada 11 cuticula" en el algodón, y "lamela 11 en la mader-a) que está 

rodeada dt? una pared secundaría gruesa. La pared secundaria consiste de 

tres capas llamadas s1. 52 y 53. Las capas 51 y 53 se encuentran en forma 

rje hélice plana con respecto al eje de la fibra, y la 52 se encuentra 

p~ralela Al mismo eje. 

Dentro de cada capa. la celulosa y otros constituyentes de la 

pared celular se encuentran en forma de paquetes llamados "microf ibril las 11 
.. 

En cada microfibr1lla. las moléculas lineales de celulosa estan unidas por 

enlaces de hidrógeno y están asociadas en varios grados de paralelismo con 

.:ier-to orden; estas regiones se denominan "cristalinas" y, en el caso en 

que en ¡jlgunas regiones el orden es menor, se denominan •amorfas" o 

"parac.ristalinafi". 

Las dimensiones esp~:>cificas de las microfibr-illa!i y la relación 

espacial entre las regiones cristalinas y amorfas no están esclarecidas. 

Sin ~mbarga, existen tres modelos de los más aceptados. 

El primer modelo, concebido por Prestan y Cransha.w tCo¡.I} ing 

1969i, consiste en un corazón cristalino r-ode>ado por un estuche amorfo, que 

sólo contiene molécula~ de celulosa para el cpso del algodón, y quu en la 

madera, adem~s, también contit•ne moléculas de hemicelulosa y lignina. 

El modelo ideado par Hess, t1ahl y Gútter <Hess 1957) sugiere 

discontinuidades cristalinas periódicas en el cor-azón, observándose una 

r-egión cristalina y una región amorfa. Las microf ibril las están formadas 

por un m'.imero aprox:i.mado de 15 a 40 moléculas de celula9a y muestran una 

mínima dimensión de sección transversal de 35 A. El tercer modela, 
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propuesto por Man ley <Man ley 1964), sugiere que las moléculas se encuentri\n 

en cadenas delgadas iormando una cinta enrollada en forma de hélice. 

La celulosa vista al microscopio electrónico presenta una 

estructura cap1lar en dos formas; 

al Ca.pilare~ gruesos que dan lugar a paros, visibles al 

111icrci?copio electrónico, en ur. rango de 2000A a 10 micrones de diámetro. 

bl Cap1lares de la pared celular que dan lugar a espiacios entre 

microfibr-illas y muléculas de celulosa en ·1as regiones amorfas. Estos 

capil~res están cerrados cuando las paredes estan libres de ia.gua y abiertos 

cuando ta humedad es absorbida. (f ig. 1 > 

- --- - - -- ---- - --. -- .. - -- -- - ---- - - --... ----. ·- - ·, 

L----------------·--------•·- ------·----- .......... ·---- •·1 

Fig.-1 • Estructura de la ceiulosa. <a> Cr-onshaw, J. ,Prestan 1958 b) t-;tass, 

Mahl, Gutter 1957 e> Manley 1964> 
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L• celulas• .. pr.....,ta en cuatro .. tl"UCtura• crist•li,,.. 

óesiQlladaa COOIO celulos. 1, 11, J 11 y IV. EllH pulld.,, dtstinouir•• por sus 

~•ract.r.l5tic•• ... lOtl patron ..... difr•cci6n por ravae x. 
La c•lulou 1 ,.. .,cu...tra en f....,t .. natural .. , c.-. algod61t, 

.. dtrra, vtc., y n l•. forN cristalin• n•tiva. 

La c•lulou 11 ...... c-.tra "" Nt•rialn prac-dos c...., c11lofAn 

1 al9odón .. rc•rizado. 

La . tranaicidn 1111 celulosa 1 • 11 aa ablt a la rotación dll 

r"Hiduos dtt 11-vlucoaa c•rca dvl anlaca glucÓSidico. Low c¡rupas h1drod.la 

nUn caapl•t-tll Ubrn de lo• 11nlacn hidr6g- 1nt-lwc:ular1 •l 

9rupo hidroxilo d•I C-l farM un M'lhc• intrA11Dl11eular con •l itom da 

od~ 11n •I prOXILllO Millo. Esto psrail• qua H reduzca la cohlls16n 11n la 

ClllUIO'H. 

La celulosa 111 y IV .. obtienan tratando la celulosa con 

etil•ina .nhidra • ci11rtH t .. peratura• y .., diferencian 11ntre ai por la. 

taaaAos de los cristal ... 

Exi•t• una nu•va .odificación crist•lina dsnaainad• "C..lulowa-x•, 

obt11nid• al tratar •I algockln a pulpa da ... dar a con Acido clarh4drico 

conc11ntrada • t.apllratura -iantR, o con kido f.,.fOrico a SO •c. No .. 

tlan• int11rpr11taci6n dll la .. truc:tlira, pero pruebas con rayos X indic.., -

ti11n11n l•• .• , .... di_i_ que I• far .. de celulosa J\I. ( .,_, D. 

1964). 

3.1.2.- Conatl.tuyantn quiaicos de loa .. tariales c11lulO.icat1. 

En loa constituy ... tn quiaicos de la• fibrn 1111 Mtarialn 

celulósicoa H incluy8"1 calul.,.., i...icelulosa, lignina, Mtarial .. 

diverso& y pequ8'1aa cantidad811 de .. taria inorQAnica. 
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En la tabla I se prr:~senta la co11posic1ón U.pica de las fibras de 

algodón y de madera. 

TABLA 1 COMPOS 1C1 Otl DE ALGODON Y MADERA 

CCowling .,. Wynford 1969> , .. - - - -- -· - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
1 
1 
1 
1 

1 

CONS"f 1 TUYENTE 

Pro te in a 
<nxb.25) 

Celulosa 

Polisacár-idos 
celulósicos 

L1gnina 

Mat:er-ia les 
eMtrañas 

Cenizas 

no 

ALGODON 
'l. 

1.3 

99.0 

5.(1 

o.o 

2.5 

1.2 

ANG 1 OSPERt1AS G 111NOSPERt1AS 
'l. 'l. 

0.5 0.2 

44.9 4ó.1 

32.7 24.ó 

19.3 2ó.3 

2.3 2.s 

0.3 0.3 

L--------------- - - --- - - - - - - - -

La celulo9a es un pulimaro lineal 'formado por pares se glucosa 

unidas por enlaces glucosidicos (l(l-4), con un grado de polimerización 

mínimo de 15 y máximo entre 10,000 y 14,000. El grado de polimerización es 

el número de unidades de gluc:o41a por molécula., 

Con respecto a las hf'.>m1celulosas, en el algodón están formadas 

por sustancias pécticas y en 101 mader01 por hetcropolimeros de gluco~a 

xilosa, galactosa, mano!iia, arabinosa, asi como ácidos urónicos de glucosa 

galactoüa. Estos co1npuestos l'Stán unidos por enlaces (1( 1-3), (1( 1-6) y íl( 1-

4 >. El grado de pol imeriracijn no C?xcede los 200; ademA&, presentan grupos 

acetílo como constituyentes. 
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La lignina us un polímero tridimensional formado de alcoholes p

lu drm:icianam1l. Se cree que una porción de la. lignina está unida por 

erdclce covdlente con tilgunas hemicelulosas. 

Las materia•:; el'<tri\ñas son grupas heterogéneos no estructurales. 

son compuestos orgánicos, como 

alcaloides 

grasas, aceites, taninos, 

gomas, ";erpenos~ y varios constituyentes 

c~tDµlasm~ticos. 

Los materiules celulós.icos también contienen minerales, que 

l'IC:luyen elementos inorgánicas necesarios en Ias plantas. 

las paredes secundarias de lus fibras de algodón y de madera 

c:ons1sten de celulos?. cristalina 1 mientra.s que las hemicelulosa.s est¿¡n en 

Jü cuticul.,1, y los materiales extraños se enCUG!ntran en la lamela, y en li'I 

pa.red celu{ar al igual que los minerales. 

tleiren 2itnmt~rman { 1964) .• demostró que l<l celulosa se encuentra en 

conct?ntrac:ión al ta en la pared secundaria y disminuye hacia la lame la. Por 

ot:ra parte, existen bajas concentracionl!S de hemicelulosa y m1hcimas de 

tc:lulosa ocurren tm la capa S;,) de las angiospermas y en la 52 de las 

g1mnospermas. 

i::n la tabla 11 se presenta la composición 

polJ.sac~ridos en var"ias capas de fibras de madera. 
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TABLA II.- PORCENTAJES DE POLISACARIOOS EN VARIAS CAPAS DE FIBRAS 
FIBRAS PE MADERA <Cowling 1969! 

POLI5'1CAR!DO LAl'IELA Sl 52 53 

• <Xl (7.1 (1.) llD 

Angiosperma Celulosa 41.4 49.8 48.0 bO.O 
Hemicelulosü. 58.6 50.2 52.0 40.2 

GimnospE>nna Celulosa 35 .. 5 61,5 66.5 47.5 
Hesiícelulosa M.5 38.5 33.5 52.5 

Las fuentes de C&lulosa pueden dividirse en 6 grupos, que a 

continu"ción se mencionan en orden de abundancia: 

1) Tallos leñosos de angiospermas. La mayoría de ellas contienen 

40'l. a. 451. de celulosa. 24:1. • 401. de hemicelulosa y de 187. a 25% de 

lignina. 

2) Tallos leñosos de gimnospermas, cuya composición es: de 45X a 

50'% de celulosa, de 25i a 35Z. de hemiceJulos.:i y de 25Z a 35".( de liqnina .. 

3> Tal los de mono:otiledóneas <herbnjo tales como palme,.-as, 

bambú, trigo, arroz, caña.) Poseen de 25'l. a 40% de celulosa, da 25i'. a 50% 

de hemicelulosa y de lO'l. a 30'l. de lignina. 

4) Parénquima no ligni1icada. 

E~tán formadas de 801. a B5% d~ hemice1ulosa y de 15% a 20'l. de celulosa. 

5> Fibras no ligni1icadas o parcialmente lignificadas; por 

eJemplo, semillas de algodón y fibras de lino. Poseen de SOY. a 9SZ de 

celulosa y de 5'l. a 20Y. de hemicelulosa. 

6) Residuos agricolas y urbanos. Por lo general, los residuos 

agrl.colas contienen cerca del 204 al 50% de celulosa, del 50'l.. al 804 de 

hemü:elulosa, y lig11ina en 111enor cantidad. En la tabla III se presentan 

algunos &jemplos de residuos agrícolas. 
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TABLA !11 PORCENTAJES DE ALGUNOS COMPONENTES EN RESIDUOS 
AGRJCOLAS • . - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1 RESIDUO 
llGRICULA CELULOSA HEMICELULOSA LJGNINA REFERENCIA 

Cañt1 di? ;Jzúcar 35.987. 16.374 9.6 Tejada 1980 

F'aJa dr; cebada 40.44 28.30 < 18-20)7. Avilés 1980 

f-'ulpa de caté ( 12-20);( Velasco 1980 

Trigo 40.00 13.60 Sloneker 1976 
( ra~ troj •l) 

Soya 41.40 Sloneker 1976 
(rastrojo) 

I_ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Simil•rmente, en la tabla IV se muestra la composición de algunos 

residuos urbanos. 

TABLA 1 V • -PORCENTAJES DE ALGUNOS COMPONENTES EN RESIDUOS 
URBANOS (Cowling and Kirk 1976) 

- - -po;c-;n'taJe~ d; ;l~u~s-c~m~o~~t~ ;n-r;s.id~; ;.ba~s:-- -1 
RESIJlUO 
Uf<!lANO 

Per1órHco 

CELULOSA 

<40-55)7. 

HEM!CELULOSA 

<25-40);( 

LJGNINA 

(18-30)7. 

1 

1 

1 

1 

ilesperdi~io de (60-70)7. < 10.-20)7. <5-IO>'l. 
fibra cc.rrugada 

Desper'dicio de 
papel de fibras 
riuim.icas 

'- - - - -·-

<60-80)7. (20-30)7. <2-IO)'l. 

_____ J 
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3.2- DerivadOll da Celul09a. 

Debido a le gran resistencia que ofrece la celulosa nativa 

a l;¡ hidrOlil>is anzi,..tica, han sido upliilllenta usados los derivados 

soluble• de celulosa, particular..nte c•rboxi.etil-celutosa de sodio. Estow 

••teriales proporcionan cadenas aisladas ~e .al*=ula• de glucoea en 

soluciOn, lo qua Rvita la faMI de prehidrOliwiw. 

Los darivadOll de celul09A son far .. dos al ......,plazar el hidrOQeno 

v las ;rupow hidrodla pri .. rio V H<:undario, por Qrupos tales CDll!O tM1til, 

atil, hidrodatU, carbad-til, ate. La celul01la resultante es auv estable 

y los grupo• 11Ustituvantea no ,... eli•in•n ficil11Dt'1te. 

Estos 9rupa9 auatituyentn oc••ianan quR la celulosa no sea 

cristalin;¡ v ad"'"'• qua Ha -lubla en agua en funciOn del grado de 

sust:ituciOn (DSI y de ·la capacidad de Mlvatación de sus grupos 

sustituyentes. El valor DS se refiere al nóntero proaedio de gl"upo9 

•U•tituyentn en cada unidad de glucosa en la celulosa y est4. en un rango 

de 0.5 • o. 7 para Rl cual la ~lubilidad es coW1pleta dependiendo de la 

capacidad de solvatación da los sustituyentes. 

La susceptibilidad de l"" derivado• de celulotHI a la hidrólisis 

enzitNtica se incr819enta al incre .. enta.rse su solubilidad en agua y 

dis•inuir la capacidad de cristalizar en al punto de su completa 

solubilidad. DRspués de este punto, la susceptibilidad decae al increwientar 

al DS hasta la c09¡>leta inactivldod enzi•Atica1 en estR caso, el DS e• 

•avor que 1. 

Da los derivados de celulosa, 111 llAs i•portante es la 

carbo•i.,.tilcelulosa por sus tllÓltiplR& aplicaciones coao viscosanta. S. ha 
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comprobado que mue.hes microorganismos la pueden usar como fuente de 

carbono y su degradación es fácilmente detectable ya que puede ser medida 

determinando la ca ida de viscosidad de la solución. 

3.2.1.- Carbox1metilcelulosa (CMC). 

La CMC esnpezó a ser estudiada hacia los finales de la 

Primera Guerra Mundial por Jansen <Karilbinos 1954). El derivado 

celulolitico era utilizada como sustituto de gomas naturales, y no tuvo 

interés comercial sino hasta un poco antes de la Segunda Guerra Mundial; al 

misr10 tiempo, en Alemania, se descubrieron sus propiedades de detergencia. 

Bajo el nombre corner-cial de "Tylose HBRº fue 'fabricada por la 

planta 1'l{al le 11 de Farbenindustrie, dunmte toda la Sagunda Guer-ra Mundial, 

can la idea de ofrecer jabones y deter(jJentE?s sintéticas. Después de 

promover las caracteristicas de detergencia, éstas fuer-en confirmadas en 

laboratorios de Estados Unidos y la producción de esta sustancia recibió un 

gran impulsa, preparándose a gran escala bajo una variedad de nombres 

comerciales como "C1'1C", 11 Carbo4e 11
, "Cel lulose Gum". 

Aunque existen numer-osas técnicas para la producción de CMC, la 

técnica básica fue desarrollada por Jansen y más tarde perfeccionada por 

Chowdhurry y HOppler- <Kar-abinos 1954). Esta c9nsiste en tratar la celulosa 

can sosa cáustica y, posteriormente. se eterifica con monocloroacetato de 

sodio para formar carboximetilcelulosa y cloruro de sodio. La reac;ción 

puede ser representada en forr.1a simple con la siguiente ecuación. 

R-OH + Cl-CH COONa --------> RO-CH COONa + NaCI 
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Debe seflalarse que se encuentran disponibles tres hidroxilos 

para esterificación en cadá glucosa de la cadena que forma la celulosa. 

Pueden eterificarse cualquierci de el 105, o los tres al mismo tiempo, lo 

que defina el grado de sust.itución. Si un producto tiene un hidroxilo 

eterificado por unidad de glucosa (figura 2-1) ,se dice que tii?ne un grado 

•Je sustitución. Si el producto tiene los 3 grupos hidroxilos sustituidos, 

se dice que el grado de sus ti tuc ión es 3, (figura 2-2 > 

~H o-Cllz·COOll 
1 2 ,.,.,---· 

111 I \ 
.J(' }r-o 

\OH H I' 
\. . ' "----_J, 

1 1 
H OH lll 

fig.- 2.- Hidroxilos sustituidos. <Morrison 

Rydholm, CKarabinos 1954>, mostró que los grupos Cürboximetil 

atacan preferentemente al carbono de la glucosa en la oterificacién. Dyer 

y Arnold, (Dyer 1952>, con una técnica d1 terente~ también concluyeron que 

los grupos hidroxilo primarios son carboximetilados m'1.s fácilmente que los 

secundarios. En 1954, Allgen reportó las propiedades dieléctricas de la 

CMC, concluyendo que son similares a aquellas polielectrolitos con 

caracteri.sticas semejantes al ácido hialurónico y al ácido 

desoxirribonucleico. 

Se han sugerido una gran variedad de usos para lt'l CMC: 

anticoagulante, adhesivo, estabilizador en preparaciones farmacéuticas, 

agente dispersante en emulsiones, e incluso se le han atribuido propiedades 

la:~antes. 
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3.3.- Historia y origen de las Celulasas. 

Se han publicado numerosos articules sobr-e la historia de 

las celulasas. Podría decir-se que el interés sobre estas enzimas se inicia 

durante la Segunda Guerra Mundial, cuando algunos articulas de algodón y 

lana necesarios para el Ejército de Estados Unidos se descomponían 

rápidament.e en zonas cálidar.. A consecuencia de ello, la mayoria del 

carga1r1ento era desechado y se suplía con artiéu los que no er-an funcionales. 

Con el "fin de encontrar una solución inmediata al problema, algunas 

or'ganizaciones del Ejército instalaron laboratorios de investigación; fue 

únicamente "Corps. Guartemaster" quien desarrolló un programa básico que 

consistía en estudiar' la naturaleza de la dascomposición, los organismos 

causantes, los r1ecanisl'los de acción y los métodos de control. El profesor 

William Weston dirigió tales trabajos. 

Algunos años más tarde, el Dr. Ralph Siu ~stableció un proyecto 

similar cuyo objetivo era contíolar insectos sin al uso de insecticidas. El 

Dr-. Siu trabajó en el proyecto durante dos años, continuado posteriormente 

por los Doctores David Bailey, Gabriel Handels y Fred Ocsterling. del 

Centro de Desarrollo Natick del Ejército norteamer"icano. 

Los estudios básicos fueron iniciados por el Dr. W. Lawrence 

White, micólogo, cuya misión fue determinar .los organismos causantes del 

deter"'ioro en el equipo del Ejército. Cuando identificó los organismos 

r"'esponsables, regre03ó a su Vida académica, dejando la siguiente fase d,e la 

investigación al Dr. Siu. 

La siguiente fat;e consistió en evaluar la capacidad de los 

microorganismos aislados para degradar"' algodón, lana y otros ~ateriales de 

interés para el Ejército, <Reese 1976). Hiles de microorganismos fueron 
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incubados en fajas de materiales textiles y cada faja fue probada midiendo 

la pérdida de su fuerza tensora. Los organismos más activos fueron 

comparados con microorganismos incubados en matraces agitados y se probó su 

i..:apac idad para producir la enzima responsable de la hidró 1 isis. 

Poster'"ionnente se probaron diferentes materia les, como protcí.nas, maderas, 

polisacáridos, plásticos y varios ésteres, pero finalmente el programa se 

r.ancentró en la celulosa. 

Tiempo después, tres desarrollos eKparimentales de la década de 

los 40's simplificaron las investigacione~ de la degradación de la 

celulosa: la cromatografia, el empleo de la enzima glucosa oxidasas y el 

uso de derivados solubles de celulosa. Con la ayuda de la cromatografi.a se 

detectc:aron rápidamente los productos de hidrólisis y se separaron 

componentes enzimáticos; el empleo de glucosa oKidasa hizo posible 

identificar glucosa rApida y definitivamente y los derivados solubles de 

celulosa permitieron preparar soluciones de celulosa en cue5tión de 

minu~os. lo que facilitó el trabajo. 

Va en la década de los 50' s un estudio comparativo de una gran 

cantidad de microorganismos r·evelO que la celulasa estaba formada por un 

complcJo de 3 enzimas < Ghose 1969 l. 

1) La enzima Cl, 11 amada así porque 6e c:re.La que era lo 

primera que actuaba sobre la celulosa cristalina, modificándola para que 

las demás enzimas pudieran seguir actuando. 

2> La enzir.ia Ende fHl-4> glucanasa, o Cx, que actúa al a;:ar sobre 

la celulosa no cristalina, derivados solubles de celulo~a y 0'1-4) 

oligómcro~ de glucosa. 

3) La enzima B-glucosidasa, la cual convierte celobiosa y 

celotriosa a glucosa. 
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Mientras que se desarrollaba este concepto, se seleccionó al 

microorganismo Ir:i&.h.oderma vi!'.:.Í..d.2~ como la mejor 1uente de una de las 

l·mzimas del complejo enzimático: la celobiohidrolasa, (CBH). Se trata. de 

una enzima que remueve unidades de celobiosa de las terminales no 

r-eductora5 de la cadena de cC?lulosa. Sin embargo, algunos autores opinan 

que es la misma enzima que ex. A partir de estas discrepancias, E. T. Reese 

y Col, <Reese 1975), sugieren un mecanismo de acción de las celulasas, el 

cual se muestra simplificado en la figura 3. 

Cl Cx B-g lucosidasa 
Celulosa-----> Celulosa reactiva-------> Celobiosa------> Glucosa 

fig 3.- Mecanismo de acción de las celulasas de acuerdo con 

Reese y col C R&e$e 1975 > • 

Actualmente el mec-3.nismo de acción de las celulasas se ha 

resumido en un complejo de cuatro enzimas cuyo mecanismo es mostrado en la 

figura 4 

Cel obiohidrolasa B-Glucosidasa 

Celulosa-------> Oligosacaridos --------> Celobiosa-------> Glucosa 

Celobiohidrolasa 

Endoglucanasa 

fig. 4.- Mecanismo actualizado de las celulasas (Fogarty 1983) 

En la tabla V se muestra la caracterización de dos compuestos 

celuloliticos de acuerdo con las enzimas de la figura 4 y en la tabla VI se 

demuestra una caracteristica general de estas enzimas: su efecto sinérgico. 
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TABLA V.- CANTIDADES RELATIVAS DE ENZIMAS CELULOL!TICAS PRODUCIDAS 

POR ~f~~_y_A, oiger. <Fogarty 1983>. 
r ... ---------------------------------- -1 

Enzima Y.total do la proteína extracelular. 

Ce lobiohu1 rol asa 

Endoglucanasa 

1 Glucosidasa !_ ___________ -

50-80 

a-12 

0.2-1 

A. niger. 

o 

2-3 

2-3 

- - ! 

TABLA VI EFECTO SINERGICO DE ENZIMAS DEL COMPLEJO CELULOLITICO DE 

DOS HONGOS \Fogarty 1983). 

1- EnZiiña - - - - -
1 

- V. de Solubiliza'CiÓn dé .iig0dóñ - - - ¡ 
1 Wlllfilli T .koniogii 

Celobiohidrolasa <CBH> 2 

Endoglucanasa <EG> 

G l ucos1dasa < G > 

CBH+EG 58 

CBH+EG+G 71 

CBH+G 19 

sobrenadan te 71 

o 

53 

72 

20 

71 

En 1962 1 la Dra. Mary Mandels <Reese 197bl puso su atención en el 

uso de celulasas para convertir vegetales en productos digeribles. A partir 

de este hecho las investigaciones posteriores no solamente se enfocaron a 

prevenir la contaminación por microorganismos celulolí tices sino que 

también se dirigieron a promover su producción. 
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EL Dr. llo5~• Katz, <Katz et al 19bBl, d"""stro que por hidrOlisis 

lmZi,..tic•s podri.an obtenerse rendimientos de glucosa de un 30X. lo que 

oc•sion6 pen~ar que uo er"a 'factible usar c&lulosa ca.o fuente de glucosa, 

y& que ex1st&a una ir1dustria que anualanente produci.a •i 1 lones de toneladas 

Ce Qlucosa a partir de al•idOn. 

El Dr. Tar·un 6hosu, C6hose 1969), desarrolló un sistema de 

hidrOlisi& continua GUe separaba gluco•• de los productos de reacción. Esto 

per•i tia que la enzi11a y el sustrato regresaran al reactor, auMmtando as.á. 

•l rendi~i•nto en un 101 

Por otro lado, l• Dra. f'tandels, <Reese 1976>, desarrolló mutantes 

que produci.an cuatro veces laAs anzi~as que los ~icroorvani5'IOS ori9inales. 

Todos nto1 ava.nces di•ron lugar a que auchos laboratorios 

reconsider•r.n la hidrólisis de celulosa coao una fuente econO.ica de 

glucosa. S& iniciarDf'1 cientos de investigaciones¡ de las •As iflllportantes se 

puedan llMM'ICionar la& elaboradas por el Dr. Tov•••, del J•pón, quivn co.enzó 

a usar las calul1.s•s para convertir aserrín y paja en azúcares 

fermentables. 

En el ejé .... cito 1 DiKon Brandt, (Brandt et al 1973>, hi20 un 

estudio de ingeniería quhlica sobre la hidrólisis de desperdicios de 

celulosa, con resultndos econóaicos prometedores. 

En la Division de 1.nvesUgacit>n ~e Natick fue supri~ida la 

investigación sobre celulasas, y en ~u lugar se estableció un grupo 

dedicado al estudio sobre la prevención de la contiUtinaci6n y localiz~ción 

de nuevas fuentes de en•rgá.a. En estos Ktudios se hizo patvnte nuevaaanta 

la i•portancia de la conver~16n de celulosa a glucosa. HA• tarde, Leo Spano 

obtuvo el financia•1ento necesario para establec11r 1 en 1974, una planta 

piloto de producción de 11lucosa a partir de celulosa. 
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Hay una Vf\sta información d11l estudio da la• celulasa• que 

incluye te••• rafer1mtes tanto a la naturaleza y CCN1ponentes del 1iiste11a 

celul•••• aai ca.o la 11ccasibilidad enzi,,.Atic• de la celulosa, 

digestibilidad y potencial nutricional, producción y aplicaciones 

ca.terci•les. La inforiaaciOn ~•s reciente se refiere a prliiltratamiRntos para 

.incr89ent•r Ja acces.ibilidad a. 11aterialn de deSperdicio de celulosa como 

res1dUCK de nadara, residuos ac¡¡r.icolas, bagazo da caAa, paja, aserrín y 

residuos al i1MK1ticio!::. 

T••bién exi•ten Asociaciones;, y n011bres cla.va1 dczntro de la 

'1istona de las celulasas cO<IO American Che11lcal Soc:iety, Division of 

1:e11ulo•"• o "°'"brlltl c.-. J,H Dus...,bury, R.13.H. Siu,J.F, SaHan, E.T. 

Heese, B.R. Bu-oardt, ftary P1.-indel6, Leo A. Spano• quianas en su 1ttayoria 

enfocan su• estudia. a un objetivo co•ón, que puada dividirse en vario• 

puntot11 

1.- Ayudar a rasolvur lo• probl•••s modernos de desperdicio. 

2.- Dis.in.,ir la contaminación d"I ""'dio a1>bicmto. 

3 .. - Auuntor' las fuentes aliinenticias tanto para animale9 como 

p~ra huaanoss. 

4.- Dis11inuir la d"p<indencia del ho11br'e a lo,; combustibles 

fósiles, proporcionarido una convenientCJ y renovable fuente de energ.í.a. an 

for11a de etanol. 

S.- Proporciooar un 11ercado de lag m.ador•s duras de baja calidad 

y otras •chatarr•s vurdes" que se de&arroll•n en tierra• pobres. 

6 .. - l•pulsar los Centros de Investigación para aquello•. qua 

degarrollan nueva tar.noloo!a. 
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3.4.- Microorganisaos Celulol!ticos. 

La celulosa nativa es enzi11áticamente hidrolizada por 

un grupo de enzima'i lendo-gluc:osidasa, exo-glucanasa y B-glucosidasa) que 

~on producidas por muchas esoecias de organismos vivos. Entre el los se 

incluyen microorganismos aerobios, como aquél los que ge encuentran en el 

;uelo y anaerobios C.:Cl'IO los que se encuentran en el tracto intestinal, 

responsab tes de la digestibilidad de celulosa en ani11ales. También 1:xisten 

..:elulasas que se cree son producidas por el ~ropio organismo, como ocurr-e 

an el pez plata, caracol y .:iertas termitas; entre éstas, por ejemplo, 

presenta actividad celulolitica en el abdomen, 

<Poutts et al 1974), l'lientra.s que en otras su actividad celulolitica está 

asociada con microorganismos, como es el caso de ~itermes hespara§., 

de la que se han aislado Bacilhts cereu~, Arthobacter sp. ,__§P._r.....@tia 

Marbescens CThayer 19761. 

Con 'frecuencia el sistema celulolitico es diferente en cada 

microorganismo; por ejemplo, algunos no crecen en celulosa nativa, pero 

producen enzimas celuloliticas. Esto se debe a que en ellos están ausentes 

algunas enzimas esenciales para la hidrólisis de celulosa nativa, pero 

pueden utilizar celulosa parcialmente degradada. Esta caracteristicG es 

importante para la producción industrial de enzimas celuloliticas 

especificas. En cambio, existen otros microorganismos que crecen en 

celulosa pero que sólo ocasionalmente prod~cen pequeñas cantidades de 

enzimas celuloliticas. Esta Ultima condición ha dado lugar a clasificar los 

m1croorganismos celuloliticos en tres grupos principales, en función de los 

filtrados de cultivos. CReese 1976>. 

1.- Productores de celulasas en auliencia de celulosa 
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2,- Productores de celulasas en presencia de sustratos 

celulósicos. 

3.- Productores de pequeña o ninguna cantidad de celulasas en 

presencia de algún sustrato celulósico. 

Se ha observado actividad celulósica en fi 1 trados de cultivos de 

microorganismos, pero también en· células libres; estos resultados han 

motivado la clasi1icación del sistema enzimático, de acuerdo con su 

localización, en dos grupos. 

1.- Enzimas unidas a las· células; las que, a su vez se dividen cm 

dos grupos m~s: uno se refiere a aquellas enzimas unidas a la superficie de 

la célula y el segundo det1tro de la célula. 

2.- Enzimas ex:tracelulares: Estas enzimas son excretadas por el 

microorganismo al medio de cultivo. 

Es claro que las enziMas que uctúan sobre macromoléculas 

insolubles coma la celulosa, deben estar localizadas fuera de la célula. En 

c:ambio, aquellas enzimas que degradan moléculas solubles da bajo pesa 

molecular como la celobiosa, probablemente estén localizadas dentro de la 

célula. 

3.4.1.- Hongos. 

La celulosa es el constituyente que se encuentra en mayor 

cantidad en las plantas, es utilizada como fu~nte de carbono y energía por 

la microflora de las mismas. Las plantas son atacadas in situ por 

bacterias, hongos y virus patógenos; cuando la planta muere, cae .y se 

acumula en grandes eKtensiones de tierra, donde es atacada por 

microorganismos saprófi tos que se encuentran en el suelo; los principales 

son hongos, de la clase I Phycomycetae, clase II Ascomycetae, y de la clase 

III ~iomycetae. Esta última es importante porque esa clase de hongos no 
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solamente degradan celulos.a sino también liqnina. Se considera que estos 

~icroorganis.aos son el primer agente de descompositión biológica del 

<aaterial orgánico dentro del ciclo del carbono. 

La capacidt1d para producir enzimas celuloliticas dentro de 

los hongos es muy amplia, algunos producen celulasas que degradan celulosa 

::ristalinn y otros producen celul.asas que degradan celulosa modificada o 

previaaente tratada. 

El hongo !ft.i'3 extensa...ente estudiado y probablemente el más 

eftcümte en la producción de calulasa& es T~icbpderma C€@..?.gj; la mayorla 

de la• cepas de esta •icroor9dnis11>a 5e originaron de la cepa !.:J:_~ OMóa 

aislada por la US A~my Natick Research and Development Command (Mandels 

1969). En la figura 5 SI! "ue~tra la gl!nealogJ.a de dicha cepa. También se 

han encontrada reporte& de f?Jmi&.ll.Ll.l.!m y de ¡_:lsperail lus. En la tabla VII se 

muestran algunos de las hongocz. estudiados. 

¡------------ --
1 0414 
1 

DMbl\ 

--------- 1 
1 
1 
1 
1 
1 

NG14 Gl191Z3 1 

C30 
Rutgers USA 

Gl19414 

SERIES ~ MCG 77 VTT-800133 
Cetus ccrp USA Natick VTT f inlandia 

Figura;-_ -5- G~eá l~g7a-de "'CéP;s -~ip;rPr~d~ct;:-i~e; d; ;;,;i;a"; 

celulol!ticas. <Fogarty 1983) 
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TABLA VI 1 ALGUNOS EJEMPLOS DE HONGOS CELULOLITICOS 

¡---------- ---
1 
1 

M 1 CRUORGAN l 5110 

8.§fil?rgillus sydowi 

REFERENCIA 

Reese 197:5 

Stenberg 1977 

Harkianan 1975 

Haloney 1983 

Frnderich 1986 

Durard 1984 

Skare 1975 

O!utiata 1977 

1 Wpergíllus clavatus Olutiota 1977 

1 
I ~hoderma harzianum Breuil 1986 

L _________ -----~--

OBSERVAC JONES 

Productor de 
R-glucosidasa 

Productor de 
glucosidasa 

Productor de 
glucosidasa 

Medio áe crecimiento: 
ilZllcu· de betabel y 
melazas. Estudio de 
induCtores 

Medio de crecimientoJ 
desperdicio d~ manza
na que se uso para la 
producciOn de a9uar
diente de ~anzana. 

Mutante 
pH de crecimiento 4.8 
te111pera tur.a so·c 

Microorganismo pat6-

2:"~s~e~~~~~D~omo 
inductor 

Productor de Cl, 
Microorganismo pató
geno del frijol de 
cacao. 

Solubiliza la celulosa en 3 
dí.as en un 14.4'X 

Productor de glucosi
dasa. 

1 

1 

J 
La •nyoria de las celulasas producidas por los 11icroorganismos 

son estables a temperatur•S ~ercanus a 50 •e, pero • esta temperatura los 

reactores son frecuent~mente contaminados por ~icroor9anis~os que usan los 

azucares liberados por las reacciones hidroll.ticas y consecuenttHH!nte la 

relaC'ión de recuperación de Azúcar es baja ... Por razones económicag no es 
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posible trabaJ ar bajo condiciones estériles y el subsecuente uso de 

azocares r.n fermentación excluye el uso de antisépticos. Un camino simple 

podría benefici•r al proceso incrementando la velocidad de hidrólisis e 

inhibiendo el crecimiento microbiano, de ahí. que los estudios recientes se 

l1an inclinado a este raciocinio. Como consecuencia se han aportado 

r.:elulasas tennoestables y han sido descritos algunos hongos celulolíticas 

termofilic.os. En la Tabla VIII se f!llUestran algunos de ellos. Algunos ya han 

~1do patentados, como ~i..A.-!errestris <Skiner 1972> y Sporotdchum 

,;_<LJJJ.ilrulhl..ll!m <Ko~ura 1978). 

En la tabla IX se ooastra la degradación de celulosa por hongos en 

condiciones aerobias y an•erobias. En ésta tabla se presume 

•llle en alfJUnos casos existe la presancia de algón mecanisl\o 

~nzimAticu oxidativo en el co~plejo celulolitico, o bien, la presoncia 

de una celobiosa-quinona o•idoreductosa o una celobiosa oxidasa. 
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TABLA VI ll ALGUNOS EJEMPLOS DE HONGOS CELULOLITICOS TERMOFILICOS 
<Komura 1978) 

¡--- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
1 

- --, 
( 

HICf.'.OORGANISMO REFERENCIA 

Rornanel le 1975 

Smi ths 1976 

Durard 1984 

Erken 1976 

1 -~reE:~~~.!JJllilllll.!lwn Durard 1984 

'--------------

OBSERVACIONES 

~:~~rg~aª!n 1 ~~e~e 
di as 
Produce una cuarta 
parte de celulasa 
de lo que produce 
Thrichoderma 
viridae. 

Estable a 60ºC 
por 2•t horas. 

Aislado de composta 
crece algod6n,papel 
filtro y celulosa 

Estable a 6o•c por 
24 horas. 

TABLA IX DEGRADACION DE CELULOSA POR ENZIMAS CELULOLITICAS DE 
DIFEERENTES HONGOS EN CONDICIONES AEROBIAS Y ANAEROBIAS 

1 
1 

.J 

r-------- -- -----------------------. 
1 Fuente? de la en~ima 
1 

Degradación de celulosa (7.pérdida en 
peso) 

1 
1 
1 
1 1 

1 bilOJU.Q¡;: llti'.IJLl:~r:.!llm 
1 .f.o J'Jü¡P~~~.A 

aire 
52.1 
42.6 
33.6 
20.0 
43.2 
43.5 
34.3 

nitrógeno 
21.5 
18.0 
17.0 
!O.O 
38.1 

1 1 o erma reas~~ 

: r~'\t~-~'ijJ_!! tµ_§P,_(.!..._'-LITL~Y..!Y. 
L- - - - -- - - - - - - ·-

43.! 
34.6 

1 

1 
1 
1 

- - - - - _l. 
Por otro lado, en relación con la producción de celulasas, las 

levaduras se han investigado escasamente, y los reportes, en su mayoría 

muestran qua la actividad es muy baja. Por ejemplo, B.J .H. Stevens y J. 

Payne ..-eportan que ~.J1ru11 t;,,.1.,t!.fillCUf!! y~ns crecen en bolas de 

papel filtro y obser~aron una solubili~aci6n del 40% en tres horas <St~vens 

et al 19/7). ~c::m.cm~~ y Hyrother.ium verrucarla, en las mismas 

condiciones, solubilizan el 461.. 
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3.4.2.- Bacterias. 

Aunque muchas aspec1es de bacterias son capaces de 

".iintetizar enzi111as celulolilicas, solamente algunas son lo bastante 

ef1cientet:. para ser de interés industrial. Sin embargo, han sido estudiadas 

especies que pertenecen a varias unidades taxonómicas. Algunas bacterias no 

excretan grandes cantidades de enzimas celuloli.ticas pero tienen interés 

industrial por su capacidad de crecer en materiales celulósicos. Una 

bacteria t:emejante es ~l..Q!!.Q!lil, estudiada 'par Fogarty <Fogarty 1983) 

Algunas bactarias dP.gradan celulosa IRUY eficientemente pero no 

excretan enzimas que la hidrolicen en el medio de cultivo; tal es el caso 

de !lP.Qal.~Y-WM.!I~~~ <Hotsen 1983) 

TABLA X.- BACTERIAS CON CAPACIDAD DE DEGRADAR CELULOSA. 

Myxobacteriales: 

ful.=Y...!;QP.haga_ 

(:_tlgpfilM 

/k_\:._l,IlQJill'~ 

t.!_ic;.rcllllllll2~11l2!'.il 

?J;r:llJl.!;Qmy.i;g¡¡ 

I.!lru:~J11..QmY1:J'"~ 

I.Mr:i== 

11:!.erJnQllP...i.Y.'l.PJU:Jl. 
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Bac:il lu~ 

¡&l.l!!J_Q.IJ!Q.!l;IJ;. 

Pseydomonas 

l:.lsl.s.t.r:.i<liwn 

!l.ru;.J;g_t:Qides 

Ruminococcus 



Se ha encontrado que las mejores bacterias productoras de enzimas 

1:eluloliticas extracelulares f.on miembros del género ~lá.ll!m <Zeikus 

iqao>. Pcsiblemente la actividad celulolitica más efectiva ocurra en 

-1soc1ac.Jones simbióticas, particularmente las que se encuentran en el rumen 

Qe animal~s como vacas y borregos. 

"famoién existen bacterias celulolí.ticas que atacan a plantas; una 

de estas es ._l;í!l.lY.l.s:>JllQ!Hl~-1-\avig~..!).gA, que descompone el tejido de las 

act?i r.unas y pueden crecer en papel f i 1 tl""o • y cal""boximeti lcelulosa como 

Un1cas 1urmtes de carbono. 

Es de interés la asociación en condiciones anaerobias de 

~l_Q.?S.i:idJ.J..tm thermp_t:glil!f!I y tm:.tb.lnobacterium thernioar:gtotrophicu111 , ya que 

02e obsen.•·.'> un acortamiento del per.i.odo lag al cracer juntas cm celulosa en 

polvo. Además, la c.eluloo;a se 6olubilizó en cuatro días de manera que 

resultó lS veces mas efectiva la asociación del microorganismo que si 

C.J.Qgucti.tJm hubiera crecido solo <Eimer 1963). 

En la Tabla Xl se resumen algunos estudios de bacterias 

celuloliticas que han sido publicados. 
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1 

Th•yer 
( 1976) 

1 ~~ctHtt~l!...!ll~UYm Pa~Mj, ~1 

1 e"i~l.'%!ffiPJ1j\_jJ.l!J!Dt.Ji!:l'.Q_'i Zuzu~i < 1976> 

1 ~¡~_l_i.YlP!l!l~.Jl- _l!!M Srirwisem 
( 1979) 

1 ~=~t~~!~d~~:!ª~; ~~jpwor• ~,~~~,rv 
1 ¡:;_'ª l!.l!ML"!!lfli!lLUª.ti.Q!m-ª 

1 

1 ~u111.i..nru;:ps:_cJ.l!i 
¡ t Á.i\'tltf_a_i;i.!lnJ! 

1 i;;_.,(CPlütll!'.-Li!l:A'lli.11.W-1.A 
¡_ ___________ _ 

1(3ufman 
( 1976) 

Aisladas de la parte 
trasera de la tennita 
Reticuleter'1'es he•perus. 

nctividad gluco•.idica 

Cellobion• co~o inductor 

La enzima celulal!tic~ 
está unida a la célula. 
Actividad celuloU tic a 
y fijadora de nitrógeno 

Aislada da sólidos muni
cipales. Solubiliza el 
papel en un 341'. 

La enzima !Ui? encuentra 
unida a la célula. 

B"cteria que infecta 
a la nuez. 
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4,- 111\TERIALES \' HETODOS. 

En la siguiente f i9ura se muestra la secuencia seguida para 

el desarrollo de este trabajo e>eperi.ental 

ldentificaci6n del Microorganismo 

--------~-----------~~------~~~---~---~ 
Selección del 
11étodo par• 
deter•inar actividad 
enzi••tica 

1 

____ l ________________ ~-----~~~-
Selección 
de la 
temperatura 
ópt1111a para 
la act.1.vidad 
enzimática 
del 
sobrunadantc 

Selección 
del pH óptimo 
para la 
actividad 
enzh16tica 
del 
sobrenadan ta 

Det!rminac ión 
de las 
diferentes 
actividades 
enzi11iticas 
del 
sobrenadan te? 

Selec!ión del 
.sdio de 
crvcirdento 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

Optimización del ..,dio de cultivo 1 

FerllK!ntación pn las condiciones óptimas : 

figura 5 Secuencia. s~guida para el deiiarrollo experi1111ental. 

4.1.- Microorganis•o. 

Se utilizó }¿, cepa MCW de una bacteria aislada de 

carba>eiMetilcelulosa &n polvo, que produce una rápida y notoria disminución 
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de la viscosidad en soluciones de C.M.C. El microorganis•o se •antuvo en 

tubos inclinados de agar nutritivo, resembrándose cada dos meses. 

4.2 Medios de cultivo para la identificación 

Los Medios inicial-.ente usados fueron diseñados con base en 

pruebas preli•inares. SR usaron ~odios para bacteriau y microorganismos 

celulolit1cos, (Berkeley 1984).En la tabla XII se resu~e la CDfllposici6n de 

cada uno de ellas. 

Tabla XII 

r-----
1 Constituyente 

L-------1 

1 KaH PO" 
kHaPO• 
CNH• 11 S04 
11gso •• m.o 
Cact9 
Fesa4 • 7H20 
Coe1 2 
NaCl 
t1nS01 
znso, 
cusa 4 • 5H, o 
c.11.c. 
caldo nutritivo 
r.s.e. 

I glucosa 
agua 

L----·--

Medios Iniciales 

lledioOl 11edioU2 t1ediott3 

0.5g 
2g 0.5g 
2g 3g 
o.:sg O. lg 
0.3g O.lg 
1.4g l.25ppR1 
2mg 0.35ppll 

3g 
0.4ppm 
0.35pp01 
O.lbpp<n 

!Og 109 

·- Bg 

IOg 
litro litro litro 

- - - -

-----------, 
1 

Med ioCl3B HedioCl4 1 _________ J 

IOg lOg 
Bg 

30g 

litro litro - ------ - -* COfttposición del caldo nutritivaz Extracto de carne 19/l, 
Extracto de levadura 2g/l, NaCl 5gll, Peptona 5g/1. (11erckl 

TSB: caldo de soya Triptica5eína (t1erck) 
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Los •edios 3, 38,y 4 también fueron utilizados en for~a 

oólida ~dicionando 15 w/v de agar. Para las pruebas bioqUiMicas 

ícreci•iento en agar anaerobio, crecimiento a so•c, creciaiento a 65•c 

c:recimiento en 7Z NaCl, acidez y gafi de glucosa~ reducción de nitritos, 

hidrólisis de almidón, hidrólisis de caseína, voges pro~kauer 1 catalasa, 

fllovil idad> laii .edios U!Utdos tueroo los reportados por Hc:Fadin U1cFadín 

1971). 

4.J Id•ntificación dRl MicroorganisllO 

La deter•tnación del génifro se llevó a cabo -•Uant" la 

marcha especifica para bacterias ora• (+), reportada por Hairrigan y Mceanca 

IHcCance et al 19761. La identificación de la especie se estudio siguiendo 

la •archa qua propone Berkelay <Ber~eley et al 19841 específica para el 

género [IM;!,lh!~< 

L•s técnica¡ de 2~9 pruebas bioquímicas usadas fueron 

aquél las reportadas por HcFadin (HcFadin 1971) y por Harrigan y McCance 

<McCance 1976). 

4.4.- ttedios de cultive para selección del Medio de 

Crecilu.ento. 

Se ensayaron tres diferentes fuentes de carbono a papel 

periódico sin trata•iento alguno (Novedades>, bagazo de caña con las 

slguionteg caracteristicasr Carbohidratos solubles a.11x, hemicelulosa 

44.J'-, celulosa 26.821., lignina 15.31'-, r.enizas 2.12'-1 
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•\4.37., celulo•a 2b.827., lignina 15.317., cenizas 2.121.1 y C.H.C. d& 

11 Derivadas Macroqui•icos, S.A. de C.V." con una pureza del 95X., un grado de 

sustitución en un rango de 0.65-o.ao, hu11edad ax, viscosidad de una 

solución al ZI. de 25-50 cps , pH 6-8. Para seleccionar la mejor fuente de 

nitró;eno se ensayaron tres de las mas usadas: urea <Merck), peptona de 

carne (Hercld y sulfato de allMlflio (Herck>. En la tabla XIII se muestra la 

r.OMposición de cada eedio. 

Tabla XI 11 
Medios para seleccionar fuentes de nitrógeno y carbono. 

,. ----------------------------------------------------------------., 
1 1 
1 Medie t 
1 1 

I ABCDE FGH l : 

¡------------------------------------------------------------------
' 1 
1 ~=P~~~~e 5.0 5.0 5.0 b.7 
l gil 

l Extracto 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 - 2.0 q.9 
l de lavadura gl/l 

r 5ulfato 2.70 3.4 -
: da ainonio gil 

:·Urea gil l.b 1.2 

1 Periódico gil 0.1 -: 
r 
1 Bagazo de caña gil - 0.1 
1 
1 c.11.c. gil 10 10 10 10 10 10 10 

l NaCl gil 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 
1 
JpH=7 para cada medio. 
1 1 

~------------------~-----------------------------------------------------~ 
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4.5 Optimización del medio de cultivo. 

Una vez definido al s.edio de crecimiento se procedió a su 

optimizaci9n. Para este fin se aplicó la técnica establecida por Box Wilson 

<Box Wilson 1951 >. Se eligieron como variables: pH, temperatura, 

concentración de peptona y de baga~o de caña, cada una a dos nivelefi, estos 

01 timos se muestran en la tabla XIV. 

TABLA XIV Variitbles d~ Box Wilson. 

t---;:;~~;;;~;-----~~~~~;~~-----~;~;~-----~~~~;~7~~-----:~~~;~-------------: 
1 (+) base <-> de variación. f 

I A! pH) B 7 6 1 : 
1 BCTemp.) 34ºC 2s•c 22'C 6 1 
1 CCpeptona> 6 g/l Sg/l 4 gil 1 \ 
1
1 

O!bagazo 15 gil !Og/l S gil 5 ¡ 
• 1 

L---------------------------------------------------------------------------' 
La variable de respuesta fue la actividad endogluca

0

nasa 

determinada por colorimetría y por viscosimetr.ía. El mlmero total de 

parámetros fue de cuatro cada una a dos niveles, lo que corresponde a un 

factorial 2 dando cuma resul t.ado 16 eJ<perimentos 
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De acuerdo a los primeros resultados del experi .. ento 

factorial se diseñaron cinco diferentes fermentaciones cuyos fledios se 

Pscogieron buscando el Opti~o para la máxima actividad evaluada por 

viscosimetria En la tabla XVI se resumen los medios de cultivo para 

Pa .... .h ... i.JJ!!.~i.r:~4.L"l..n~experiinentados. 

TABLA XVI For11UlaciOn de medios para o.ptimizar el n1edio de cultivo. 
r--------------------------------------------------------~---~--------- 1 
1 1 
:Medio A (pH) B <Temp,) C (Peptona> D (bagazo d" cailal : 

Basal 7 .O 28 :5,0 gil 10 g/l 1 
17 7 .3 29 5.2 9 1 
18 7 .6 30 5.4 8 1 
19 7.9 31 5.6 7 1 

1 20 B.7 34 6.2 4 1 
l 21 9,b 37 6.8 1 1 

·-------------------------------~--------~----------~-~-----------~-J 
•=.001 

4.6.- lnOculo. 

Cada .odio ut1.lizado 1ue inoculado con un •ililitro de 

c:ul tivo en fase eHponencial de crecimiento que contenía aproKimada.ente 

5K10 c~lulas/~l, cuantificadas por cuenta indirecta en placa. 
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4. 7 Ned io de cu l ti va usado en el fermentador de un litro. 

El niedio de c:ul tivo seleccionado fue con hase en las 

resultada!l obtenidos en el 8011 Wilson y tiene la siguiente composiciOn : 

Bagazo de caña o.si, peptona de carne 0.50%, extracto de leva.dura 0.30X., 

r~aCl 0.51., pH inicial = 7 .b 

4.B.- Fermentaciones 

4.8.1.- Fermentaciones para selección y optimización del 

medio de cultiva. 

los eMperimentos fueron llevados a cabo en matraces de 

25ú ml tapados con torunda de algodón, con un contenido de 150 ml de 

medio, las fermentaciones se realizaron a una tempen1tura de 28"C durante 

72 horas y con una agitación de 100 rpm. Cadn experimento se real izó por 

duplicado. Se muestreo a diferentes intprvahm de t1ompo y se an.;i.lizó la 

cuenta microbiana por lecturas de absorbancia y actividad endoglucanasa por 

lecturas de caída de la viscosidad de una solución de CMC. 

4.8.2.- Fermentación en el fermentador de un litr'o. 

Se realizaron dos fermentaciones en un fermentador a 

escala New Brunswick, Bio-flo Hod. C30, a un volumen de 500 ml. Durante 

todo el e:~perimento se mantuvieron con5tantes la air"eación a 0.5 vvm y la 

agitación a 100 rpm. Las ferllentaciones fueron dos diferentes 

temperaturas, 24•c y 3o•c, qlH! se escogieron de acuerdo con los resultados 
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obtenidos en el BoK Wilson. Se ..,estreó a diferentes intervalos de tiempo 

para su posterior análisis, el cual fue en función d&l crecimiento 

~icrobiano por lecturas dQ •bsorbancia y la actividad enzimAtica por caída 

rlc viscosidad de una soluc:iQn de C.N.C. y presencia da reductores por el 

.oétodo óel 2,J,5, trifaniltetraxolium 1 Fairbridge 19511. 

4 .9- l'lediciOn del crecimiento nlicrobiano. 

Se midió la d11rmidad óptica a 650nm 11n un cspectofotómetro 

Pye Unicam 51' 30 IN para esti..ar el cruci•i<mto 11icrobiano. Se construyó 

una curva est~ndar de nú-.oro de c~lulas contra densidad ópti~a. 

4.10.- Actividad EnzimAtica. 

La actividad celulol.Ltica 'fue dater11inada en muestras de 

cultivo centrifugado a 7000 rpm .durante 10 min,utos. Las actividades medidas 

1ueron las siguientes: 

al Actividad celuloll.tica total.-

EE.ta actividad fue determinada usando como sustrato papel 

filtro Whatmnn 1 1 111 método usado corresponde al reportado por Mandels y 

Weber <Mande Is 196?>. La actividad as 8Wpresada come; "'11• de glucosa 
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producidos por valumen de cultivo centrifugado no diluido (U/ml. > La U. 1. 

corresponde a la concentración de enzima que permite la liberación de una 

1nicromol de glucosa por minuta, a '50ºC y pH=4.8 

b) Actividad celobiahidrolasa y endoglucanasa.-

El método aplicado está basado en determinar la presencia de 

azócares reductores úsando el método del ácido dinitro sall licilica CDNS> 

CSumner J.B. 1935> después de la reacción enzimática en la que se usa como 

sustrato algodón. <Mandels,Weber 1969). La actividad es expresada como mg 

de gtucosd producidos por cultivo centrifugado no diluido U/ml. La Unidad 

Internacional corresponde a la concentración de enzima que permite la 

liberación de una micromol de glucosa por minuto a so•c a pH=4.8 

e> Actividad endoglucanasa. 

Para determinar esta actividad se usó como sustrato 

C.M.C. y se evaluó de dos manerast por viscosimetr!a, midiendo la reducción 

de la viscosidad de soluciones de C.H.C., y por colorimetría detectando la 

producción de azúcares reductores usando el método dlJl 2,3,5 trifenil 

telrazolium CFairbridge 1951) 

1 > Viscosimetría. 

El procedimiento empleado fue el siguiente: Inicialmente se 

detectó la reducción de l.a viscosidad, para el lo se incubaron dos ml. de 

cultivo centrifugado y 14 ml de una solución de C.M.C. a una concentración 

de 0.525 ;11, preparada en solución buffer de citratos pH=4.8. El tiempo de 

incubación fue de 2 minutos 20 segundos; transcurrido el tiempo, la 

solución sustrato-enzima se transfirió al viscosímetro, después de 30 

segundas se hizo la lectura en la escala del viscosímetro. El tiempo de 
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reac:ción fue de 3 •inutos. El viscosl.•tro usado fué Brookfield, •odelo 

RTV de B velocidades con un sist-. de cilindros conc~ntrtcos. 

Para definir la actividad enzi•Atica se deterainaron 

velocidadt!S inici•les a diferentes concentraciones de sobrenadan te. L• 

J.t:tividad fu• reportada COllO una unidad a la cantidad de enti•a que produce 

•l JOX de caíd• de viscosidad f!fl un minuto, de una solución de C.M.C. 

2> CoJori•etria 

Para det•r•inar la actividad por producción de reductores a 

S ml de cultivo centrifugado, se •dicionaron 5 •l de un• solución de C.M.C. 

A un11 canc•ntración de 10 g/ 1 preparadA en solución buf1ar de citratos 

pH-=4.B. La solución enzi••-•ustrato se incubó durante JO •inutos a una 

tecaper·•turA de 50• C m un bañe de te•peratuf"'a controlada CHRD MAALOX, 

Edwin L. Wilfgon Co De esta .azcla &e t0111ó 1 •I y "" deter•inaron azúcares 

reductores por •1 Mtodo del 2,3,5 tri fenil tetrazol.lu .. !Fairbridge 1951 >. 

L• •ctividad enzi,..tica fue deter•inada par coeparacíón de una curva patrón 

de Qlucos• en concentraciones d• O a 200 eicrogra•os de glucosa. 
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4.11.- Temperatura óptima da la reacción enzimAtica. 

La raacci6n nnzimática se efectuó a 5 diferentas 

tetnperaturas Manteniendo al pH constante y se evaluó la actividad 

endoglucanasa midiendo la aparición de azllcares reductores aplicando el 

método del 2,3,5, trifeniltetrazolium <Fairbridge 1951 > y la caída de la 

viscosidad de una solución de C.M.C. 

4.12.- pH 6ptllll0 de la reacción enzimatica. 

Se efectuaron varias reaccionas enzimiticas variando 

el pH en el sustrato y Manteniendo la temperatura constanta. Se evi\lu6 la 

actividad endoglucanasa midiendo la aparicion de azucares reductores s;iag\.'J.n 

el mélodo del 2,3,5, trifenil tetrazolium y la caida de la vi9co&idad de 

una solución de C.H.C. 

4.13.- Determinación de prote!na. 

Terminada la fermentaciOn en el fermentador de un litro 

so centrifugó el cultivo a 7000 rpm durante 10 minutos y se precipitó la 

proteina usando sulfato de amonio. Se determinó el contenido de protei~a en 

el sobrenadan te por el método de Lowry (Lo~.,ry at al 1951) empleando como 

estándar albúmina de plasma bovina. 
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Equipo utilizado: 

Esper.trofotómetro PYE UNICAM SP 30 UV 

Baño de temperatura controlada GCA/ Precisión 

Scientitic THEL CD -!84. 

r Medidor de pH, SARGENT WELCH ,Sc1entific Ca. 

Model LDX. 

• Agitador para tubos de ensaye VORTEX MIXER 

Scientitic Industries ItJC. 

* Balanza de das platos HARVARO TR!P BALANtE, 

Manufacturada by Ohaus. 

• Baño 1'1aría,CHRD MAALOX, Edwin 1~. WieQan Co. 

• Agitador MAC-MIX. Precisión Scíentific GCA 

Incubadora 

Viscosimetro Brookfield, Modelo RTV, de 8 

velocidades con un sistema de cjlindros 

concént:ric.os. 

Fermentador Naw Brunswick de BOOml. 

React1vos Utiliza.dos. 

, Caldo de Soya Tript1ca5aina, MERCK 

Caldo Nutritiva, MERCf( .. 

Fosfato de potasio, MERCK. 

Sulfato cie Amonio, MERCK. 

t Scclfato cJe Magnesio, MERCK. 

Cloruro rle Calcio, MERCK. 

Sul foto de hierro, llERCK. 

Sulfato ele Manganeso, MERCK~ 
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Sulfato de zinc, MERCK. 

Cloruro de cobalto, MERCK. 

l Carboximetilcelulos~, DERIVADOS MACRDDU!NICOS 

S.A. ,C.V. 

Reactivos para tincion de Gram. 

Peptona, merck 

Glucosa, rPactívo para laboratorio, J.T. Backer 

S.A. de C.V. 

11 Triptona, MERC1;. 

Nitrato de potasio, MERCK 

Acido sulfonilico, MERCK. 

Acjdo acético~ HERCK. 

• Cloruro de sodio, OlJIHICA J.v.c. 

* Rojo de metilo, SIGHA DE MEXICO 

•Rojo de fenal, SIGMA DE MEXICO 

Papel Wathman # 1 

Reactivo de Folin-Ciocal tQu, HERCK. 

Tartrato Ce sodio y potasio, HERGK 

t Acido ci trice, MERO< 

Citrato de sodio, t1ERCK. 

Albúmina de suero bovino cristalizada y liofilizada 

para uso de laborat<Jrio, SIGNA CHEl1ICAL CONPANY. 
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· 5.- RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS. 

5. L- Identificación del microorganismo. 

La cepa bacteriana seleccionada para este estudia fue 

un bacilo aerobio, gram positiva, esporulado, cuyo crecimiento en los 

medios líquidos mostró las siguientes características: En el medio 1 y 2 se 

ooservó una llgera opacidad, un sedimento escaso y ausencia de crecimiento 

superficial, mientras que los medios 3 y 38 mostraron un sedimento 

compacto, opacidad ligera y también ausencia de crecimiento superficial. El 

crecimiento en tubos inclinados c:on medio sólido (3 y 38) inoculddo por-

estria, fue filiforme, mientras que en las cajüs petri las colonias 

most.raron una forma circular, de superficie lisa con te)(tura. viscosa, 

elevadas y con el contorno de los bordes bien delineado, dE color blanco

amaril lento, que después de tres días de crecimiento cambió a una 

coloración amarilla fuerte. 

El género de la cepa aislada fué identi "ficado como P...a.c;i_lj_U§., 

el esquema ex.perimentado corresponde a la reportada por Harrigan <Harrig;m 

1976>. En la Figura 7 se especifica cada prueba, en ésta se señalan los 

resultados obtenidos mediante un asterisco. 
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~!Q.§-------Gram 

f'J>~---LEsporas------
1 

Cata lasa 

( + > -------Coco 

_______ _! ______ _ 

Negatrª 

Cata lasa 
_ _____ 1 ____ ~------

Pas:t::i2* i'f~' U§.. 

Negltiva 

Clostf idiulft 
pa!itivo 

. 1 . ac1do resistentes 
_____ _! _________ ..:_ 

posilivo 

Corynehacterium 

negativo 

Ferl. lactato _______ l_ __________ _ 

negatlva 1 positiva 

1 
Microbactt.ci.Y.m. 1 Prooionobactorium 

Figur~ 7 Esquema seguido para identificar género ( Harrigan 1976) 
<Los resultados observadas se sañalan mediante un asterisco> 

Una vez identificado el género se procedió a definir 

la especie. Con este fin se consultó la marchü especifica para t@j;J.~lus de 

Berkeley <Berkeley 1984). En la figura 9 se muestra la secuencia seguida, 

en esta se señalan los resultados obtenidos. 
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Ca tal asa 
____ l_ _____________ _ 

1 • 1 
p_ru¡j.~ negativa 

Voges Proskauer 
______ !_ _____________________ _ 

1 . 
posit.Lva 

, . 
~ 

crecimilnto a bS•c ______ ! __________ _ 

~· 
hidr61isls de al11id6n 

________ ! ____ ~-------
posi l1va J 

1 acido y gas de glucosa 
________ _! __________ _ 

positiva ~ 
ancho del babilo de 1 micra o mayor ____________ L ____________ _ 

~~ 
pH=b en el mkdio de Voges 

proskawer __________ ! ___________ _ 

r 
Baci·l lus circulans 

Figura B Esquema para determinar la especie (Berkeley 1984> 
(Los resultados observados se sehalan mediante un asterisco> 

Ya identificada la especie se buscó en la literatura la 

descripción detallada de Bacillus circulM,Ly se comparó con los datos 

obtenidos de la cepa. aislada, a fin de confirmar que la identi ficacion del 
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microorganismo fuera correcta. En la tabla XVII se muestra dicha 

comparación. 

TABLA XVII Comparación de las características bioquímicas y morfología de 

la bacteria aislada con Bar:illus circ:ulans. 

Caracter.istica 'Bacillus circulans Bacteria aislada --------------------------------------------------------------------
Tamaño del bacilo 

Forma de la espora 

Distencion de la 
Espora, esporangio 
Posición de la espora 
Movilidad 
Cata lasa 
Voges-Proskauer 
pH > 6 
en Voges-Proskauer 
Crecimiento en agar 
anaerobio 

Crecimiento a so•c 
Crecimiento a ó5•c 
Crecimiento en 71.NaCl 
gas de glucosa 
Acidez de glucosa 
Reducción de nitratos 
Hidrólisis de almidón 
Hidrólisis de cawe.ina 

0.5-0.7 u anche<•> 
2-5 1 argo '* l 
eliptica e cilin
drica <•> 

+<•> 

central-terminal<•> 
d(.I<) 
+ C&l 
- (&) 
d (!<) 

d <•&> 

+ (&) - ((,) 

d C&l 
- <•> 
+ (!<) 

d (S&) 

+ (&) - (&) 

o. 95 u de anche 
3-7 largo 
eliptica 

+ 

terminal 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

d=variable, <•> referencia de Buchanan y Gibbans <Euchanan 1q72) 
<&l referencia de Berkeley <Berkeley 1984), 

Todas las pruebas realizadas para id en ti ficar al 

microorganismo fueron corridas acompañadas de un testiQo: ~ 

1.Y.b.t.iJis, los resultadas 'fueron caracteristicos. 
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s.2.- Caracterización de la enzima. 

Se determinó la actividad celulol.itica en el 

sobrenadan te del cultivo después de centrifugar. 

a) Actividad celulolítica total. 

Fue determinada usando como sustrato papel filtro. La 

actividad ob5ervada fue de 3.93 unidades de papel filtro/mg de proteína 

soluble. 

b) Actividad celobiohidrolasa. 

Se realizó usando co~o sustrato algodón lMandels y Weber 

1969) La velocidad observada fue de 2.22 unidades/mg de proteína soluble. 

e> Actividad endoglucanasa 

Por deterMinación calorimétrica se obtiene un valor de 

0.017 U/mg de proteina soluble. 

Para definir la& unidades de actividad, evaluada por 

viscosimetr1a, se estudió el efecto de la concentración de enzima en las 

velocidades de reacción. En la figura 10 se muestra la relación de % de 

caída de viscosidad de una solución al 0.57. de C.H.C. en función del tiempo 

a diferentes concentraciones de sobrenadan te de la fermentación (solución 

enzimática) de Bac:il lu!i circulans. Para evaluar la caí.da de viscosidad se 

consideró el 1001. a la solución de C.M.C. ~reparada en buffer antes de 

adicionarle la enzima. 
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Figura 9 Relación del porciento de la caída de la vi6cosidad de una 
solución de c.~.c. en función del tiempo para diferentes 
concentraciones de sobrenadante de la fermentación de ~.llii 
i;..U:~ + 4\ 1 10% •lt olOOt 

De 1•• curvas de la Figura 9 se obtiene la velocidad inicial 

para diferentes concentraciones de enzima. En la Figura 10 se reporta 

el efecto de la concentración de E!hZima en la velocidad de reacción. 
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Figura 10 Variaci6n de la valocidad inicial con re5pecto a la 
concentración del sobrenadanta de la farmentaci6n de 
_J3,acillus circulans. 

En 1 a Figura q se observa que la velocidad dacae 

rApidamente durante los tres primarog minutos de reacción por lo que es 

necesario trabajar con baJa'I concentraciones para observar los cambios de 

viscosidad. En la curva de la Figura 10 se observa una relación lineal 

entre la concentración de enzima y la velocidad de reacción, para 

dilucioneg no mayores a 1/10 <vlv>. Este comportamiento ha sido observado 

en otras enzimas donde está involucrada una reducción en la 

viscosidad. <Anaya et al 1982). La linealidad observada a c:oncentracione& 

bajas de enzima nofi permite definir la actividad con seguridad. Para los 

fines de este trabajo, se definió como una unidad de actividad enzimática a 

la cantidad de enzima que produce el 10Z de caida da viscosidad en un 
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minuto. La actividad en las condiciones mencionadas fua de 69.32 U/mg de 

proteina soluble. 

De est1 priMPra parte de r••ultado& se observa que ~ 

!=~ tiene princip•l-nte actividad endoglucanasa ya que reduce 

dráiitica•ente l• viscosid•d de solucion•s de C.t1.C. produciendo poca 

cantid•d de azócare.; reductores. Esta carateristica concuerda con lo 

report•do por FogArty CFogarty 19931 para la cDMposiciOn de los cOMplejos 

celulolíticos b•cterianos. Los resultados también •uestran buena actividad 

hacia celulosa nativa. 

5.2.1. Te•peratura Optima de la actividad endoglucanasa. 

Se probaron siete diferentes temparaturas. Las unidades 

observad•s para cada prueb• fueron registradas siguiendo el •iS90 sistewia 

empleado p•ra detect~r la actividad endoglucanasa. 
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Figura 11 Efecto de la te•peratura en la actividad endaglucanasa, 
determinada por visco&imetria, en el sobrenadante de la 
fermentación de Bacil lus cir~ 

En la figura 11 sa muestran los resultados obtenidos en la 

determinación por viscosimetrla, en ella se observa un nivel de actividad 

enzimática muy similar entre los 37•c y los 5o•c, con una lioera tendencia 

a aumentar la velocidad al aumentar la tempe~atura, después de los so•c la 

actividad disminuyó drAsticamente. 
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Figura 12 Efecto de la teMperatura en la actividad endoglucana~a, 
determinada por colorimetría~ an el sobrenadAnta de la 
fermentación da Bacillos circulans, 

En la figura 12 se reportan los ~ambios da actividad determinados 

por colorimetría, en ella se observa un máximo de actividad a los treinta y 

siete grados centígrados~ 

5.2.2.- pH óptimo de la actividad endcglucanasa. 

Para estudiar el efecto del pH se 1iJó la temperatura 

en 37•c y se midió la actividad endoglucanasa en varios valores de pH, en 

el intervalo de b a 9. En las figuras 13 y 14 se muestra el comportamiento 

obtenido-
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Fiqur-a 13 Efecto de los cambias de pH en Ja actividad endoglucana.sa, 
determinada por viscosimetria, en el sobrenadante de la 
fer~entación de Bacillus circylans, 

Como se puede observar en la figura 13, la máMima actividad 

determinada por vlscosi~tria se obtuvo u un pH=7 mientras que la actividad 

evaluada por colorimetría se incremento al aumentar el pH en el intervalo 

estudiado < Figura 14>. 
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Figura 14 Efecto de los caabios de pH en la actividad endoglucanasa, 
determinada por colorimatrta. en el sobrenadante de la 
fermentación de ftacillus circylans. 

Con bafie en estos resultados se eligieron una temperatura de 37•c 

y un pH=7 para .adir la actividad endoglucanasa en e><perimentos 

subsecuentes. 

5.3.- Selección del medio de creci~iento.-

En la definiciOn de un medio de cultivo para el microorgansimo 

aislado, primeramente se ll~varon a cabo ferN?ntaciones en los medios 

reportados co•a 1,2,3 y JA y se observó el crecimiento determinando los 

cambios de absarbancia en cada .adío. Los resultados se reportan en la 

tabla XVIU. 
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TABLA XVIII Ca•bios de absorbancia en 
durant• el creci•iento de 

10& aedioa de cultivo 
Bacillus circulans. - ---------, 

Tie•po 
dias 

• ""d.io ll 1 
abs. b50n• 

11cdio ti 2 
abs. 650nm 

Medio Cl3A 
abs. 650nio 

Medio ll3B 
abs. 650n• 

1 
1 
1 
1 
1 

o 0.01 0.002 0.020 0.020 1 
1 0.02 0.350 0.425 o. 750 1 
2 0.02 0.650 o. 725 0.900 1 
3 0,04 0.111 o.690 o.ooo 1 
4 0,04 0.111 0.690 0.000 1 
5 0.05 0.111 0.690 0.000 1 
~ g:~ ~:::~ 0.690. o.soo 1 

1 0 o.os 0.111 - 1 

L--------------~------------------------------~---~-----~-__j 
Todos los valores 50ft un pra.edio de triplicados 
<-> .U&9tras canta•inAdas 

Estos primaras resultados permitieron dar información acarea de 

los coaponantes necs•arios para el c:reci•iento del microorganismo y 

seleccionar el .edio de cultivo. Como pueda obamrvarse, el medio 3B resulta 

ser el mas adecu.ada entre los inicialmente probados par' a cultivar el 

microor9anísmo. 
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5.4 SelecciOn del medio de cu! tivo. 

·Los ca1tbios de actividad· endoglucanasa y lecturas de 

absorbancia en los diferentes medios probadas para seleccionar el medio de 

cultivo se muestran en la tabla XIX 

Tabla XIX Cambias en la actividad endoglucanasa y lecturas de absorbancia 
Selección del media de crecimiento. 

Medio 

A<E.L. ,pept. ,per. > 
B<E.L.,pept.,bagazol 
C<E.L. ,pept. ,C.M.C. l 
D<E.L •• (NH ) so ,c.11.c.) 
E<<NH ) so ,c.11.c.1 
F<urea,C.H.C. J 
G<E.L.,urea,c.11.c. 
H<pept. ,c.11.c. > 
l IE.L. ,C.M.C. l 

o.o. 

0.90 
0.90 
0.61 
0.04 
0.45 
o.os 
o.~ 
0.45 
0.31 

Unidades/mi 

13.00 
13.96 
10.00 

e.oo 

5.b6 
5.33 
6.66 

La composición de c¿¡da Media se reporta en Materiales y Métodos, 
E.L.=extracto de levadura, pept.=peptana,C.M.C.=carbaoKimetilcetulosa. 
El tiempo de incubación para cada medio ·fuo de 24 horas y la temperatura de 
crecimiento 2a·c. Cada m~dio fue 'fermontado por triplicado la desviación 
estándar para las lecturas de densidad optica 1ue da ±0.05 y para las 
lecturas de actividad fue de ±0.01 

Los resultados de la eKperimentación anterior manifiestan 

que es necesaria la presencia de e>!tracto de levadura como fuente adicional 

de ta.ctares de crecimiento, ya qua en los medios donde está presente se 

observan los mGjores valores de n.o. y actividad. 

En cuanto a la. fuente de carbono, los resultados parecen 

mostrar que puede usarse cualquiera de las tres fuentes alternativas. 

Las tuentes de carbono de los m11dios OCüSionan di iicul tades 

para medir crecimiento microbiano por turbidez. El papel se desbarata y 

provoca turbidez extra, y en el caso del bagazo de ca~a, a este se adhieren 
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células, lo que i•pida hacer Wla lectura correcta. Por estas razones, todas 

las evaluaciones subsecuentes se efectuaron llnica11enta por actividad 

C•lulolitica, que es objetivo del presente trabajo. 

5.4.1 Efecto de la fuente de carbono. 

Se corrieron fer!Rentaciones en las que se varió la fuente de 

c•rbono, la fuente de nitrógeno se 11a.ntuvo constante, se escogió peptona ya 

que en la etapa previa •• observaron los 1tejore• valores de actividad en 

los 111tedios que la conteriian (Loa 11~ios usados corresponden al A,B,C, 

reportados en •aterial•• y 9étodos>. En la figura 13 •e muestra ol 

comparta•iento observado an las tres diferentes fuontes probadas; C.t1.C., 

bagazo de caña y papel periódico. 

.. 

.. 

Figura 15 

. ................. ..____ __ _ -··----:·.:: ............................... -
•' .. .. ... 

Efecto da la fuente da carbono de la farlM!lltaciOn d11 Bacillut 
efsgM!f~t~a!ª actividad endo91~canasa,deter•1nada por 

+ Bagazo de cana * C.M.C. •Papel Periódico 
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En la 1igura anterior se observa que las mejores 

fuentes de carbono corresponden a CMC y bagazo de caña. La caí.da de 

viscosidad a l•s 24 horas cuando se usa peri6dico puede deberse a una 

inhibición de la enzi~a por la presencia de la tinta del papel. 

De las dos mejores 1uentes de carbono, la CMC es más 

eficiente que el bagazo de c•ña; sin embargo, en los experimentos 

posteriores se ha escogido bagazo de caña por su bajo costo. 

5.4.2 Efecto de la fuente de nitrógeno. 

Usando C.M.C. como 1uente de carbono se varió la 

fuente de nitrógeno, probando tres de las más comunes: urea, sulfato de 

amonio y peptona (los llM!dios corresponden a los reportados en Materiales y 

Métodos como: O,E y 6) 1 el comportamiento de las fermentaciones se muestran 

en la Figura 16. La actividad mAs alta 1ue obtenida con peptona nuevamente, 

la cual 1ue seleccionada como la 1uente de nitrógeno para los experimentos 

subsecuentes 
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Figura 16 Efmcto d• la fu11nt• de nitrOq...,o de la ferlllOlltación de ~ 

ctrcylt'' en l• activid•d enaoglucanasa, deten1inada por 
v seos -tria. • sulfato de Amonio • Urea •Peptona 

Al t•r•in•r esta eta.,. dor la &Kp&ri....,taci6n quad6 

definido el .-dio basal d9 crechliento •icrobi•no, el cual consista en: 

5 9/l de NACl, 2 gil de ••tracto de levadura, 10 9/l de b.lg•zo de c•~a, 

5 9/l d• J)9ptona. Las condician•• de creci•iento fu•rmu br•peratu~a de 

28°C y pH•7, 

5.4.3 Opti•ización del tledio de Cultivo por el llétodo de 

Baw-Wilson. 

En la tabla XXI se IM.le•tr&n lH variabl"" de respueta 

en la eKperi•entación del Box Wilson ais.i ca.a la ca.binaciOn que 

cor,....ponde a cada resultado. 
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Tabla XXI Resultados de la optimización del medio da cultivo 
de ªª'cillus circulans. 

-----~------------------------~---------------~-----~----------, 1 1 
1 1 
1
Experimento Actividad Actividad Niveles 1 

tviscosimetria) (colorimetria) A B C D 1 
U/mi (U/mi)~ 10·5 : 

Basal 21.80 lb.80 
l 21.84 18.82 + + + + 
2 22.41 34.4b + + + 
3 18. 72 13.89 + + + 
4 22.b9 28.54 + + 
5 n.22 2.29 + + + 
6 22.22 4.37 + + 
7 20.35 ~.02 + + 
8 22.56 41.87 + 
9 17 .44 13.89 + + + 
10 20.14 34.46 + + 
11 20.14 17.51 + + 
12 20.99 23.27 + 
13 20.99 23.27 + + 
14 10.24 39.81 + 
15 21.19 11.58 + 

1 
1 

1 16 19.48 33.64 1 

L----------------------------------------------------------------------1 

Las lecturas corresponden a promedios de duplicados con unn desviación 
estandar 1de ± 0.12 para l.cturas de actividad por viscosimetria y de 

0.35M1Ó para lecturas de actividad por colorimetría.Las condiciones de 
actividad son: T=JB•C,pH=7,Sustrato C.M.C. = 0.5/.. El tiempo de reacción 
enzimática para las determinaciones viscoeimetrica Y·Colorimetrica son: 3 
minutos y 30 minutos respectiva••nte. 

El análisis estadístico de estos r•sultados, es decir, el 

coeficiente de cada parámetro individual, aSi cc110 el producto de las 

unidades de variación por el coeficiente d• regresión, se muestra en las 

tablas XXI y XXII. 
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TABLA XXI Relacion del coeficiente de cada. par4metro individual 
para la actividad •ndoglucanasa determinada par 
visc:osimetria 

, ... -·----------------------------------------------------------------.. -·' 
pH (Al T (8) p (C) B.c (DJ 

Coeficiente t.97 0.832 -0.0019 -1.75 
de 
Regreei6n 

Unidades 6 5 
de 
Varíación 

Coefici!'"t" 1.97 4.992 -o.0019 -B. 75 
de 
Regresión 1 

1 por unidades 1 

l--~=-~~~~~=~~~---------~------------------------------~--~-------~---J 
TABLA XXII Relación de coeficientes de cada parAmatro individual 

par• l• actividad endoglucanasa dnterminada por 
colori11wtria. 

--------------~-------------~------------------~------~-~---~~---¡ 

Coeficiente 
de 
Regresión 

Unidades 
de 
Variación 

Coeficiente 
de 

pft <AJ T <Bl P. (Cl 

-0.016 -1.0631 0.878 

-0.016 -6.3796 0.8?8 

B.c. <Dl 

-0.538 

5 

-Z.69 

1 
1 
1 
1 

: ~~~r~~¡~~des 1 

1 --~~~~~~~=~~~------------------------------~---------------------------J 
Como consecuencia de los datos anteriores las ecuaciones que 

relacionan el rendimiento ~on los cuatro coeficientes da regresión son las 

siguientes: 

Actividad Endoglucanasa <por viscosimetria> 

Y=19+1X1+0.B31X2-0.0018X3-l.74X4 

Actividad Endoglucanasa Cpor colurimetriaJ 

V=24.16-0.016X1-1.063X2+0.878X3-0.53BX4 
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Dado que los parAmetros pH y temperatura presentan los 

mayores coeficientes de regresión, en lo que respecta a la actividad 

endoglucanasa,determinada por viscosimt2tría', debe pensarse que el los 

iniluencian mayormente el rendimiento. Su valor positivo indica que deberán 

ser aumentados; en cambio, la peptona y el bagazo de caña deberán ser 

disminuidos. 

Con respecto a la producción de azúcares reductores los 

resultados sugieren que el parámetro que más podr1a afectar seria la 

temperatura. Los valores negativos de los parámetros A ( pHl, B 

CTemperatura) y D <Bagazo de caña) indican que ser.i.a conveniente disminuir 

los valores del medio basal que corresponden a estos parámetros. 

Es importante señalar que estos resultados sugieren 

incrementar la temperatura del medio de cultivo si se desea reducir la 

viscosidad de soluciones celulosicas o bien reducir la temperatura si lo 

que se desea producir es azúcares reductores. 

Tomando en cuenta estas consiqeraciones se diseñaron cinco 

e::per~mentos mAs. Consisten en cinco diferentes fermentaciones cuyos medios 

se escogieron buscando el óptimo para la actividad endoglucpnasa 

determinada por viscosimetría. En la tabla XXIII se muestran los 

resultados obtenidos. 
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TABLA XXIII Relación de actividades de los medios formulados para 
optimizar el medio de cultivo ,---------------------------------------------------------------------, 

1 1 
f 1 
J Medio Actividad Actividad r 

Viscosimetria Colorimetria J 
U/mi (U/111).io·~ f 

basal 21.0CI 16.80 
17 20.16 
18 20.16 48.67 
19 20.58 21.35 
20 20.~ ~.n 

1 ~ 20.~ m.n 
L--------------------------------------------------------------------1 

Las fermentaciones fueron realizadas por duplicados con una -~ 
desviación e~tandár de a = 0.01 para viscosimetria y de u= 0.103x10 para 
colorimetrí.a. 

Puede observarse en los resultados antarior&!s que no se 

detectan incremento~ significativos en la actividad determinada por 

viscosimetria, lo que sugiere que el experimento basal Ge encontraba ya en 

la zona de producción óptima. En la actividad determinada por colorimetría 

el ~ejor medio corresponde al 18. Los resultados anteriores nos sugirieron 

escoger el medio 18 para los experimentos subs~cuentes. 

La composición del medio seleccionado es la siguiente: 

Bagazo de caña 8 gil, peptona de carne 5.4 g/1·1 e):tracto de levadura 3 gil, 

NaCl 7.5 gil, pH~7.ó. 
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5.5.- Fermentación en las condiciones óptimas 

<En fermentador de t litro). 

Una vez solecciancldas las condiciones más favorables 

para el crecimiento del microorganismo y' producción d~ las enzimas 

celutoliticas, se llevaren a cabo dos fermentaciones, a dos temperaturas 

díferentes1 3o•c y 24•c. Ambas se re~lizaron en un fermontador de 1 lítro. 

El objetivo de e1ec:tuarlas a estas dos temperaturas se fundamentó en los 

resul tactos del proceso de optimización del medio de cultivo, 

específicamente en la influencia que esta par~metro tiene en la producción 

de actividad en2imAtica capaz de reducir soluciones de C.M.C. o de producir 

azucares reductores 

Los resultados de lus fermentaciones se presentan en lfl.s 

figuras 17 y 18. 
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Figura 17 Fermentación a 24 'C la desviación estándar para 

:s 
1 
l. 

las lecturas de actividad determinadas par viscosimetria 

~~~~~seo~~'iªp~.o~ ti~lrt 1 ;~~sl:~~~{~s ~º~¡~~lorimetria a 
Color!metr!a 

D.O. 
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Figura 18 Comporta•iento del fermentador a 3ovc • La desviación estandar 
para la• lecturas da actividad determinada por viQcosimetria 
corresponde a 0.01 y por colorimetría a 0.103 
· pH • U/ml Colorimetria · * U/ml Viscosimotr[a o.o. 

A las te•peraturas estudiadas el microorganismo mostró una 

fase lag de 10 horas apro><imadainente, después de la cuál se observó una 

aceleración de crecimiento. En l~ grafica correspondiente a la fermentación 

efectuada a 3o•c se observó una segunda faºse lag d11 horas, ya que 

seguramente en este momento comenzó a utilizar otros componente9 del bagazo 

como fuente de carbono, aunque en esa zona estacionaria puede deberse a la 

caída de pH que ocurre en ese tiempo causada probablemente a la formación 

de ácidos al consumo de protei.nas. El crecimiento prosigue cumpliendo la 

fase exponencial, hasta llagar a la estacionaria. Es evidente que en este 
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punto se presenta un cambio en el crecimiento, ya que el pH ahora se 

incrementa. En ambas etapas la producción de enzima se mantiene. 

En las dos gráficas se observa una caida del pH hasta valores 

alrededor de S. 7 pero a medida que transcurre la fermentación el pH se 

recupera nasta un valor cercano a la neutralidad. 

En la "fermentación efectuada a 30 ºC se observa una mayor 

producción de actividad enzimática capaz de reducir la viscosidad de una 

solución de C.M.C. La ca.ida de actividad que se observa on la gráfica puede 

deberse a que el pH baja hasta va loros de 5. 7, probablemente no 

conveniente para la enzima, ya que cuando se recupera el pH vuelve a 

incrementarse la actividad. Por otro lado, eKperimentos anteriores 

mostraron que a este pH se observa una baja actividad. Es importante 

mencionar que este incre .. enta también coincide con la recuperación del 

crecimiento microbiano. 

En las gráficas se observa un ligero aumento en la 

actividad celulolítica total en la fermentación realizada. a una temperatura 

de 24•c, con respecto a 30•c, la que coincide con la predicción del estudio 

estadístico de BoK Wilson. La situación inversa se presenta para la 

actividad endoglucanasa, también predicha por el estudio estadístico. Este 

sistema es un ejemplo de cómo para un microorganismo que produce varias 

enzimas la manipulación de las condiciones del proceso fermentativa puede 

definir los niveles de producción de cada una. 

Con el fin de entender el comportamiento de la fermentación se 

hizo su estudio cinético a 30 •e correspondiente a un proceso de l~te o 

batch. Los datos obtenidos se presentan en la tabla XXIV y en la figura 19 

se graf ican. 
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Tabla XXIV Sinética de la fermentación de Bacill...Y.a 
_______________________ €:~=~:~!!:::=~-~~-!=~~=~~:~~~--~=-~~-~~=~~----

Tiempo o.o. p <•g/ml de q 
<hr> (650 nm> en;:ima ) mg. r prod. /mi. hr. 

o) 0,25 o -> x10-l 4 0,32 0.143 9.8 xlO 20.1 
10 0,35 0.205 2.8 x10"' 10 x10- > 
16 0,75 1.025 37 xlo" 3 77 xlO -I 
20 0,90 1.333 21 x10·1 43 xio-> 
24 1,70 2.974 
28 1,10 2.974 

-~ 34 1,ao 3.17 9.4 x<O 19 xlO-~ 

40 2,00 3,!58 10.0::10· l 38 xio-) 
44 2,00 3,l'iB 

20~2.10·~ 48 2,20 4.0 38 x10-} 

.. .. 
figura 19 Cinética de la fermentación a 30"C. 
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5.b Recuperación de la enzi11a 

Considerando que, can respecto a las 

pr•paracione• ca.erci•les, la actividad del sobrenadante de fermentación as 

ralativa.-nt• baJ•, •e decidió precipitar la proteína, para su 

concentración y parcial purificación. Par'a ello se escogió el •todo de 

precipitación con wlfato de nonio. Los resultados del contenido de 

proteina y l• actividad 8nZ1aAtica del sobren~dante a cada concentración de 

wulfato de alODOiD •• r911i•lran en la figura 20 • 

.. 

j .. 

1 
! .. 
~· ·~ 

figura 20 Coaportaaiento de la precipitación de la proteina con sulfato de 

ª""'"10 • Prote1na U/ml Colorimetr1a x U/ml Viscos imetria 

Se observa que el comportamiento de las enzirnag 

celuloU.ticas H el siguiente: Entre 50% y 1or. precipita la actividad 
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enzim.itica respcn6able de producir mayor cantidad de azócares reductores. 

La de actividad detenninada por viscosimetr.i.a presentó interferencias 

debidas probablemente a la presencia de los iones amonio y sulfato, por lo 

que no pudo detectarse la fracción de sulfato de amonio en la que 

precipita. 
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CONCLUSIONES. 

Una bacteria celulolitica toe aislada de una 

carbaximetilcelulosa conta•inada. Fue identificada como Bacillus circulans, 

l• cual produce endo beta-(1,4>glucanasa con un pH óptimo de 7.EJ y una 

temperatura de so•c. El sobrenadanto muestra una. actividad celulol!tica 

total muy baja y que no es comparable con alguna comercial. 

El Medio y condiciones de crecimiento para una 

produccióo 6pti1n• de endoglucanasa sonr Bagazo de caña 8 gil, peptona de 

carne 5,4 gil, e•tracto de levadura 3 gil, NaCI 7.3 gil, pH=7.6 T=3o•c. 

La aplicación de la técnica. de Box Wilson y las 

fermentac:iones en fer••ntador de 1 litro '1Uestran que con incrementos de 

temperatura se obtiene una aayor actividad endoglucanasa determinada por 

viscosimetria. Por otro lado el dec:ramento en t2mperatura promueve la 

actividad colori•etrica. 

probable, 

producción. 

Dado el co~pcrtamiento de los procesos fermentativos es 

que una regulación del pH del medio resulte en una mayor 

La enzima podria tener una aplicación en la reducción 

de la viscosidad en la producción de concentrados da fruta seca y productos 

vegetales. Sin efl"lbargo para degradar completamente la celulosa es necesario 

complementar, co110 es el caso de todas las celulasas bacterianas,, con 

actividad celobiohidrolasa. 
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An cndoglucanase from an isolatcd ~:train 
of Baci/lus circ11la11s 

Mi.ria de los Angrlr\ 01 .. tr•·Trfwlñu, Maria drl Carmrn \\'ncher·Rodar1e, and 
Ai:,uslin l.i>pe1·Mun,:ui1 Can1les 

lkpJllJmcntu dl' .l\hmr•11n .. l>i\i~ión dr lnfrnimJ. hcu\1Jtl J~ {)111ri1tJ. 
\ mlfMdJd r-..uinnJl Au1on11m• dt Mu1~u. ll.l~ltl Mt\im IJ. L 

Summary. A cclluloly1ic bac1crium was isolall'd 
rrom a carboxymcthykcllulosl' production planl. 
"he re il ca u sed drama1ic da mar.e duc lo its high 
cclluloly1ic acth·ity. 11 was idcntiíicd as 8acil/11s 
circ11lam. and found to produce cndo·/1·1,4·gluca· 
nase with pH and u-mpera1urc op1ima oí 1.8 and 
!iO' C respecti\'cly. lt also showcd good activi1y 
towards nati\'C ccllulose. Conditions for optimum 
endoglucanasc pro1tuction wcrc a mcdium con· 
1aining 8 gil sugar cane bagasse. S g/I peplonc, 
2 gil ycaSI extrac1 ,.nd 5 g/I NaCI, Bl B pH of 7.b 
nnd incubation 1cmpcra1ure oí 30° C. Diauxic 
~rowth and increase in endor.lucanasc aclh·ily 
1hroughout the íc:rmcnlation w-crc obscr\'td on 
this mcdium in a 1·1 fermcntor. The bacterium 
showcd exccllcnt endoglucanase acth•ity, bul 
would ha\'c to be uscd in conjunc1ion with othcr 
enzymcs to degrade nati\'e ccllulose completcly. 

Jntroductlon 

A microbial contamination was detccted in a car
bo•ymcthylccllulosc (CMC) production planl, 
whcrc Íl caused dramatic damage duc to its high 
CMC.·1ytic acth-i1y. Toothpas1es in which this 
CMC was being u~ed as a thickcning agent wcre 
liqueficd and their containers became inílatcd. 

Eight bacteria! strains werc isolated from the 
contaminalcd CMC and wc:re ahlc to grow and 
dccrease the \'Íscr\it)' of CMC broths. Onc of 
1hesc: strains was s. lected íor run11cr in\'cstigation 
due to its high ~·ctivity towarrjs this polymer. 
Tnerc are thrcc n.J.jor types or cellulase (Enari 
1"83): (1) cndogl•.oeanase (cndo /l·l,4-glucanase) 

Olfprint ttq11tm to: A. t.Orcz·Munguia . ando 

(E(' 3.2.1.4). which hydrolyscs /l-1.4·[!.lycosidic 
linh[!.c!o rnndomly: (:') ccllobiohydrolase (exo-/t· 
l,4·J!lucanascl (EC 3,2.1.91 ), which spli" off cd· 
JobioSt' UnÍIS írom lhe non·rcducing cnd OÍ thC' 
chain: (3) fl·glucosidasc (EC 3.2.1.21). which hy· 
drcilyscs cellohiosc and cello-olir,osacch:1ridc~ to 
~lucosc. A \l.idc \aríel)' oí íungi are ahk to pro· 
du.:e mixtures of all three cnzymcs. Howc\•cr. in 
g.cucral, bacteria <He known to produc~ only en· 
do~lucanascs and a ícw exccptions are reponed 
to produce cxtracellular P·glucosidasc (Emiri 
19'13). 

l11c objccth·c of this imutigation was. 10 idcn· 
lií~· the strain that !.howed thc bcst celluloly1ic ac· 
tivit)' and to study the lypc and propcrtics of thc 
ccllulascs produccd, growth medium rcquircd and 
production kinctics. 

Materlals nnd melhods 

ld1111¡/ica1ion. 111t isol:iu:ll culture wu i.ubjcc1c,110 d1asno11ic 
lt•1i accordin1510 Dtrl.deyct :il.(1%.\J 

Cu 1111tt• condi1ion1. A broth oí the follnwing composilion w;n 
u11d in 1ra11i1h npcrimcnu: mcat pcp1ont, Sgll; )t.HI U· 
1rii .1. 2 gfl; N:iCI, 5 p.11; CMC wilh a 'ubs1í1ution dcp.rtc oí 
0.9S, IOr.'I; pll •7. Thís mcilium v.:u mod1!icJ u dcscribcd 
In Rcsulti 1nd discu,~ion íor lhc fcrmcntot c1pcrimtnh. 

Shah·fl11k uperimcnts wcrc carricd out in 2SO.ml trkn· 
mty-cr flukl s1oppcrcd .,,,ith cotlon plugs and con1ainin1 
Uh mi mcdium. Thc broths v.crc inoculated v.i1h a cu!lure in 
1h1 t1poncntial 1row1h ph:nt, con1ainin~ appro•imatcl~ 
S > JO' cclls!ml. lbt) IHrt intut>3tcd at zg•c (unltu othtr· 
.,,.¡ e indicatcd) 1nd 11 100 rpm in a Ntw Uiunsv.icL Con· 
ucllcd Environmcnt lncubator Shakcr, Modcl G::?S (Edison, 
N1 ,,,. Jmcr, USA). Two Onh wcrt remo\·cd al cHry um· 
ph1g lime íor analysis. Fttmcntor upcrime•iu wcre con· 
du:ttd In a htnch 1calt Bio-flo ítnncntor (Ed son, Ne"' Jcr· 
se·, USA) wlth a worlins \'Olumc of SDO mi. Co 1uant acration 
al l.S wm and 100 rpm wu malmaincd 1hrou¡:hou1 lhc tlptri· 
m• nt. Ten millilitrc umplu wtrt removed al timcd ihttM.b 
lo analylls. 
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••••• ,.1 .•• •.111.1,,1,,·lluumh11•••r11,.1!1l111·••· "·1· r.1.,.1, 

/1,·,111o,1.111111 ·\i11ll111i•ur1·m.11.1nl,,..1·11h1.1111n\t>.,,11111 

tu;w¡ 11,. .,1hun• .111~1-• 1rm lu1 lh mm llu 1111!1•"111• .i, 

.,,,¡,.·. "''' n11".1•Uh·J '""'flUt;.111.i•t 1n11 •"\l1•n1. Cl\.l"l"hh.1 
ll.1•1· h•U ( \\( 1 ,rnd Íl11CI r.1p1'I ol\"li\1\IC•. a•1·011ltnf lfl \l.in• 
d,1. 4nd \\rt>.-1 tl"lt"ll Thr numht-r of unil• rrr m1lhh11r 1n 
t'.i.:h Col"" V.ot• lhf IOltl~C" of lhC dilulitin nquurd tn ¡:11t lJ.(IJ 
mF rrd1mn¡: •ufJI :t• 1luH1~r. lo mra•ulr lht ,¡~co~1mtlfiC" 
rnJlJ&,luc-.in.i'r •cti111.1, rn1}mf utuCI l:?mlL •I an 3í"f11CI· 
r11m d1lu11on 1u1 addrd In 14 mi af O.~ .. (.'f.t(" 'oluliOn in 
11 OI Al ~ct1o1lt' touíftt. rH ~. and incutoatrd fo1 ) min 11 )f. l' 
\'1.cn•1h v.;i• mr.i•urrd in i. B1nolí1tld 1i•C0,1mtlt1 modcl 
Llfl 111ih l'L 11d.ir1or 1rancrn1ri1 qlindml. ""ilh ~r•n irtcd 
1•f ~urrn11S1ou¡:h1on. M4h. l1SA.1 Onr uni11l'1 of rn1~mr 
.1,1111\~ "".I' dtfintd i1• 1ht .&muunl OÍ tnt~mf lh.&l rrduHd \1,. 
\."thll} ti~)(!". in 1 min 

P,u1r111 d1"1&tnw111111m Prolrin \lo.& .. mta\Uftd 'fliith t>ciHnr it· 
rum ~l~um1n !b •to1nd.i1d ~ tht mr1hod (lf lm•·r~ r1 i.111\il~ll 
~rr.·ifi, rn1~mc ;1cth11~ """' t\prr .. ed in lrrm. "r tnl~I ~I· 
uMr rro1rio 

Rcsult\ and dlsru\Slon 

lde111ifkaticm 

Thc isolatc:d straín was an aerobic, Gram·pmith·e 
rod, which formcd ycllow, circular, ~listcnins col· 
onics on nutricnt agar. Thc tests that lcd to its 
idcntification as B. rirculans are shown in Table 1. 
h has bccn rcported that sorne main~ of B. circu· 
lom degrade ccllulosc wcakly (Buchanan and 
Gibbons 1975). 

En:,1·111r choror1trisation 

Ccllulasc acti\'itii:s dctcrmincd in lht cullurc su
pcrnatant aítcr ccntriíugation and rcfcrrcd to ss 
soluble protcin wcrc: 3.93 íiltcr papcr units/mg 
protcin, an c11.oglucana1c (on cotton) aclh'ity of 
2.2~ U/mg protcin, an cndoglucanasc (on CMC) 
colorimetric actMty oí 0.017 U/mg protein and 
an cndog1ucannsc viscosimctric activity oí 69.32 
U/mg protcin. As can be obscrnd. B. rirculans 
produced mainl)' endoglucanase activil)'· h dras
tically rcduccd thc visco!iJ1y ar CMC solutions, 
producins vcry ícw rcducing SUBan. 11 also 
showcd good actMly 1owards nativc cellulosc. 

Thc pcrccntagc decrcasc in viscosity al dirftr· 
enl cnzyme concentrations íor B. rirculans with 
thc fcnncntation supcrnatanl, and the effect oí 
cnzyme conccntra1ion on lhc rate of reaction are 
shown in Fig. 1 and 2. Viscosity dc:crcascd rapi,dly 
during the first minutes of thc rcaclion, and aftcr· 

11.1:.1,l,!l•\1, H ,.,,,,/,111• 1 .. •l,1i.,I 
l>.Hll"fltllll 

'"'"'"'11· \\ulth, 11' u 7¡1 \\hhl1. ••"~,. 
Ltnflh.: .'w lrnFlh.,l7J1 

!ipmr,ho1f11' lllir1icJla1 l:lhpfüJI 
c,hnd1ic;1l' 

Sf"ut d1•1rnd\ .. 
•rnr;1nfium 

srorr't dom1n;int C"rot1al 0 Tuminal 
rc11ition 1rrmin:a\• 

\tn11h1.• ... 
( :a\J\~•f +• 
\'t1FC•·Pro .. l.1Ufl 
rllin\'(lrr.· .. 

J1t(l1L:aut1 <t. 
G1n ... 1h in ... 

.;in.anot>1c ~FJI 
Grn .... 1h a1 ~u e +' 
Gro11th i.1 ft~·c· 
Ci1o'olth itt7'• N;1C'I .. 
G1•from1lucou 
Acid f1om ¡:luco~r +• 
~ilutrrrduction ... 
!:.t.ir;h h•df(lhii1 
( urm h~droi~~i~ 

+• 

• F1om lluchanan and G1bboM (197!>1 
.. from flulclc, t1 al. tl984J: \", 1·ariablr charattcr 

wards \'cry sliEhl changcs wcrc observcd durini: 
the experimental mcasurcments. Vcry low cniymc 
conccntralions wcre ne~ded in ordcr to observe 
viseosit)' changes in the firsl 3 min of reaction. 
Thc JOO'!c. \'aluc was the \'ÍSCOSÍty ar thc CMC SO· 
lution whcn buffer instcad of cnzyme solulion 
was addcd. A linear rclationship bernecn cn1ymc 
conccntra1ion and ra1c oí reac1ion was found far 
cnzymc u1rac1 dilutions not grc;ncr th:m 1/10 (\'! 
\"). This bchaviour has bccn obser\"cd in othcr en· 

f1¡:. l. Pucen1a1c dtcrcur in vi,co1ily u 1 íunction ar lime 
fot dirfctcnl dilu1ion1 of Bacillu1 dmilan1 fmncntalion 1upcr· 
n1tan1 ,·/\":O, l~i; A, "'°i; a, l~i: •, 1cmí 
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flr.. ], Eífcrl nf B. mrulJ11' rndo¡Junn:nr o-1t1,"tn1u11nn on 
1ht 1.ur ar rc:irtion. Thr rnr,mr v.a• u•rd dianl) r1om 1hr 
fc1mtni.lion tiro1h and dilu1rd 1\ indintrd 

?)'mes in\'olvcd in vi!ocosit)' rcduc1ion (Anaya et 
al. 1982). Thc optlmal 1empera1urc and pH wcrc 
íound to be 50" e and 7.8 rcspc:cth·ely. 

Culture medium dtflnition 

Carbon saurcc (fig. JJ. In shake Oask c,¡perlments 
CMC. newspapcr and 1u1u cane bagassc wcrc 
u~cd as 'ourccs of carbon. Tht hie:hcst activitics 
werc produccd with CMC and sugar canc ba· 
gassc: similar rc:sults at thc cnd of 1hc fermenta· 
tion in terms of cnzymc activil)· were found. ll1c 
ac1h·ity whcn newspapc:r was uscd wu inhibitcd, 
possibl)' tiecuusc oí the ink. Su¡ar canc hap:assc, 
being a was1e material, was chosen as thc carbc1n 
source far íurthcr cxperimcnu. 

Nitrooc11 ~ourct (Fig. 4). Urcn, ammoninm sul
phntc and peptone wcrc uscd as sourccs of ni· 

t·t] ~15 --0 

i•o 
' Js 
--~--10 'º 'º 60 

T111\1 lhOursl 

fl¡, 3. Efíect or diITmnt sourt'fs or urtion on lhc production 
af cndo¡lucanan· activity by B. n'rrulan1 In shah Ou\.\: O, 
~rbo1ymtthylctll11\01t; A, 1usar c.ant tiag•stc; O, ncv.t· 
v.ircr 

l~~ 
20 t.O 60 &O 

l¡q lhCU'~ 

rt~. 4, Erítct OÍ difítrc:nl IOUICt\ OÍ nÍUO~tn (In tht rrodm:· 
lion oí c:ndop.\Ut'JOJ\t acti\il) b) EJ. (lm1fori1 in d·,.1lt íl:ii~~· 
o. rnt:il rt"rtont; A, ammonium sulphatc; O, urt.1 

trogcn' in shakc Oask cxpcrimcnts. 1ñc bc~t ='Ctiv· 
hy was obtained with pcp1onc, which was sckctcd 
:iS thc nitro{!.Cn source for íurthcr cxperiments. 

To optimize Hu: culture medium íor cndoglu· 
canasc produclion, thc Bo,..Wilson methud (Bo" 
and Wilson 1951) was uscd. The íour parnmctcrs 
choscn nnd thcir lc\els are shown in T:i.hlc 2. Thc 
rc~ponsc variable wns thc viscosimctric cndoglu· 
cana~c :1ctivilr. Thc following cquation wm. ob· 
tained: Y• 19.12 + l.91XI + O.EJX2 - 0.002XJ 
- l.75X4whcrcX1-pH, X2-1cmperaturc (º CJ, 
XJ.,, pcptonc conccntration (r,11), :rncJ X·1 = sugnr 
cane b3gassc conccntration (gil). According to 
thc regrcssion cocfficicnls obtnincd for l'~'cry pa· 
mme1er (Table 2), cnzyme proc1uc1ion wa~. most 
!.cnsiti\'c to thc fcrmentation pH \·alue and :.lipar 
cane bn~assc conccntration. After thc formcma· 
tion cxperimcnts in culture mcdi:l modificd a!> in· 
dicatcd by thc Dox·Wilson rcsuhs, cnzym-: pro· 
duction rem3incd almost cons1ant, so thc hig.hest 

T•blr 2. rarameten and resutu of culture mcdi11Th optimiza· 
tion hy lhe Dol·Wil1on methnd 

pH Tcmpcr· Pcplont Sugar cant 
a1urc ""' bae:tuc conc 
('C) (JI\) (gil) 

Upptrlc\"cl l4 ll 
s ... 28 10 
Lower leve! 2l s 
Variation uni1• ' s 
Rt1rcnlon 
cocfficien1 1.97 0.83 -0.002 -1.75 
Rt,ruilon 
cocfficicnl"' 
variationuniu 1.97 4.99 -0.002 -8.15 
Ncw v1tia1ion 
uniu 0.2 0.6 -0.0002 -1.0 
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10 10 JO 40 
f1N lt'aJ'11 

11~. !lo. Gro•\lh 101. mtd1um rH 1•1 and rndo,luc.in.i't .1~· 
11\11~ 1 !J. I or B. w111/u10 in~ l·I ÍClmtnlOI· 

íinal endoglucanase ''iscosimetric activity oh· 
1;1incd Y.as 20.7 U/mi ata 2rc:highcrtcmpcra1urc 
and by decreasinp; the ba¡;assc concentration to 
R gil. A more c:xtcnsh·c analysis oí thc tempera· 
ture cffcct. consisting oí ícrmcntations carried out 
at 28'. 30", 31", 34° and nrc ga\C similar re· 
sul\s, Índicating Iba\ 30' C Wa!o lhe Optima! \Cm• 
perature. 

frrmtntation at optimum conditiom 

A ícrmcntation C:tperimcnt was carricd out using 
a mcdium with 8 g/I sugar cane bagasse, 5 g/I 
peptone, 5 gil NaCI, and 2 ~/I yeast exuact, at 
pH -7.6 ond JO' C. Growlh, pH and endo!luca· 
na.se acti\'ity wcre measured at regular intervals 
during 48 h. As can be obsen·cd in Fig. 5, aítcr a 
[!.fOWlh period OÍ about 10 h, diaUXÍC JfOWth W3S 
obscrved. The first e>.poncntial phase 
(µ -0.12 h - ') was probably due to ~rowth on the 
soluble sug.ars írom bagassc, and the 1econd onc: 
(p-0.01 h- 1

) on its cellulose. The pH value de
creascd durin¡ thc first 16 h írom 7.6 to 5.8 and 
then in crea sed to reach a value of 7.0 at lhc end of 
thc fcnncntation. This bchaviour could possibly 
be duc to acid metabolite production during thc 
firsl stage, followed by thcir consumption íor fur· 

''" 
lh~·r ll\id;llion. or to dramination or thC' amino 
.11:1d~ prL'"lºlll in lhL' l'L"(lhlílL' omct ~"'"'"' e'UllC'\. 

1·.ndoi!IUL\ma .... · C1t1i\'i1y incrca~cd throui:houl 
thc frrmen1a1ion "''a hip.hcr prnduction rale in thc 
~ccond p.rowlh pha.,t:. Ther.c rc:~Uh!t- \l.ClUld !t-Up.p.rsl 
tha1 ~oluble sugar!o should he eliminated from thc 
!oUhMratc. The conccntration of soluble su~af') in 
hagassc: was found to be 8. Jª,~. Howcvcr. i1 has not 
yct hccn shown ií cnzyrnc production abo de· 
pcnds on biomass concc:ntration. Funher expcri· 
mcnts are necded to clariíy this situalion. 

Thc Í!'lola1cd bacicrium, identified as B. rirru· 
lam. !ohowed C),cellcnt endog.lucanar.c acth·ity. lt 
dr.1Hically rcduced thc viscosi1y of CMC solu· 
tions. 11~ enzymc would ha\'C: ro1en1ial applica· 
1ion in viscosi1y reduction in the production of 
concentrated or dricd íruil and VCE.Ctablc prod· 
uct!>, or as a fihration aid. Howc,·..:r. to dc[!.radc 
nati\'e hllulose completcly, it would have to be 
used in conjunction with othc:r enzyrncs. 
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