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RESUMEN 

En este trabajo se evaluó el efecto de algunos parámetros 
físico-químicos sobre la producción de celulasas y xilanasas por 
Au4eoba~ldlum ~p. utilizando un medio con reactivos industriales 
y bagacillo de caña de azúcar como única fuente de carbono, sin 
ningún pretratamiento físico o químico. 

La máxima actividad celulolítica y xilanolítica se produ­
jo en un intervalo de temperaturas de 29º a 37°C y a un pH ini­
cial de 4.5. En las condiciones utilizadas Au~eoba~ldlum ~p. -
produce una mayor actividad de celulasas, xilanasas y S-glucosi­
dasa que la doble mutante de T. vl4lde QM9414. De hecho la cepa 
produce casi tres veces más de la actividad de S-glucosidasa, la 
cual es considerada como la enzima limitante en la sacarifica- -
ci6n de la celulosa cristalina. 

Al pasar de matraz agitado a fermentador de 14 litros, los 
niveles de producción se mantuvieron iguales. A este nivel el -
inóculo micelial de 24 horas resultó el más adecuado para la pro 
ducci6n de celulasas y xilanasas y se pudo reducir 100 veces el­
volumen de in6culo sin que se afectara negativamente los niveles 
de producción de ambas enzimas. 

Cuando se utilizaron los surfactantes Tween-80 y MAZU­
DF7940 en el medio de cultivo del in6culo, se incrementó la pro­
ducci6n de celulasas en un 45%. En el caso de las xilanasas el 
incremento fue menor (23%). Asimismo, cuando estos surfactantes 
se adicionaron además al medio de producci6n, la actividad de 
ambas enzimas fue prácticamente igual. 

Las mejores condiciones de aereación y agitaci6n para la -
producci6n enzimática en fermentador fueron las combinaciones: 
200 rpm/0.4 vvm y 140 rpm/l vvm. En estas dos combinaciones se 
obtiene el mismo valor de kLa, que corresponde a 12.4 h- 1

• 

Por otro lado se demostró que el control de pH durante la 
fermentación no mejora la producci6n de celulasas y xilanasas 
por el contrario, se encontró una disminución de su producción. 

1 



l. INTRODUCCION 

Las enzimas son macromoléculas fundamentales en todos los 

procesos biol6gicos. Debido a sus propiedades de acelerar las 

reacciones químicas, especificidad por el sustrato y llevar a -

cabo sus funciones en condiciones suaves de pH, temperatura y -

presi6n. Estos catalizadores biol6gicos, también tienen impor­

tancia práctica en la industria química y alimentaria, así como 

en análisis clínicos y en terapéutica. En su mayoría las enzi­

mas de uso industrial son de origen microbiano y algunas de or! 

gen animal o vegetal. Entre las enzimas de mayor uso indus- -­

trial tenemos a las amilasas, proteasas, lipasas, isomerasas, -

pectinasas y celulasas. 

Las celulasas son enzimas que hidrolizan los enlaces 

B(l-4) de la celulosa produciendo azúcares solubles. Estas en­

zimas tienen un enorme potencial de ser utilizadas en la sacari 

ficaci6n de la celulosa contenida en los desechos celul6sicos -

urbanos y agroindustriales, los cuales son muy abundantes. Las 

xilanasas están relacionadas con las celulasas debido a que en 

la naturaleza los xilanos que son un tipo de hemicelulosa se e~ 

cuentran asociados a los polímeros de celulosa, por lo que, ta~ 

bién son importantes en la sacarificación de materiales lignoc~ 

lul6sicos de desecho. 

El término celulasa se refiere no a una sola enzima sino 

más bien a sistema enzimático complejo constituido de al menos 

tres tipos de enzimas: ende B(l-4) glucanasa, exo B(l-4) 
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glucanasa y S-glucosidasa. Estas enzimas son inducibles, es d~ 

cir requieren de la presencia de celulosa en el medio de culti­

vo para biosintetizarse. Las xilanasas también son un sistema 

enzimático inducible de al menos tres tipos de enzimas: endo 

S(l-4) xilanasas, exo S(l-4) xilanasa y S-xilosidasa. 

La celulosa pura y contenida en los materiales de origen 

vegetal es muy difícil de degradar por su insolubilidad, alto -

grado de cristalinidad y por la presencia de lignina. Adn para 

la degradación de la celulosa pura, es necesaria la participa-­

ción de todo el complejo celulolítico y además en algunos casos 

se requiere de pretratamientos físicos y/o químicos para hacer 

la celulosa más accesible al ataque enzimático. 

Desde el punto de vista práctico las mejores fuentes de -

celulasas y xilanasas son los hongos, ya que producen los siste 

mas enzimáticos extracelulares y completos. 

Las celulasas son producidas comercialmente en algunos 

paises de Europa, Japón y Estados Unidos, sin embargo en México 

no se producen a pesar de que existe una considerable importa-­

ción de estas enzimas. Por otro lado en nuestro país existen -

abundantes desechos agroindustriales como el bagacillo de caña, 

paja de trigo y rastrojo de maíz, que se pueden utilizar como -

materia prima barata y renovable tanto para la producción de c~ 

lulasas y xilanasas, como para su aplicaci6n en la producci6n -

de azdcares solubles. 
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El bagacillo de caña se genera en grandes volúmenes como 

un subproducto de la industria azucarera y actualmente es sub­

utilizado. Por su alto contenido en celulosa 46% y hemicelulo­

sa 30% (90% de ella en forma de xilanos (1)), resulta ser un 

buen sustrato para la producci6n de celulasas y xilanasas. 

Nuestro grupo ha estado trabajando en los últimos años en 

la producci6n de celulasas y xilanasas usando un hongo levadur! 

forme seleccionado en nuestro laboratorio e identificado como -

Au.1teo ba..!>.ld.lwn ¿,p. , que no es pa t6geno y el cual es capaz de pr~ 

ducir celulasas y xilanasas extracelulares cuando crece en cel~ 

losa microcristalina (2) y desechos agroindustriales sin pretr~ 

tamientos físicos y/o químicos (3). La máxima actividad produ­

cida por esta cepa en celulosa cristalina es alcanzada a tiem-­

pos más cortos que los requeridos por otros microorganismos (2). 

No hemos encontrado ningún otro reporte de género Au1teoba..!>.ldum 

como productor de un sistema celulolítico completo capaz de de­

gradar papel filtro y celulosa cristalina. Además es un hongo 

que produce un micelio muy fino sin formar "pellet" en cultivo 

sumergido, por lo que su uso a nivel industrial no tendría los 

problemas de transferencia de oxígeno que tienen los hongos f i­

lamentosos como A¿,pe1tg.lR.R.u.!>, Pen.lc..lR.R..lwn y T1t.lc.hode1tma.. Los re 

querimientos nutricionales de este hongo han sido estudiados en 

matraces agitados y se ha establecido un medio de cultivo sim-­

ple y econ6mico a base de sales grado industrial y agua de la -

llave, en el que Au1teoba..!>.ld.lum ¿,p, produce una elevada activi-­

dad de las enzimas celulolíticas (4). 
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Considerando lo antes expuesto el objetivo de este traba­

jo está centrado en el estudio de la variaci6n de algunos pará­

metros físico-químicos sobre la producci6n de celulasas y xila­

nasas por Att11.eoba1.>.ld.lum 1.>p., a nivel de fermentadores de 14 li­

tros y utilizando un medio con reactivos industriales y bagaci­

llo de caña de azúcar sin ningún pretratarniento, corno única - -

fuente de carbono. 
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2. ANTECEDENTES 

Las celulasas y xilanasas son grupos de enzimas muy impoE 

tantes, ya que constituyen una herramienta de la naturaleza pa­

ra la recirculación del carbono, por su participación en la de­

gradación biológica de los constituyentes de las plantas (5) y 

también debido al gran potencial que tienen de ser utilizadas -

en la hidrólisis de los materiales lignocelulósicos con fines -

industriales. Las celulasas actüan sobre los enlaces S(l-4) de 

la celulosa degradándola hasta azacares solubles. Las xilana-­

sas están comprendidas dentro de las hemicelulasas y son las 

más estudiadas debido a que su sustrato los xilanos, constitu-­

yen una gran proporción de la hemicelulosa de las plantas (1). 

Las xilanasas están muy relacionadas con las celulasas debido a 

que su sustrato, los xilanos, se encuentran asociados en la na­

turaleza con la celulosa, estas enzimas hidrolizan los enlaces 

S(l-4) de los xilanos. 

La aplicación de ambos sistemas enzimáticos en la hidr61! 

sis de materiales lignocelulósicos permitiría un mayor aprove-­

chamiento de éstos. 

Se ha reconocido la intervención concertada y sinérgica -

de tres tipos básicos de actividades para degradar a la celulo­

sa cristalina (6): endoglucanasas (1,4 e glucan 4 glucanohi­

drolasa, E.e. 3.2.1.4); exoglucanasas o celobiohidrolasas 

(1,4 S glucan 4 celobiohidrolasa E.e. 3.2.1.91) y S-glucosida­

sa (S-glucósido glucohidrolasa E.e. 3.2.1.21). En comparación 
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con las amilasas los mecanismos de acci6n de las celulasas se -

conocen poco, se saben que actúan sinérgicamente para llevar a 

cabo la sacarificaci6n de la celulosa. 

Varios mecanismos han sido propuestos como un intento de 

dilucidar la interacci6n entre los componentes del sistema cel~ 

lolítico y el sustrato. El mecanismo que es actualmente acept~ 

do propone que las endoglucanasas inician un ataque sobre las -

regiones amorfas presentes en forma natural en la celulosa, se­

guida inmediatamente por la acci6n de la celobiohidrolasa, la -

cual libera celobiosa de las cadenas terminales no reductoras -

de la celulosa. Posteriormente las dos enzimas actúan de mane­

ra sinérgica solubilizando a la celulosa a pequeños oligosacár! 

dos y celobiosa, los cuales son hidrolizados por la B-glucosid~ 

sa hasta glucosa (7) . 

Las xilanasas al igual que las celulasas son un grupo de 

enzimas, las cuales pueden ser clasificadas por su modo de ac-­

ci6n en: a) endoxilanasas (B(l-4) xilan xilanohidrolasa E.e. 

3.2.1.8) actúan de manera aleatoria y pueden ser a su vez de -

dos tipos: 1) Las que son capaces de hidrolizar enlaces B(l-3) 

de los arabinoxilanos liberando arabinosa, y 2) Las que atacan 

otros sitios sin liberar arabinosa. b) exoxilanasas (B(l-4) 

xilano hidrolasas) estas enzimas actúan sobre el lado terminal 

no reductor de la cadena de xilanos, liberando xilosa. c) Las 

B-xilosidasas (B-D xil6sido xilohidrolasa E.e. 3.2.1.37) actúan 

sobre xilooligosacáridos cortos produciendo xilosa (8). 
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El mecanismo de acci6n de las xilanasas hasta la fecha ha 

sido poco aclarado, debido a que éstas han sido menos estudia-­

das que las celulasas. 

2.1. Celulosa y materiales lignocelul6sicos. 

La celulosa es un polimero de glucosa unido por enlaces -

S(l-4). Su forma más pura en la naturaleza solo se presenta en 

las fibras de algodón (98%) • En general la encontramos asocia­

da a la hemicelulosa y lignina constituyendo los llamados mate­

riales lignocelul6sicos. Posee una estructura cristalina alta­

mente ordenada y muy compacta, lo que la hace ser un sustrato -

difícil de degradar. La celulosa podría utilizarse mediante la 

hidrólisis para convertir a los azdcares solubles en proteína -

unicelular o por fermentación obtener compuestos orgánicos sim­

ples tales como etanol, acetona y butano!, o bien podría ser -­

utilizada como sustrato para la producción de enzimas industria 

les por microorganismos. 

Los materiales lignocelul6sicos son generados periódica-­

mente por medio de la fotosíntesis y se ha estimado que se pro­

ducen cerca de 2x10 12 ton/año a nivel mundial, los cuales están 

constituidos del 35-60% de celulosa, 10-30% de hemicelulosa y -

4-18% de lignina (9). La hemicelulosa es un polímero complejo 

constituido por diferentes azdcares, siendo los más comunes: 

xilosa, glucosa, galactosa, manosa, arabinosa, ác. glucorónico 

y 4,o-metil-glucorónico. Los xilanos constituyen los más abun-
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dantes de las hemicelulosas, por ejemplo, en angiospermas cons­

tituyen el 20-30% del peso seco (10). La hidrólisis de la hemi 

celulosa representa una fuente de azúcares que pueden ser util~ 

zados para producir otros productos. La lignina es una macrom~ 

lécula constituida de residuos fenil propil, cuya estructura 

química completa aún no es clara. Su hidrólisis representa una 

fuente de materia prima para la producción de compuestos fenóli 

cos. 

Entre los materiales lignocelulósicos encontramos una - -

gran variedad de subproductos de desecho provenientes de la 

agricultura y agroindustrias como son: pajas de cereales (trigo, 

arroz, avena, etc.); rastrojos de maíz, sorgo; cascarilla de -­

arroz y algodón, así como bagazo y bagacillo de caña de azúcar, 

entre otros. Estos subproductos en general son quemados para -

obtener energía, o usados parcialmente en la alimentación de 

rumiantes, o bien abandonados en el campo como abono orgánico. 

Sin embargo la cantidad de residuos generados es mucho mayor 

que la que se utiliza, por lo que constituyen una fuente de re­

cursos renovables actualmente subutilizados y que en algunos 

casos son fuente de contaminación. Por estas características -

así como por su alto contenido en celulosa, hemicelulosa y lig­

nina, los materiales lignocelulósicos en los últimos años han -

recibido mucha atención, porque representan una fuente de mate­

rias primas renovables y baratas que pueden ser utilizadas y 

transformadas en productos útiles para el hombre o para anima-­

les por vía química o biológica. 
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Los procesos de depolimerizaci6n de materiales celul6si--

ces están basados en catálisis con ácidos o enzimas. La hidr6-

lisis química se lleva a cabo en presencia de ácidos fuertes, -

este proceso es rápido y completo, pero sufre de reacciones ca-

laterales que destruyen a la glucosa, formando subproductos ta­

les como derivados de furfural los cuales inhiben la poster~pr ... 
~ 

fermentación de la glucosa formada. Por otro lado, 1 ~1 uso de -
,, . 

ácidos fuertes causa problemas de corrosi6n y contaminación am-

biental, además se requiere de la neutralización de los azúca--

res, lo que dificulta su aplicación a gran escala. La hidróli-

sis enzimática tiene muchas ventajas sobre la hidrólisis quími-

ca, ya que su catalizador no es corrosivo, la reacción se lleva 

a cabo en condiciones suaves de temperatura, pH y presión, y 

las enzimas son potencialmente reutilizables. Sin embargo por 

las características antes mencionadas de la celulosa, la hidró-

lisis enzimática se dificulta por lo que se han utilizado pre--

tratamientos físicos y/o químicos a fin de aumentar la veloci--

dad de la hidrólisis y los rendimientos en azúcares solubles. -
La hidrólisis enzimática ha sido llevada a cabo a nivel labora-

torio y planta piloto, sin embargo a la fecha no existe un pro-

ceso enzimático a gran escala para la hidrólisis de celulosa, -

debido a lo antes expuesto, así como al alto costo de las enzi-

mas, el cual representa cerca del 60% del costo total del proc~ 

so (11). 
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2.2. Aplicaciones e importancia comercial de las celula­

sas y xilanasas. 

Las celulasas producidas a escala comercial provienen 

principalmente de T4¡chode4ma v¡4¡de, A~pe4g¡ttu~ n¡ge4 y 

Pen¡c¡tt¡um 6un¡culo~um (12). Las xilanasas no se producen a -

esta escala, pero generalmente están presentes en la preparacio­

nes crudas de celulasas. 

Las celulasas no se producen en México a pesar de que 

existe una considerable importaci6n de ellas; si bien no se tie­

nen estadísticas exactas sabemos que en 1985 cuando menos se im­

portaron 12 657 kg y 25 559 kg en el primer trimestre de 1988 

(13). Estas enzimas son utilizadas en la industria farmacéutica, 

textil y en el procesamiento de algunos alimentos. su aplica- -

ci6n consiste en eliminar la turbiedad causada por celulosa, me­

jorando los procesos de extracci6n y filtraci6n de jugos de fru­

tas; en el pretratamiento de materia prima para la industria cer 

vecera y como aditivos digestivos. En la literatura se reportan 

otros usos como son: alimentaci6n animal, mejorando la produc- -

ci6n de leche en ganado vacuno (14); extracci6n de diosgenina 

(15) y obtenci6n de protoplastos de hongos (16). 

Las xilanasas por sí mismas no tienen un mercado definido 

en la industria, pero se ha reportado su utilizaci6n en la pro­

ducci6n de xilosa, la cual puede ser transformada a xilitol (17) 

y en el pretratamiento de materiales lignocelul6sicos se favore­

ce la acci6n de las celulasas y se incrementan los rendimientos 
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en azúcares (18). 

El potencial de las celulasas está en la sacarificaci6n -

de los grandes volúmenes de materiales lignocelul6sicos que exis 

ten en el mundo, éstas han sido evaluadas inclusive a nivel de -

planta piloto, sin embargo no ha sido posible el desarrollo de -

un proceso a gran escala, debido al alto costo de las enzimas 

(11), lo que indica la necesidad de realizar todavía aún más in­

vestigaci6n y desarrollo a varios niveles con el fin de alcanzar 

dicho objetivo. 

2.3. Producci6n de celulasas y xilanasas microbianas. 

Las celulasas y xilanasas son producidas por un gran núm~ 

ro de microorganismos entre los que se incluyen hongos, actinom! 

cetos, bacterias y algunas levaduras, aunque éstas últimas solo 

producen xilanasas (Tabla 1). 

Los hongos son los de mayor interés práctico debido a que 

producen todo el sistema celulolítico extracelularrnente y entre 

ellos se encuentran algunos que se utilizan para producir celula 

sas en forma industrial. 

La producci6n de celulasas y xilanasas se lleva a cabo en 

cultivo sumergido por lote (19), o alimentado (36), así como en 

cultivo s6lido (37). Como fuentes de carbono se han utilizado -

sustratos purificados como celulosa microcristalina, carboxime-­

til celulosa (CMC) y solka flock para celulasas, y xilanos puri- -
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TABLA I 

MICROORGANISMOS REPORTADOS COMO PRODUCTORES DE CELULASAS Y 

XI LANAS AS 

Microorganismo celulasas xilanasas Referencia (PF, CMC) 

HONGOS 

T!Uc.hodeJtma. v.uúde + + + 19 
AópeJtg.lUUó 6umi.ga.tu.ó + + + 20 
Pen.i.c..<.Uwn pWtpWtogenw11 + + + 21 
Tlúela.v.la. .teNLutlú6 N.O. + 22 
Humi.c.u.ta. .fanug¡no6a. N.O. + 23 
Myc. e.e.¡º ph.thoJta. .theJtmo phlta. + + + 24 

ACTINOMICETOS 

1\U.C1Lomono6po1t.a. menalo6po~ + + 25 
S.tlt.ep.tom¡c.u, 6.favogweUó + + + 26 
TeJtmoinono6po1t.a. 6Uóc.a. + + N.D. 27 

BACTERIAS 

Ba.c..lUUó 6.tea.1t.o.theJtmoplUllu. N.O. + 28 
ce.e..e.ue.omo~ uda. + + + 29 
Rwn¡noc.oc.iv.. albUó + N.D. 30 
Bac..teJto¡du, 6uc.unogenu + + 31 

LEVADURAS 

T!Uc.ho4polt.Wn bUg~ + 32 
C!Up.toc.oc.c.Uó alb~Uó + 33 

HONGOS LEVADURIFORMES 

Awi.eoba.6¡~ pu.Uula.116 + 34 
i\Wteoba.6¡~ 6p. + + + 35 
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ficados de diversas fuentes (lardo, avena, etc.) para xilanasas. 

También se han utilizado para la producción de ambas enzimas ma­

teriales lignocelulósicos de desecho como pajas de trigo, casca­

rilla de arroz, aserrín, bagazo y bagacillo de caña, entre otros. 

En la producción de celulasas también se han utilizado algunas -

fuentes de carbono solubles como lactosa y celobiosa, sin embar­

go éstas solo inducen alguna de las actividades celulolíticas 

( 38). 

Muchos de los microorganismos que producen celulasas tam­

bién producen xilanasas por lo que estas enzimas en general han 

sido evaluadas simultáneamente encontrándose que los requerimen­

tos nutricionales y condiciones.de cultivo son similares. 

La regulación de la síntesis de celulasas en hongos es i~ 

ducible y sensible a represión catabólica (39,40), aunque se co­

nocen algunos microorganismos que producen las enzimas constitu­

tivamente (41). La producción de xilanasas parece estar regula­

da por los mismos mecanismos, aunque éstas han sido menos estu-­

diadas que las celulasas (42). 

La producción de celulasas ha sido extensivamente estudia 

da en varios microorganismos, principalmente en T4iehode4ma 

4e6eei (T. vi4ide) el cual es conocido como uno de los más po-­

tentes organismos degradadores de celulosa, pero produce bajos -

niveles de actividad de B-glucosidasa (43). Se han obtenido mutan 

tes hiperproductoras de celulasas a través de seleccionarlas co­

mo insensibles a represión catabólica, síntesis constitutiva de 
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la enzima (44) y por una producci6n incrementada de glucosidasa 

(45). Sin embargo la mayoría de los microorganismos incluyendo 

a las mutantes hiperproductoras de T. v~k~de a la fecha resultan 

fuentes inadecuadas de celulasas en términos de rendimientos y -

balance de los componentes del sistema celulolítico para sacari­

ficar celulosa altamente cristalina, por lo que las actividades 

aún resultan bajas para hacer técnica y econ6micamente posible -

la hidr6lisis de celulosa a gran escala (46). 

Se han planteado diversas alternativas a fin de hacer fa~ 

tible la hidr6lisis de materiales lignocelul6sicos a gran escala 

entre las que se incluyen: continuar con la búsqueda de nuevos -

microorganismos productores de celulasas; mejoramiento genético 

de las cepas; desarrollo de procesos econ6micos de producción de 

enzimas; empleo de cultivos mixtos a fin de obtener sistemas en­

zimáticos más eficientes y el uso de la Ingeniería Genética para 

obtener nuevas cepas productoras de celulasas capaces de produ-­

cir las enzimas a tiempos más cortos de fermentaci6n o con mayor 

rendimiento. 

Existen numerosos grupos de investigaci6n en el mundo tr~ 

bajando sobre las diversas alternativas para hacer posible en un 

futuro la hidr6lisis enzimática de los materiales lignocelul6si­

cos. En México tenemos una gran variedad de sustratos disponi-­

bles en grandes volúmenes como son bagacillo de caña de azúcar, 

paja de cereales, etc., lo que hace importante la búsqueda de 

nuevos microorganismos adaptados a las condiciones climatol6gi-­

cas de las regiones donde se producen estos sustratos. En nues-
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tro grupo se aislaron un gran número de microorganismos preve- -

nientes de zonas agrícolas, henequeneras y de cañaveral, y de 

éstos se seleccionó un microorganismo identificado como 

Auheoba-0idium -Op. que es un hongo levaduriforme que produce un 

sistema celulolítico completo y xilanasas extracelulares cuando 

es crecido en celulosa microcristalina y materiales lignoceluló­

sicos de desecho (2,3). Este microorganismo a la fecha aún no -

ha sido reportado por otros grupos como un hongo celulolítico 

verdadero. 

se han estudiado sus requerimentos nutricionales para la 

producción de celulasas y xilanasas, y se ha desarrollado un me­

dio de cultivo simple y económico compuesto de pocas sales grado 

industrial, agua de la llave y bagacillo de caña de azúcar sin -

ningún pretratamiento como única fuente de carbono (4), sin em­

bargo sus condiciones de cultivo como son pH, temperatura, inócu 

lo, aereación y agitación aún no han sido estudiadas. 

Considerando lo antes expuesto el objetivo de este traba­

jo consiste en evaluar los parámetros físico-químicos que afee-­

tan la producción de celulasas y xilanasas por Auheoba-0idium -Op. 

a nivel de fermentadores de 14 litros, utilizando el medio con -

reactivos industriales y bagacillo de caña. 
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3. MATERIALES Y ME TODOS 

3.1. Microorganismo. 

El microorganismo que se us6 durante el desarrollo de es­

te trabajo es un hongo levaduriforme perteneciente al género 

Atu1.eoba..1>.id.lu111 el cual fue aislado y seleccionado a partir de 

muestras de suelo de cañaveral por su capacidad de producir cel~ 

lasas extracelulares a partir de celulosa microcristalina (2) y 

desechos agroindustriales como única fuente de carbono. Este 

hongo es de consistencia cremosa y de color naranja. 

La mutante TJt..lc.hodeJt.ma. v.{.Jt..{.de QM9414 se obtuvo de A.T.C.C. 

E.U.A. 

3.2. Propagaci6n y conservaci6n de la cepa. 

La propagación de las cepas se realiz6 a partir de una so 

la colonia y se sembró en medio sólido de agar papa dextrosa 

(PDA) más 0.25% de agar, incubándose a 29°C durante 72 horas. 

Después de este tiempo las placas se dejaron a temperatura am- -

biente por 48 horas para una mejor esporulación del hongo. Los 

microorganismos se conservaron por resiembras periódicas a par-­

tir de una sola colonia en tubos de ensaye inclinados contenien­

do PDA más 0.25% de agar y por liofilizaci6n usando leche descre 

mada como soporte. Los liofilizados se guardaron a temperatura 

ambiente. 
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3.3. Prueba cualitativa para medir la capacidad celulolí 

tica de las cepas. 

Se hizo periódicamente para corroborar la capacidad celu­

lolítica de las cepas en base a la velocidad de disgregación del 

papel filtro. El microorganismo se inoculó en tubos de ensaye -

conteniendo una tira de papel filtro de lx20 cm unida a un tapón 

de gasa y 10 ml de una solución de sales minerales (medio A) . 

Después de la inoculación los tubos fueron incubados a 37°C con 

agitación a 180 rpm y revisados cada 6 horas. Auheoba~~d~um ~p. 

es capaz de disgregar completamente el papel filtro en menos de 

20 hrs. 

El medio A contiene (%, p/v): 0.09% de urea; 0.20% fosfa­

to de potasio monobásico; 0.03% cloruro de calcio; 0.03% sulfato 

de magnesio; 0.2% tween 80; 0.1 ml de cada solución de elementos 

traza y pH 4.6. La solución de elementos traza contiene: sulfa­

to ferroso 500 mg; sulfato de manganeso 160 mg; cloruro de zinc 

170 mg y cloruro de cobalto 200 mg, cada uno de ellos disuelto -

por separado en 100 ml de agua destilada. 

3.4. Medios de cultivo para la producción de celulasas y 

xilanasas. 

El medio de cultivo utilizado para la producción de estas 

enzimas tanto a nivel matraz como en fermentadores contiene: 2% 

de bagacillo de caña de azúcar sin ningún pretratamiento, 0.14% 
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de sulfato de amonio, 0.03% de urea y 0.2% de fosfato de potasio 

monobásico (todos grado industrial) y agua de la llave (3). El 

pH es ajustado a 4.4 con HCl. Los matraces conteniendo el medio 

de cultivo se esterilizaron a 15 psi durante 20 min y los fermen 

tadores a 20 psi durante 25 minutos. 

3.5. Preparaci6n del in6culo. 

El in6culo utilizado para los experimentos a nivel matraz 

consiste de un ml de una suspensi6n de esporas en agua destilada 

con una densidad 6ptica total de 5 (540 nm) por cada 100 ml de -

medio de cultivo. El in6culo para el fermentador consiste de 

micelio de 24 horas de dad el cual se obtiene de la siguiente ma 

nera: se inocula con 10 ml de una suspensi6n de esporas (D.O. 

15) a un matraz fernbach conteniendo un litro de medio de culti­

vo usado para la producción de enzimas, previamente descrito más 

0.2% de tween 80 y se incuba a 37ºC y 180 rpm durante 24 horas. 

La cantidad de in6culo (%, p/v) que se utiliz6 fue variable y 

éste se especifica en las figuras correspondientes. 

3.6. Condiciones de cultivo para la producci6n de 

celulasas y xilanasas. 

La producci6n de enzimas a nivel matraz se realiz6 en ma­

traces erlenmeyer de 500 ml conteniendo 200 ml del medio de cul­

tivo usado para la producci6n de enzimas, previamente descrito, 
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y se inocularon como se mencion6 anteriormente. Los matraces se 

incubaron a 37°C y 180 rpm durante 5 días. La producci6n de en­

zimas a nivel fermentador se realiz6 en fermentadores de 14 li-­

tros (Labroferm, New Brunswick Scientific Co.) conteniendo 10 li 

tres de medio de cultivo e inoculado con diferentes volúmenes de 

micelio segGn se especifica en las figuras correspondientes. Las 

condiciones de fermentaci6n a este nivel fueron las siguientes: 

velocidad de agitaci6n 200 rpm, aereaci6n 0.4 vvm, presi6n lSpsi 

y temperatura 37ºC. Las variaciones realizadas se especifican -

en las figuras correspondientes. Todos los experimentos fueron 

realizados por duplicado. 

Durante las fermentaciones se tomaron alicuotas de 10 ml 

para matraz y de SO ml para fermentadores cada 24 horas, las cua 

les fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos. En el 

sobrenadante libre de células se determinaron las actividades de 

celulasas (PF) y xilanasas, y en algunos casos la de a-glucosid~ 

sa y celulasas (CMC), segGn se especifica en las figuras corres-­

pendientes. 

3.7. Determinaci6n de la actividad celulolítica sobre 

papel filtro. 

Consiste en cuantificar los grupos reductores solubles -­

producidos por la acci6n de las celulasas sobre el papel filtro 

(47). Los azGcares reductores se determinaron por el método del 

ácido 2,3 dinitrosalicílico (DNS). (48). El sistema de reacci6n 
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contiene una tira de papel filtro Whatman No. 1 de lx6 cm que -­

equivale aproximadamente a 50 mg de celulosa; un ml de amortigu~ 

dor de citratos 0.075 M, pH 4.8 y 0.5 ml de filtrado del medio -

de cultivo conteniendo a la enzima. Este sistema se incuba a 

50°C durante 60 minutos y al término de este tiempo se adicionan 

3 ml de DNS y se ebullen los tubos durante 5 minutos. Se enfrían 

a temperatura ambiente y se agregan 15.5 ml de agua destilada a 

cada tubo. Se lee a 550 nm en un fotocolorímetro Spectronic 20 

Baush and Lomb. La concentraci6n de grupos reductores es calcu­

lada a partir de una curva estandar de glucosa y la actividad e~ 

zimática es expresada como mg de azúcares reductores por milili­

tro de filtrado. 

3.8. Determinaci6n de la actividad celulolítica sobre 

CMC. 

se determin6 por medir los grupos reductores liberados 

por la acci6n de las celulasas sobre la carboximetilcelulosa 

(CMC), y cuantificándolos por el método del DNS. El sistema de 

reacci6n contiene 1 ml de la soluci6n de CMC al 7% en amortigua­

dor de citratos O.lM pH 4.8 y 0.5 ml de filtrado conteniendo a 

la enzima. Este sistema se incuba durante 30 min. a 50°C en 

baño maría. La actividad es expresada como mg de azúcares reduc 

tores por ml de filtrado, calculados a partir de una curva estan 

dar de glucosa. 
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3.9. Determinación de la actividad de S-glucosidasa. 

El sistema de reacción contiene: 0.25 ml de una solución 

6.0 mM de p-nitrofenol S-D-gluc6sido (PNFG) en amortiguador de 

citratos O.lM pH 4.8, más 0.5 ml de amortiguador de citratos 

0.2M pH 4.8 y 0.25 ml del filtrado conteniendo a la enzima. Es­

te sistema se incuba durante 10 minutos a 50°C. Exactamente a -

este tiempo se retira una alícuota de 0.2 ml y se agrega a un 

tubo de ensaye que contiene 4.8 ml de carbonato de sodio O.lM 

para desarrollar el color y se lee a 420 nm (49). Para la deter 

minación de la actividad se utilizó una curva estandar de p-ni­

trofenol (PNF). La actividad es expresada como raicromoles de 

PNF por ml de filtrado. 

3.10. Determinación de la actividad xilanolítica. 

El sistema de reacción contiene un ml de solución de xila 

nos de lardo (sigma) al 0.75% en amortiguador de citratos 0.075M 

pH 4.8 y 0.5 ml de filtrado conteniendo a la enzima. La mezcla 

se incuba durante 15 min. a 50°C en baño maría (49). Los azúca­

res reductores liberados por la acción de la enzima son determi­

nados por el método DNS y cuantificados en base a una curva es-­

tandar de xilosa. La actividad es expresada como mg de azúcares 

reductores por ml de filtrado. 
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3.11. Determinación del coeficiente de transferencia 

de oxígeno. 

El coeficiente de transferencia de oxígeno (kLa) nos ind~ 

ca el grado de oxigenación de un cultivo bajo las condiciones -

en las que trabaja un fermentador. Este se determinó colocando 

en el fermentador 10 litros de agua y un electrodo de oxígeno 

disuelto, se fijan las condiciones de agitación y flujos de 

aire a los niveles deseados y se deja estabilizar a 37°C el - -

tiempo necesario. Una vez estabilizado el contenido de la ja--

rra y el electrodo de oxígeno al 100% de saturaci6n se adicio--

nan 5 gr de sulfito de sodio disuelto en el mínimo volumen de -

agua y un ml de cloruro de cobalto O.lN. Al adicionar estos 

reactivos la concentraci6n de oxígeno disuelto disminuye hasta 

cerca de cero. Cuando todo el sulfito se oxida a sulfato por -

el oxígeno presente en la solución, el % de saturaci6n del oxí-

geno en el líquido empieza a aumentar, en este momento se toman 

lecturas cada 5 6 10 seg hasta que llegue nuevamente a 100%. 

Al expresar los resultados gráficamente se obtiene una gráfica 

como la que se muestra en la siguiente figura: 
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C1 es la concentración de oxígeno en el líquido y es ex-­

presada en ppm. Para convertir estas unidades se considera que 

la máxima saturación del oxígeno en agua para la ciudad de Méxi 

co a 37°C es de 5.41 mg/ml (50). De esta gráfica se sacan las 

pendientes de algunos puntos de la curva y se grafican C1 con--

tra dC 1/dt como se muestra en la siguiente figura: 

e• 

E 
ll. 
ll. 

u 

¡' 

dC1 (pprn;rnin) 
dt 

La pendiente de esta recta es -m = l/kLa y para calcular 

su valor solo se despeja kLa = l/m, expresada en h- 1 . *e es la 

concentración de oxígeno en el líquido que está en equilibrio -

con la fase gaseosa, su valor corresponde a la intersección con 

el eje de las ordenadas. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION 

Como se mencionó anteriormente el objetivo de este traba­

jo está centrado en evaluar los parámetros físico-químicos que 

afectan la producción de celulasas y xilanasas por Atuteoba.6~cüwn 

-Op., utilizando bagacillo de caña de azdcar no tratado física -

ni químicamente, como Gnica fuente de carbono. 

4.1. Efecto de la temperatura. 

Para lograr este objetivo, se evaluó en primer lugar el -

efecto de la temperatura debido a que éste es un parámetro ira-­

portante para la producción de enzimas, ya que no siempre la 

temperatura de máximo crecimiento corresponde a la de máxima 

producción. Como se mencionó anteriormente la cepa de Au4eoba­

~~dum -Op. fue seleccionada a 29°C y todos los estudios realiza­

dos con ella, también fueron efectuados a esa temperatura (2,3, 

4) , sin embargo consideramos conveniente ver si aumentando la -

temperatura era posible incrementar o bien mantener los niveles 

de producción de enzimas en Au4eoba-0~d~um -Op.. Lo anterior es 

importante ya que de implementarse este proceso a nivel indus-­

trial, debería estar localizado en zonas cañeras que son gene-­

ralmente de temperaturas altas. 

Los resultados obtenidos del efecto de la temperatura se 

muestran en la Fig. 1, donde se observa que la máxima actividad 

celulolítica se produce en unrango de temperaturas de29 a 37°C. 
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TIEMPO DE INCUBAC/ON (días) 

FIG. l. Efecto de la temperatura sobre la producción 
de celulasas y xilanasas extracelulares por 
Au.Jteo ba.6.ld.ium .6 p. a partir de bagacillo de caña de 
azdcar no tratado. Matraces agitados a 180 rpm con­
teniendo bagacillo al 2%; urea 0.03%; sulfato de amo 
nio 0.14%; fosfato de potasio 0.2% (todas las sales­
grado industrial), agua de la llave y pH 4.5. 
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A 25 y 40ºC la producción de estas enzimas es menor, obteniénd~ 

se cerca del 50% de la actividad máxima. En cuanto a la produ~ 

ci6n de actividad xilanolítica observamos que los niveles alca~ 

zados son prácticamente iguales entre 25 y 40°C, es decir, las 

xilanasas se producen en igual cantidad en un intervalo más am­

plio de temperaturas en comparaci6n con las celulasas. A 45ºC 

no se detectó actividad celulolítica ni xilanolítica en el fil­

trado libre de células. Estos datos se pueden apreciar mejor -

en la Fig. 2 a las 120 hrs. de fermentación. De acuerdo a es­

tos resultados se seleccionó la temperatura de 37°C para el de­

sarrollo de los siguientes experimentos. 

La cepa de Aull.eoba..i..ld.lu.m .i.p. produce la máxima actividad 

celulolítica y xilanolítica en un intervalo más amplio de temp~ 

ratura que otros microorganismos mesofílicos reportados, lo 

cual es ventajoso, ya que permitiría a nivel industrial un ma-­

yor rango de operaci6n del proceso fermentativo. En Tll..lc.ho deJz.ma. 

v.lJz..lde se reporta que el intervalo al cual se obtiene la máxi­

ma actividad celulolítica es entre 25° y 28°C (51), y para la -

producción de xilanasas en este hongo, el intervalo de tempera­

turas es también limitado, ya que la producci6n de estas enzi-­

mas se reduce al aumentar la temperatura de 25 a 37°C (52). 

En A.i.pe1tg.lf.lu..i. .te1t1teu..1i la máxima producción de estas enzimas -

se obtiene JOºC (53). La capacidad que tiene Au.Jz.eoba..i..ld.lu.m .i.p. 

de producir estas enzimas en un intervalo más amplio de temper~ 

turas, pudiera deberse a que este hongo se aisl6 y seleccion6 -

de muestras de suelo de cañaveral, que son comdnmente zonas de 
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ras a las 120 horas de incubaci6n. Las condiciones = 
de cultivo son las mismas que las descritas en la 
Fig. l. 
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altas temperaturas. 

Considerando que las placas de PDA que se usaron para pr~ 

parar el in6culo de los matraces fueron incubadas a 29ºC, se 

evalu6 la producción de las enzimas utilizando placas incubadas 

a 37ºC y se comparó la producci6n con la obtenida a 29ºC. Los 

resultados se muestran en la Fig. 3, donde se observa que prác­

ticamente no hay diferencias en cuanto a la producci6n de acti­

vidad celulolítica y xilanolitica al incubar las placas de PDA 

tanto a 29 como a 37ºC. Sin embargo, resulta más fácil recupe­

rar las esporas de las placas incubadas a 29ºC, por lo que se -

decidió seguir utilizando 29°C para la preparaci6n del in6culo 

y 37°C para la fermentaci6n. 

El hongo T4~ehode4ma v~4~de es una de las cepas más pote~ 

tes en la producción de celulasas extracelulares debido a que -

produce un sistema celulolitico completo capaz de degradar cel~ 

losa cristalina (19). Nuestra cepa de Au4eoba~~d~um ~p. tam­

bién produce un sistema celulolitico completo (3), por lo que 

se comparó en las mismas condiciones de cultivo con la doble 

mutante de T4~ehode4ma v~4~de, la cepa QM9414, creciendo ambas 

a 37ºC y midiendo las principales actividades enzimáticas del -

complejo celulolitico, para ello se utiliz6 papel filtro (PF), 

carboximetil celulosa (CMC) y p-nitrofenol 8-D-gluc6sido (PNFG) 

como sustratos. Los resultados se muestran en la Fig. 4 donde 

se observa que los niveles de actividades obtenidas alas 120 ho 

ras para las actividades sobre PF, CMC y xilanos son de 163, 

. 122 y 112% respectivamente. También se observa que Au4eoba~~-
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PF ( o) y CMC ( A); f3-glucosidasa ( f).) y actividad -
xilanolítica ( o) • 
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d.lwn .!ip. requiere de menos tiempo para alcanzar la máxima pro-­

ducci6n de las actividades. La actividad de S-glucosidasa en -

nuestra cepa fue de 286% en relación a la de T. v.ln.lde, lo cual 

resulta interesante, ya que esta actividad en el complejo celu­

lolítico de Tn.lc.hodenma. v.ln.lde es limitante para la sacarifica­

ción de celulosa cristalina (54). Estos resultados desde el 

punto de vista de la aplicación de las enzimas son atractivos, 

debido a que Attneoba..!i.ld.lum .!ip. produce una mayor actividad de -

las enzimas necesarias para degradar celulosa cristalina, que -

es la forma en que se encuentra en los materiales celulósicos -

de desecho no tratados física o qu1micamente. 

Con el propósito de comprobar si la diferencia obtenida -

en los niveles de actividades entre Aunc.oba..!i.ld.lum -Op. y T. v.lni:_ 

de se debían a un efecto de temperatura en T. v.ln.lde, se evaluó 

la producción de enzimas por este· hongo a 29°C y se compararon 

con la producción de enzimas por este hongo a 29ºC y se comparó 

con la obtenida a 37°C. Estos resultados se muestran en la 

Fig. S, donde se observa que a 29°C la producción de celulasas 

medidas sobre PF y CMC se incrementa un 30%, en cambio las acti 

vidades de xilanasas y S-glucosidasa son prácticamente iguales 

a las obtenidas a 37°C. Sin embargo, a pesar del incremento en 

estas actividades, los niveles alcanzados, siguen siendo meno-­

res que los de Auheoba.-0.ld.lum -0p., a excepción de la actividad -

sobre CMC, que fue un 10% mayor en un solo tiempo (120 horas). 

Estos resultados demuestran que entre T. v.ln.lde y Auneob~ 

-0.ldum -Op. si existe una clara diferencia en el comportamiento -
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FIG. 5. Producci6n de celulasas y xilanasas por 
Tlz.-lc.hodeJtma vDi-lde QM9414 a 29° y 37°C. Matraces 
agitados a 180 rpm fueron incubados en las mismas 
condiciones descritas en la Fig. 1, pero a 29°C y 
37ºC. Celulasas sobre PF (o) y sobre CMC ( 4); 
S-gl ucosidasa ( !::. ) y xilanasa ( o) • 
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a la temperatura y que nuestra cepa produce una mayor actividad 

de celulasas (PF), xilanasas y S-glucosidasa que la doble mutan 

te de T. v¡n¡de QM9414 bajo las mismas condiciones, lo que apo­

ya nuestro interés de seguir evaluando la capacidad de produc-­

ci6n de celulasas y xilanasas a 37°C de Auneoba6¡dium 6p. con 

el fin de obtener informaci6n suficiente para lograr la produc­

ci6n industrial de estas enzimas. 

4.2. Efecto del pH inicial del medio de cultivo. 

Es bien conocido que el pH del medio de cultivo es uno de 

los factores más importantes que influyen en la producci6n y la 

estabilidad de las enzimas, así como en el crecimiento del mi-­

croorganismo. Es por ésto que se evalu6 la producción de celu­

lasas y xilanasas de Auneoba6idium 6p. creciéndolo a diferentes 

valores de pH inicial del medio de cultivo. 

El efecto del pH se evalu6 en un rango de 3.0 a 7.0, los 

resultados obtenidos sobre la producci6n de enzimas y variaci6n 

de pH se muestran en la Fig •. 6. En la parte superior se obser­

va que la variaci6n de pH inicial durante la fermentaci6n fue -

mayor en el rango de 3.0 a 5.0, mientras que a pH más altos no 

hay gran diferencia entre el pH inicial y pH final de la fermen 

taci6n. La máxima producción de actividad celulolítica se oh-­

tiene cuando se utilizó un pH inicial de 4.5, y, a valores de -

pH diferentes de 4.5, la producción fue menor, por ejemplo a pH 

de 3.0 y pH de 7.0 se produce a las 120 horas, el 20% y 60% de 
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FIG. 6. Efecto del pH inicial del medio de cultivo 
sobre la producci6n de celulasas (o) y xilanasas 
(o) por Au.1r.eoba.-<1.i.d.i.um .ip. crecido en matraces agi 
tados a 180 rpm conteniendo el medio descrito en -
la.Fig. 1, a diferentes valores iniciales de pH e 
incubados a 37°C. 
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la actividad respectivamente. A valores de pH superiores a 5.0 

los niveles de actividad celulolítica en el medio de cultivo ya 

no aumenta después de las 48 horas. Se ha reportado que en - -

A4pe4g~!!u4 te44eu4 crecido sobre bagazo de caña tratado, la m~ 

xima producci6n de estas enzimas también se obtiene a pH 4.5, -

pero a pH de 3.0 y de 7.0 se obtiene el 72 y 14% respectivamen­

te (53). Es decir la producci6n de celulasas en A4pe4g~!!u4 

te44eu4 a pH 3.0 es menos afectada que a pH 7.0, en cambio en -

Au4eoba4~d~um hp. el efecto a este pH es diferente, o sea, a 

pH de 3.0 se produce menos actividad que a pH de 7.0. Por otro 

lado la producci6n de celulasas producidas por el Ba4~d~om~~eto 

50F (55) tiene un comportamiento al pH similar al de A. te44eu4. 

En cuanto a la producci6n de xilanasas se observa que la 

máxima actividad se obtiene a pH 4.0, sin embargo entre 3.5 y 

5.0 las diferencias observadas a los 5 días de fermentaci6n son 

menores del 9%. A valores de pH fuera de este intervalo, es d~ 

cir a pH 3.0 y pH 7.0, la producci6n de estas enzimas es menor, 

obteniéndose 67% y 72% respectivamente. También se observa co­

mo en el caso de la actividad celulolítica, que a valores de pH 

superiores a 5.0, la producci6n de xilanasas se incrementa sola 

mente durante las primeras 48 horas y posteriormente ya no se 

observa ningún efecto. 

El efecto del pH sobre la producci6n de enzimas en Au4eo­

ba4~d~um hp. que se ha descrito anteriormente se puede ver más 

claramente en la Fig. 7, donde se muestran las actividades por-
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centuales a las 120 horas de incubación son menores a pH 3.0 y 

7.0. Sin embargo las celulasas a los mismos valores de pH pre­

sentan una menor producción que las xilanasas. A pH 3.0 se pr~ 

duce el 20% de la actividad celulolítica en relación a la máxi­

ma, pero al mismo valor de pH se produce el 67% de la actividad 

xilanolítica. En todos los valores de pH diferentes a 4.5 la -

actividad celulolítica fue menor, lo que indica una mayor sens~ 

bilidad de la producción de celulasas al cambio de pH inicial -

del medio de cultivo que las xilanasas. 

La disminución de la producción de las enzimas se puede -

deber a un efecto sobre la biosíntesis, pero también puede ha-­

her un efecto sobre la estabilidad. Por tal motivo se determi­

nó la estabilidad de las celulasas y xilanasas preincubándolas 

a 37ºC durante 72 horas a los mismos valores de pH. En la 

Fig. 8, se observa que a pH de 5.0 se conserva el 100% de la ac 

tividad de ambas enzimas. A pH de 4.5 son prácticamente igual 

de estables, sin embargo a los otros pH si hay una disminución 

en la actividad de las celulasas y xilanasas. A pH de 3.0 la -

actividad celulolítica disminuye hasta el 14% a las 72 horas, -

mientras que la actividad xilanolítica llega a un 40%. A pH de 

7.0 la actividad de ambas enzimas baja a un 40%. Estos resulta 

dos demuestran que la estabilidad de ambas enzimas se ve afecta 

da por el pH, por lo que es un factor importante que también 

contribuye a la disminución de la actividad detectada en el me­

dio de cultivo durante la fermentación. 
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FIG. 8. Estabilidad de las celulasas (o) y xilana­
sas ( o) de Autr.eo ba..1i.ld.lum .6 p. a diferentes valores 
de pH. Los filtrados libres de células se ajustaron 
a los valores de pH indicados y se preincubaron por 
diferentes tiempos a 37°C. 
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A pesar de la importancia que tiene la estabilidad al pH 

de estas enzimas, llama la atenci6n el hecho de que prácticame~ 

te no hay información sobre la estabilidad de las enzimas en 

los reportes sobre el efecto del pH en la producci6n de las ce­

lulasas y xilanasas. 

considerando todo lo anterior y debido a que la produc- -

ción de celulasas es mayor a pH 4.5 con una estabilidad prácti­

camente igual, se seleccion6 el valor de 4.5 como el pH inicial 

para la producci6n de enzimas por AuJz.eoba.&~dium .&p .• Este va-­

lor de pH también se ha reportado como el valor de pH donde se 

obtiene la máxima producci6n de actividad celulolítica para va­

rios hongos entre los que se incluyen: Eupenic.illum javanic.um 

(56), A-0peJz.gillu-0 .teJz.Jz.eu.& (53), Ba.&idiomic.e.to 50F (55), TJz..ic.ho 

.thec.ium Jz.o.&eum y A. nigeJz. (57). 
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4.3. Experimentos a nivel fermentador de 14 litros. 

Los experimentos de temperatura y pH descritos hasta el -

momento, se realizaron en matraces agitados, ya que a este ni-­

vel se pueden manejar simultáneamente un mayor ntímero de exper! 

mentas que en el fermentador. Sin embargo existen otros parám~ 

tras que tienen que ser evaluados a nivel de fermentador, ya 

que es necesario tener un mejor control de las condiciones de -

fermentaci6n y porque este sistema es más representativo que el 

matraz de lo que será el proceso de producci6n a mayor escala. 

Es por ésto que de aquí en adelante todos los experimentos se -

realizarán a nivel de fermentador de 14 litros. 

4.3.1. Efecto de la edad del in6culo. 

La edad del in6culo es un factor importante que influye -

directamente sobre los rendimientos de metabolitos y enzimas. -

En nuestro estudio con Au~eobaó~d~um óp. se sabía que era posi­

ble reemplazar un inóculo de esporas con un cultivo micelial de 

24 horas, sin que se afectara negativamente la producción de ce 

lulasas y xilanasas (3). Sin embargo solo se había probado es­

te tiempo, como edad del in6culo, por lo que se evalu6 la pro-­

ducción de las enzimas utilizando tanto 24 como 48 horas de - -

edad. Los resultados se muestran en la Fig. 9, donde se obser­

va que con el in6culo de 24 horas es mayor la producción de am­

bas enzimas, que cuando se usa uno de 48 horas. Con el in6culo 

de 48 horas la producción de celulasas disminuye un 20% y la de 

41 



~ INOCULO 24 hrs. INOCULO 48 hrs. 
et:: 2 
oq: 
e;,, 
E -U) 

~ oq: 

s 
c¡f 
(.j 

4 

~ 
et:: 3 oq: 
e;,, 
E 

2 -U) 

~ 
~ j:pH oq: 
::::! 
>< 

3 5 3 5 

TIEMPO DE INCUBACION (di'as} 

FIG. 9. Producción de celulasas (o) y xilanasas 
(o) por Au.Jr.e.obaó-ld.i.u.m óp. en fermentadores de 
14 litros. Como in6culo se utiliz6 micelio de 24 
y 48 horas crecido en el mismo medio (10%) . El 
medio de cultivo es el mismo descrito en la pri­
mera gráfica y las condiciones a este nivel son: 
200 rpm, 0.4 vvm, pH 4.5 y 37°C. 
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xilanasas un 30%. La causa de la disminución en la producción 

de enzimas con este inóculo no la sabemos, sin embargo es prob~ 

ble que se deba a que a este tiempo el inóculo lleve una mayor 

cantidad de enzimas, lo que ocasione que los niveles de azúca-­

res liberados en el medio de fermentaci6n, aumenten a niveles -

que repriman la síntesis de enzimas. En T1t-lehode.1Lma v-l1t-lde. se 

ha reportado un comportamiento similar con in6culos de más de -

36 horas (58). 

Hay que señalar que en la literatura son pocos los traba­

jos sobre producción de celulasas en los que se utiliza micelio 

como inóculo, y en ellos la edad del inóculo que se emplea es -

mayor que la que usamos para Au1te.oba-0-ld-lum -Op.. Por ejemplo 

con Te1tmomono-0po1ta -Op. se usan cultivos de 72 horas como in6cu­

lo (59); en T. v-l1t-lde, 36 horas (58); Pe.n-le-i.llum p-litoph-llu-0 y 

T1L-lehode.1tma ha1tz-lanum, 72 horas (60, 61) y en A-0pe.1tg-lllu-0 

áum-lga~u-0 1 48 horas (20). Los resultados obtenidos con Aulte.oba 

-0-ld-lum -Op. indican que este hongo se comporta diferente a los -

mencionados anteriormente, ya que en el se requiere de un in6cu 

lo de 24 horas de edad para obtener una mayor producci6n de las 

enzimas, en cambio en los otros hongos se necesita más tiempo 

de incubación del in6culo para obtener la mayor producci6n de -

enzimas. Por los resultados obtenidos se seguirá utilizando 24 

horas como edad del in6culo en los siguientes experimentos. 

43 



4.3.2. Efecto del volumen de inóculo. 

Dado que existe interés de escalar el proceso para la pr~ 

ducción de celulasas 1y xilanas'as por Au1Le.aba-0-i.d-i.um -0p., se eva-

luó la reducción del volumen de inóculo para el fermentador, 

con el fin de determinar el volumen mínimo al cual no se afecta 

negativamente la producción de enzimas. Se ha reportado que a 

escala industrial los volúmenes de inóculo empleados en difere~ 

tes procesos están en el intervalo del 0.2% al 10% (v/v) (62). 

Con Au1Le.aba-0-i.d.lum -0p. el volumen de in6culo que se estaba em- -

pleando para la producción de enzimas en fermentador de 14 li--

tras había sido del 10% (v/v), y por lo tanto se decidió probar 

las siguientes concentraciones: O.OS, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5 y 10% 

(v/v). Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 10, don 

de se observa que la producción de celulasas pr~cticamente es -

igual entre 0.1 y 10% de inóculo. La producción de xilanasas -

se incrementa 12% con volGmenes de inóculo menores de 2.5%. 

Con un inóculo de 0.05%, es decir, 5 mililitros del cultivo de 

24 horas de AufLe.aba-0-i.d-i.um -Op. inoculados en el fermentador con 

10 litros de medio, se observa que la producción de celulasas -

disminuye un 33% con respecto al máximo, en cambio la produc- -

ci6n final de xilanasas prácticamente no se afecta. 

Estos resultados son interesantes, ya que es posible red~ 

cir de 10% a 0.1% el volumen de inóculo sin afectar negativame~ 

te la producción final de las enzimas, es decir una reducción -

de 100 veces la concentración. 
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FIG. 10. Efecto del volumen de in6culo sobre la pro­
ducción de celulasas ( o) y xilanasas ( o) por 
Au~eoba~~d~um ~p., crecido en las mismas condiciones 
descritas en la Fig. 9 e inoculado con diferentes vo 
ldmenes de in6culo micelial de 24 horas de edad. 
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Por ello el volumen de in6culo de 0.1% se seleccionó para 

utilizarlo en los siguientes experimentos. 

El efecto de volúmenes variables de in6culo sobre la pro­

ducci6n de las enzimas es difícil de comparar con la literatura, 

ya que no se encontraron datos publicados de este efecto sobre 

la producci6n de celulasas y xilanasas en otros hongos, sin em­

bargo si hay datos del uso de un solo volumen de inóculo sin 

probar volúmenes variables, por ejemplo con A.ópe//.g.i.lltui 6wn.lga­

tu.ó solamente se utilizó un volumen de in6culo del 15% (20). 

Con Pen.le.lllum p.lnoph.llum y Tll..lelwdell.ma hall.z-lanum se us6 5% -

(60,61); T. v.lll.-lde, 10% (58) y A. tell.'1.eu-0, 8% (63). Existen 

reportes en la literatura del efecto de volúmenes variables de 

inóculo sobre la producci6n de fructofuranosidasa (64),alcohol 

(65) y levana (66). En estos casos la cantidad de compuesto 

sintetizado es mayor cuando se usan ·volúmenes de in6culo meno-­

res del 10%, en cambio con volúmenes mayores la producci6n es -

menor, también se reporta en todos los casos que con in6culos -

menores del 5% se presenta una fase lag de 24 horas, debidas a 

un crecimiento lento del microorganismo. Por ejemplo la produ~ 

ci6n de fructofuranosidasa por Aópell.g-lllu.ó awamoll.-l se evaluó 

con volúmenes de inóculos de 5% a 0.5%, resultando mayor la pr~ 

ducción con un inóculo del 0.5%, a concentraciones mayores la -

producción disminuye (64). En cuanto a la producción de al­

cohol, se han estudiado volúmenes de in6culo del 2% al 60% re-­

sultando que la mayor producci6n se obtiene con 2%, a volúmenes 

mayores la producci6n disminuye hasta un 15% (65). 
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Es importante señalar que no se encontró ningún reporte -

en la literatura en el que se haya logrado reducir el volumen -

de inóculo hasta valores del 0.1% (v/v) como en el caso de la -

producción de celulasas y xilanasas por Aukeobaaldlum ap. 

El uso de un volumen de inóculo tan pequeño como el encon 

trado para Aukeobaaldlum 6p. tiene como ventaja una mayor faci­

lidad de manejo del inóculo al escalar el proceso, es decir, es 

más sencillo manejar 10 litros de inóculo (0.1%) que 100 litros 

(10%) para un fermentador de 1000 litros, y además de esta mane 

ra se reducirán los costos de producción. 

4.3.3. Influencia de surfactantes. 

Es bien conocido que la biosíntesis de enzimas se incre-­

menta por la adición de varias sustancias que actúan como acti­

vadoras. Por ejemplo la producción de celulasas y xilanasas en 

muchos hongos es incrementada por la adición al medio de culti­

vo de surfactantes tales como: Tween 80, Triton X-100 y monopa~ 

mitato de sacarosa (56). 

En Aukeobaaldlum 6p. se sabe que el Tween 80 estimula la 

producción de celulasas cuando se adiciona a matraces contenie~ 

do un medio de cultivo con celulosa microcristalina (2). Siri -

embargo a nivel de fermentador de 14 litros y utilizando un in6 

culo pequeño, no se ha evaluado su efecto, por lo que se deci-­

.dió estudiar la influencia de algunos surfactantes sobre la pr~ 
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ducci6n de celulasas y xilanasas. se probaron Tween 80 (ester 

de polioxietilen sorbitan); MAZU DF7940 (polipropilen glicol) y 

MAZU DF2100 (silic6n), éstos dos ültimos de grado industrial. 

En la Fig. 11 se muestran los resultados de la adici6n de 

0.2% de Tween 80 y MAZU DF7940 al medio de cultivo del in6culo, 

observándose que en ausencia de estos surfactantes la produc- -

ci6n de enzimas es menor, ya que solo se obtiene cerca del 55% 

para celulasas y 75% para xilanasas tomando como referencia a -

las actividades obtenidas con Tween 80. La adici6n de estos 

surfactantes al medio de cultivo del in6culo estimula la produ~ 

ci6n de ambas enzimas, resultando ser ligeramente mayor la est! 

mulaci6n de celulasas con Tween 80 y la de xilanasas con MAZU 

DF7940. De estos resultados se concluye que es conveniente el 

uso de estos surfactantes en el medio de cultivo del in6culo 

con el fin de obtener mayores niveles en la producci6n de celu­

lasas y xilanasas. 

Después de estos experimentos se evalu6 el efecto de es-­

tos mismos surfactantes, en el medio de cultivo de producci6n -

del fermentador. En la Fig. 12 se muestra el efecto del Tween 

80, donde se observa que a las concentraciones probadas de 0.1 

y 0.2% no hay ningün efecto sobre la producci6n de celulasas y 

xilanasas, ya que prácticamente se obtiene la misma actividad -

de las enzimas en presencia y ausencia del Tween 80 en el medio 

de producción. 
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FIG. 11. Efecto de la adici6n de los surfactantes -
Tween 80 y MAZU DF7940 en el medio de cultivo del -
inóculo sobre la producci6n de celulasas (o) y xi­
lanasas ( o) por Au1¡_eoba!>.i.d.i.u111 !ip. crecido en las -
condiciones descritas en la Fig. 9, e inoculado con 
0.1% (v/v) de inóculo micelial de 24 horas de edad. 
S/N sin adici6n de surfactante. 
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También se probaron 0.1% y 0.2% de los surfactantes grado 

industrial MAZU DF7940 y MAZU DF2100 como se muestran en las 

Figs. 13 y 14 respectivamente, donde se observa que prácticame~ 

te no se afecta la producci6n de celulasas y xilanasas. 

Estos resultados se pueden ver mejor en la Tabla II, don­

de se observa que un incremento al doble en la concentraci6n de 

estos surfactantes no tienen un efecto sobre la producci6n de -

enzimas, por lo tanto no es necesaria su utilizaci6n como com~ 

nentes del medio de producción en el fermentador. 

En la literatura se ha reportado que el Tween 80 al 0.1% 

es un surfactante necesario en Tk~chodekma v~k~de para obtener 

altos rendimientos en celulasas (67). En Pell~culak~a ó~lame~ 

.to.6a este surfactante aumenta 1.5-1.7 veces la producci6n de ce 

lulasas y 2.8 veces la producci6n de S-glucosidasa (68). En 

Sc!J.tal~d~um l~gn~cola también se incrementa la producci6n de -

celulasas por este surfactante (69). En cuanto a la producci6n 

de xilanasas se ha reportado que también aumenta al adicionar -

Tween 80 y monopalmitato de sacarosa en el medio de cultivo, 

por ejemplo en A.6pekg~llu.6 óum~ga.tu.6 QM45h la producci6n de es 

tas enzimas se incrementa 4 veces con 0.1% de estos surfactan-­

tes (70) y en A.6pekg~llu.6 .tekkeu.6 las xilanasas aumentan 21% -

con Tween 80 (0.1%) en el medio de cultivo (71). 

El uso de surfactantes grado industrial no ha sido repor­

tado en la literatura. Sin embargo, algunos autores han reem-­

plazado al Tween 80 por otras fuentes de ácidos grasos más eco-
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TABLA II 

EFECTO DE SURFACTANTES SOBRE LA PRODUCCION DE CELULASAS 
Y XILANASAS POR AulLe.oba.¿,.ld.lum ¿,p. CULTIVADO EN 

FERMENTADORES DE 14 LITROS 

SURFACTANTE CELULASAS XI LANAS AS 

NINGUNO 100 100 

TWEEN 80 (O .1%) 110 100 
TWEEN 80 (O. 2%) 97 98 

MAZU DF7940 (O .1%) 103 103 
MAZU DF7940 (O. 2%) 110 103 

MAZU SS2100 (0.1%) 97 105 
MAZU SS2100 (0. 2%) 97 103 

*) Las actividades son expresadas como % de la activi­
dad producida con respecto al control, a las 96 ho­
ras de fermentaci6n. 

Las condiciones de fermentaci6n son: agitaci6n 
200 rpm, aereaci6n 0.4 vvm, 37°C, pH 4.5 e inocula 
do con 0.1% de volumen de in6culo de 24 horas de 
edad. 
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n6micas, como por ejemplo ácido oleico el cual incrementa 1.5 -

veces la producción de xilanasas en el hongo Ikpex lac~u-0 (72). 

También se han evaluado aceites vegetales de maíz, soya y semi­

llas de algod6n, sin embargo los rendimientos en enzimas obteni 

dos son menores que con Tween 80 (73). 

4.3.4. Efecto de la Aereación y Agitaci6n. 

La producción de enzimas por microorganismos es influen-­

ciada por varios factores, especialmente por el grado de aerea­

ci6n y agitación, por lo que la optimización de estos paráme- -

tros es un prerrequisito indispensable para su producci6n a es­

cala industrial. El propósito de la aereación y agitación en ·· 

los fermentadores es suplementar a los microorganismos el oxíg~ 

no necesario, así como mezclar los medios de cultivo, de tal 

manera que se obtenga una suspensión uniforme de nutrientes, mi 

croorganismos y oxígeno (74). 

En los estudios anteriores de Aukeoba-0idium -Op. a nivel -

de fermentador de 14 litros la aereación y agitación se habían 

fijado a 0.4 vvm y 200 rpm respectivamente, sin embargo no se -

había evaluado el efecto de la variaci6n de estos parámetros so 

bre la producción de celulasas y xilanasas por Aukeoba-0idium -0~. 

La agitación se estudió a tres niveles: 200, 140 y 100 rpm con 

cuatro niveles de aereación cada una: 0.2, 0.4, 0.6 y 1.0 vvm. 

Decidimos evaluar velocidades de agitación menores de 200 rpm,­

debido a que los fermentadores a nivel industrial no operan a -
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velocidades de agitaci6n mayores de entre 75 y 140 rpm, por lo 

que este parámetro resulta crítico al escalar un proceso fermen 

tativo. 

LOs resultados del efecto de diferentes flujos de aire a 

una velocidad de agitaci6n constante de 200 rpm sobre la produ~ 

ci6n de celulasas y xilanasas se muestran en la Fig. 15, donde 

se observa que la mayor producci6n de celulasas se obtiene con 

una aereaci6n de 0.4 vvm (4 litros/min.). Cuando los niveles -

de aire son incrementados de 4 litros/min a 10 litros/min se -

observa una menor producci6n de estas enzimas, lo mismo se ob-­

serva con una aereaci6n de 0.2 vvm. 

La producci6n de xilanasas se incrementa hasta en un 16% 

al aumentar la aereaci6n de 0.2 vvm a 0.6 vvm, en cambio con un 

flujo de aire mayor a éstos, la producci6n de estas enzimas dis 

minuye. 

Al reducir la velocidad de agitaci6n de 200 rpm a 140 rpm 

y evaluar diferentes flujos de aire (Fig. 16) se observa que a 

medida que se incrementan los niveles de aereaci6n, la produc-­

ci6n de celulasas aumenta, de tal manera que con 1 vvm 

(10 litros/min) se obtiene una mayor producci6n ~e estas enzi-­

mas, alcanzando los mismos niveles de actividad que los obteni­

dos con 200 rpm y 0.4 vvm. En cuanto al comportamiento de la -

producci6n de xilanasas en estas condicones se observa que a me 

dida que se incrementa la aereaci6n de 0.2 a 0.4 vvm aumenta la 

producci6n, en cambio a una aereaci6n mayor disminuye. 
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FIG. 15. Efecto de diferentes flujos de aire y agita 
ción de 200 rpm sobre la producción de celulasas (o) 
y xilanasas (o) por Au4eoba~~d~um ~p •• Las condi­
ciones del fermentador son: 27°C, pH 4.5, agitación 
y aereación como se indica e inoculado con 0.1% (v/v) 
de micelio de 24 horas. 
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FIG. 16. Efecto de diferentes flujos de aire y agi­
tación de 140 rpm sobre la producci6n de celulasas 
(o) y xilanasas (o) por Au.1Le.aba.1.i.ld.lu.m -Op.. Las -
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Como se muestra en la Figura 17, con una agitación de 

100 rpm y diferentes flujos de aire se obtienen resultados simi 

lares a los descritos anteriormente, es decir, a medida que se 

incrementa la aereación, también aumenta la producción de celu­

lasas, sin embargo los niveles alcanzados en este caso son meno 

res a los obtenidos en las agitaciones de 200 rpm y 140 rpm, i~ 

clusive con la aereación más alta (1 vvm} la producción de celu 

lasas al final de la fermentación solo representa el 92% de la 

máxima producción obtenida en las condiciones anteriores. En -

cuanto a la producción de xilanasas ésta se incrementa al aumen 

tar los flujos de aire de 0.2 a 1.0 vvm. 

De acuerdo a estos resultados la producción de celulasas 

y xilanasas presentan un comportamiento muy similar, ya que a -

medida que se reduce la agitación se requieren de volúmenes de 

aire mayores para obtener niveles de producción más altos, es -

decir, a 200 rpm la máxima producción de ambas enzimas se obtie 

ne con una aereación de 0.4 vvm, mientras que a 140 rpm y 

100 rpm se requiere una aereación mayor, o sea de un 1.0 vvm. 

Cabe señalar que en las condiciones mencionadas anteriormente, 

en la primera y en la última, la producción de xilanasas al fi­

nal de la fermentación es prácticamente la misma (4.5 mg AR/ml}, 

en cambio con 140 rpm y 0.6 vvm la máxima producción de estas -

enzimas es de 5.6 mg AR/ml, lo que representa un incremento del 

24%. En cuanto a la producción de celulasas los niveles de ac­

tividad obtenidos en estas condiciones son prácticamente igua-­

les (1.8 mg AR/ml}, a diferencia de la tercera condición(lOO rpm 
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FIG. 17. Efecto de diferentes flujos de aire y agi­
tación de 100 rpm sobre la producción de celulasas 
( o) y xilanasas ( o) por AuJte.o ba.J.i.ld.lum J.i p. • Las -
condiciones de cultivo son las descritas en la Fig. 
15. 
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y 1.0 vvm) en la que solo se obtiene el 92% de la actividad. 

Por lo tanto la máxima producci6n de celulasas es obtenida a 

dos combinaciones de aereaci6n y agitaci6n: 200 rpm y 0.4 vvm -

y 140 rpm con 1.0 vvm y la de xilanasas a una, con 140 rpm y 

0.6 vvm. 

El hecho de que se obtuviera una mayor producci6n de cel~ 

lasas a dos condiciones de agitación (200 y 140 rpm) resulta 

interesante debido a que 140 rpm es la máxima velocidad que al­

canzan los fermentadores de 22 000 litros que se encuentran en 

nuestro país, por lo que no habría restricciones al respecto, -

en caso de ser posible su escalamiento a este nivel. 

De la evaluaci6n de estos parámetros sobre la producci6n 

de celulasas y xilanasas por Au4eoba-0~d~um -0µ. se notan dos 

efectos, los cuales se ven más claramente en la Figura 18. El 

primero es que se obtiene una baja producción de enzimas con 

flujos de aire bajos a las velocidadesd de agitación evaluadas, 

posiblemente debidas a una insuficiente transferencia de oxíge­

no, tal que no permite un buen crecimiento del hongo y por lo -

tanto, la producci6n de enzimas es menor. Esta posibilidad es 

apoyada por el hecho de que a menor velocidad de agitación se -

requieran mayores flujos de aire para incrementar la producción 

de enzimas. También se observa que a mayor velocidad de agita­

ci6n (200 rpm) y aereaci6nes altas, es decir, mayor de 0.4 vvm 

para celulasas y 0.6 vvm para xilanasas, se presenta un efecto 

negativo sobre la producci6n de ambas actividades, siendo mayor 
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FIG. 18. Efecto de diferentes velocidades de agita­
ci6n y aereaci6n sobre la producci6n de celulasas -
(o) y xilanasas (o) por Au.//.eoba.t>.ld.lu.m .t>p. a las -
120 hrs. de incubaci6n. Las condiciones de cultivo 
son las mismas descritas en las Figs. 15 a 17. 
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la influencia sobre la producción de celulasas que sobre las -­

xilanasas, es decir, la produccion disminuye un 40% para celula 

sas y un 15% para xilanasas. Es probable que este efecto sea -

debido a que en estas condiciones de alta aereación hay pérdida 

de las actividades enzimáticas. Para probar esta posibilidad -

se determinó la estabilidad de las enzimas de un filtrado libre 

de células a la aereación de 1 vvm durante 48 horas y mantenie~ 

do a 37°C con agitación. Los resultados obtenidos indican que 

un flujo de aire de 1 vvm no tiene efecto sobre la actividad de 

ambas enzimas, por lo que se descarta esta posibilidad {Fig. 19). 

Por lo tanto, la razón de la disminución de la actividad de las 

enzimas no la sabemos, pero es probable que en estas condicio-­

nes de 200 rpm y 1 vvm, se produzca algún daño en el micelio lo 

que ocasiona que los niveles de actividad en el medio de culti­

vo sean menores. 

En A.!ipell.g.i.llu.!i 6um.i.ga.tu.1i se ha reportado que a velocida-­

des de agitación mayores de 300 rpm con flujos de aire de 1 vvm, 

la producción de celulasas y ~-glucosidasa es afectada negativ~ 

mente debido a la presencia de un inhibidor {no identificado) -

de estas actividades, el cual es liberado por ruptura del mice­

lio (20). 

En la literatura hay reportes sobre el efecto de la aerea 

ción y agitación en la producción de celulasas, asi como de las 

condiciones a las cuales se obtiene la máxima producción de en­

. zimas, las cuales varian dependiendo del microorganismo. En 
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FIG. 19. Efecto de la aereaci6n de 1 vvrn sobre la -
estabilidad de las celulasas ( o ) y xilanasas ( o) 
de AtLlr.ea ba.6.ld.lum ./i p • • Los filtrados libres de célu­
las a pH 5.0 se incubaron a 37°C por diferentes - -
tiempos con aereaci6n de 1 vvrn (B) y sin aereaci6n 
(A)• 
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T~¡ehode~ma v¡4¡de la producción de celulasas varia en función 

de la velocidad de agitaci6n, siendo 400 rpm y 0.4 vvm las mej~ 

res condiciones de producción, a velocidades mayores o menores 

a ésta, la producci6n de enzimas es menor (58). Para C. eellu­

lolyt¡eum la máxima actividad de celulasas se obtiene con -

300 rpm, a velocidades mayores la producci6n es menor (75). En 

A~pe49¡ttu~ 6um¡gatu~ se obtiene la máxima actividad de endogl~ 

canasas y S-glucosidasa con 100 rpm y 1 vvm a velocidades de 

agitación mayores disminuye la producci6n (20). En T4¡ehode4ma 

v¡~¡de se encontró que las condiciones de agitación óptimas pa­

ra cada componente del sistema enzimático varían, ya que para -

celulasas sobre PF y CMC son 300 y 200 rpm respectivamente, 

mientras que para la S-glucosidasa se requiere de una agitación 

400 rpm, estos valores se determinaron con una aereación cons--

tante de 0.2 vvm (76). 

De los resultados obtenidos en este trabajo, al igual que 

lo reportado en literatura, también se observa que la produc- -

ción de actividad celulolítica y xilanolítica depende de los 

niveles de aereaci6n y agitación, sin embargo el comportamiento 

de Au4eoba~¡d¡um ~p. en las condiciones evaluadas, solo es par­

cialmente comparable con la literatura, debido a que todos los 

trabajos reportados evalúan intervalos de aer~ación y agitación 

más altos. 
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4.3.5. Determinaci6n del coeficiente de transferencia 

de oxígeno (kLa) . 

El coeficiente de transferencia de oxígeno (kLa) nos per­

mite evaluar la capacidad de oxigenaci6n de un fermentadpr. La 

oxigenaci6n de un cultivo está dado por las condicionesde aerea 

ci6n y agitaci6n a las que trabaja un fermentador. En la lite-

ratura se han reportado varios métodos para determinar el kLa, 

entre ellos están el método del sulfito, el transitorio y el es 

tático (77). Sin embargo, todos estos métodos son indirectos -

porque se llevan a cabo en ausencia de células. 

Otros métodos para estimar el kLa considerando las co~di­

ciones de cultivo y en presencia de células son el méi!odo di
1

ná­, 
mico y el de balance de oxígeno en "steady-state", ~a. primero -

de éstos es el más empleado (78). 

Los valores de kLa obtenidos por todos estos métodos no -

pueden ser comparados entre sí, sin embargo un mismo método pu~ 

de ser usado para medir la capacidad de oxigenaci6n de diferen-

tes fermentadores. 

No existe un método que de resultados absolutamente corre~ 

tos y la magnitud del error no puede ser exactamente estimado -

porque éstos dependen de las propiedades físico-químicas del me 

dio líquido, la respuesta del electrodo de oxígeno y del cambio 

de etapa en la velocidad de aereaci6n. 
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Previamente habiamos realizado la evaluaci6n de diferen-­

tes condiciones de aereaci6n y agitaci6n sobre la producci6n de 

celulasas y xilanasas, por lo que consideramos conveniente de-­

terminar el valor numérico de oxigenaci6n (kLa) que se estaba -

dando en las diferentes condiciones evaluadas. Inicialmente, -

intentamos aplicar el método dinámico, sin embargo se presentó 

el problema de que no se tenia una respuesta rápida del electr~ 

do de oxigeno, debido a que las particulas del bagacillo de ca­

ña interferían. Por esta razón se eligi6 el método transitorio, 

el cual es sencillo y rápido, y nos permite comparar los nive-­

les de oxigenaci6n proporcionados en las diferentes condiciones 

de aereaci6n y agitaci6n de un fermentador (77). 

En la Tabla III se muestran los valores de kLa obtenidos 

en las diferentes condiciones de aereaci6n y agitaci6n, obser-­

vándose que los valores de kLa se incrementan conforme aumenta 

la agitación y la aereaci6n y los valores más altos se obtienen 

con una agitaci6n de 200 rpm. Es interesante señalar que se o~ 

tiene la misma oxigenaci6n a dos condiciones diferentes: 140 rPm• 

1 vvm y con 200 rpm, 0.4 vvm. A 200 rpm y 1 vvm el valor de 

kLa se duplica con respecto a los mencionados anteriormente. 

La correlaci6n entre el kLa y la producci6n de celulasas 

y xilanasas por Auheoba-O~d~um -Op. se muestra en la Figura 20, -

donde se observa que el valor 6ptimo para la producci6n de celu 

lasas y xilanasas es prácticamente el mismo y corresponde a un 

valor de 12.6 hr. A valores de kLa diferentes a éste, la pro--
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TABLA III 

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE 
OXIGENO (kLa) POR EL METODO TRANSITORIO, A UN 

FERMENTADOR DE 14 LITROS, BAJO DIFERENTES 
CONDICIONES DE AEREACION Y AGITACION 

Agitaci6n 
(rprn) 

100 

140 

200 

Aereaci6n 
(vvrn) 

0.2 
0.4 
1.0 

0.2 
0.4 
1.0 

0.2 
0.4 
1.0 
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kLa 
(h-1) 

5.357 
5.540 
9.960 

6.930 
8.000 

12.400 

11.070 
12.600 
24.000 
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FIG. 20. Efecto del kLa sobre la producción de celu 
lasas ( •) y xilanasas ( o) por AuJteo ba..&.ld-i.um .&p. -
Los valores de kLa se obtuvieron por el método - -
transitorio en las diferentes condiciones de aerea­
ci6n y agitación descritas en la Fig. 18. 
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ducci6n de enzimas es menor. El valor de kLa al cual se obtie­

ne una mayor producci6n de enzimas, corresponde al obtenido en 

dos condiciones diferentes de aereaci6n y agitaci6n: 0.4 vvm, -

200 rpm y a 1.0 vvm, 140 rpm. De estas dos condiciones la se-­

gunda tiene mayores posibilidades de ser aplicada en fermentad~ 

res de la industria nacional, ya que éstos trabajan a bajas ve­

locidades de agitaci6n (75-140 rpm) (Ríos, L.: comunicaci6n 

personal) . 

Los resultados obtenidos no pueden ser numéricamente com­

parados con la literatura, ya que los métodos empleados para su 

determinaci6n son diferentes. 

Sin embargo, se mencionarán algunos de los valores repor­

tados y las condiciones a las que se obtienen. Para la produc­

ción de celulasas por T. v¡JÚde el kLa medido por el método di­

námico tiene un valor 6ptimo de 228 hr., y corresponde a una 

agitaci6n de 400 rpm y una aereaci6n de 0.4 vvm, a valores may~ 

res o menores a éste le corresponde una baja producci6n de enzi 

mas (58). 

La producci6n de endoglucanasas y 8-glucosidasa por A6pe~ 

g¡ttu6 6um¡ga~u6 el kLa 6ptimo es de 10 hr., medido por el méto 

do dinámico y corresponde a una velocidad de agitaci6n de 

100 rpm y una aereaci6n de 1.0 vvm, a valores mayores se obtie­

ne una menor producci6n de estas enzimas (20). 
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4. 3. 6. Efecto de!Í control de• pH •--

El control de pH durante la producci6n de celulasas ha 

sido estudiado en varios microorganismos, encontrándose que en 

algunos de ellos aumenta la producci6n de enzimas cuando se con 

trola el pH (80). En Au1te.aba-0.<.dum .6p. este parámetro no ha si­

do evaluado por lo que se estudi6 el efecto de controlar el pH 

durante la fermentaci6n, a valores de 4.0, 5.0 y 6.0. Estos va 

lores se seleccionaron considerando que a un pH inicial de 4.5 

se obtiene la mayor producci6n de enzimas y sin control de pH 

durante la fermentaci6n, éste varia en el intervalo de 4.0 a 

6.0. Por otro lado, los valores a los cuales se ha controlado 

el pH en otros hongos, se encuentran en el intervalo seleccion~ 

do. 

Los resultados obtenidos de controlar el pH a 4.0, 5.0 y 

6.0 a partir de las 24 horas con un equipo para monitoreo y con 

trol constante de pH, se muestran en la Figura 21, donde se ob­

serva que la producción de celulasas disminuye cuando se contro 

la el pH, particularmente a pH 6.0, ya que baja un 79% y a pH 

4.0 y 5.0 disminuye en 40%. En cuanto a la producci6n de xila­

nasas el efecto de control de pH es menor que sobre el de celu­

lasas, ya que a pH 4.0 y 5.0 la producción de estas enzimas es 

prácticamente igual a la obtenida cuando no se controla el pH -

durante la fermentaci6n y controlando a pH 6.0 disminuye solo -

un 10%. 
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FIG. 21. Efecto de controlar el pH del medio de cul­
tivo desde las 24 horas de incubación a pH 4.0, 5.0 
y 6. O sobre la producción de cel ulasas ( o ) y xilana 
sas ( o) por AuJr.e.o ba~,f_d,f_um fi p .. Las condiciones de ::­
fermentación son 37°C, 0.4 vvm, 200 rpm y 0.1% volu­
men de inóculo y pH inicial de 4.5 en todos los ca-­
sos. Al control no se le controló el pH durante la -
fermentación. 
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Los resultados.obtenidos demuest~an que el control de pH 

durante la fermentaci6n no es recomendable para la producci6n -

de celulasas por Au1t.eobaó.ld.lum óp. debido a la disminuci6n de -

la actividad, por lo que es mejor, que el pH no se controle du­

rante la fermentación. La raz6n de la disminuci6n de la activi 

dad no la sabemos. 

Se ha reportado que en A. awamo!t..lla producci6n de celula­

sas aumenta al controlar el pH a 5.0 (81). 

En T. v.l!t..lde la producci6n de celulasas se incrementa con 

trolando el pH a 5.5 debido a que sin control, el pH baja a 2.7, 

probablemente" e~ aumento aparente en la producción se debe a 

que a pH 5.5 hay menos inactivaci6n de las celulasas (80). En 

un cultivo mixto de Aópelc.g.llluó n.lge1t. y T1t..lcliode1t.ma v.l1t..lde la -

actividad de celulasas (PF) y xilanasas aumenta un 4% al centro 

lar el pH a 4.8 durante la fermentaci6n (82). 

otra manera de controlar el pH durante la fermentaci6n es 

alternando el pH a dos valores mediante la adición de una base 

o un ácido en forma gradual tal, que a cierto intervalo de tie~ 

po el pH se encuentre en el valor más alto y a un tiempo igual 

el pH se encuentre en el valor más bajo y así sucesivamente. 

En T. v.l1t..lde se ha reportado que alternando el pH durante la 

fermentación a 5.2 y 3.0 la producción de celulasas se incremen 

ta 1.3 veces comparando con los niveles de actividad que se ob­

tienen al controlar el pH a 5.2 (83). 
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5. CONCLUSIONES 

En este trabajo se demostró que la cepa silvestre del han 

go levaduriforme Au1teoba.6.ld.lum .6p. produce un sistema celulolí­

tico completo (PFasa, CMCasa y S-glucosidasa) y xilanasas extr~ 

celulares, en un medio con pocas sales minerales grado indus- -

trial, agua de la llave y bagacillo de caña sin ningún pretrat~ 

miento físico y/o químico. Los niveles de actividades que pro­

duce este hongo se comparan favorablemente con los de la doble 

mutante de·T1t.lehode1tma v.lJt-i.de QM9414 cultivados en las mismas 

condiciones. También se demostró que los niv~les de actividad 

celulolítica y xilanolítica producidos por Au1teoba.6-i.d-i.um .6p., -

son prácticamente iguales a nivel de matraz, como en fermentad~ 

res de 14 litros, lo cual es importante ya que generalmente los 

niveles de producción disminuyen al pasar de una escala a otra. 

Se determinaron las condiciones de fermentación (tempera­

tura y pH inicial) , a las cuales se obtiene una mayor produc- -

ción de actividad de las enzimas, y que corresponden a 37° y a 

un pH inicial de 4.5. También se encontró que este hongo es 

capaz de producir celulasas y xilanasas en un intervalo de tem­

peraturas, más amplio que el de otros hongos mesofílicos celulo 

líticos, posiblemente debido a que Au1teoba.6.ld.lum .6p. fue aisla­

do de zonas de cañaveral, las cuales están situadas en zonas de 

altas temperaturas. El inóculo más adecuado para el fermenta-­

dar fue un cultivo micelial de 24 horas de edad y la relación -

de volumen de inóculo a este nivel se reduce de 10% a0.1% (v/v), 
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sin afectar la producci6n final de ambas enzimas, es decir, se 

obtuvo una reducc~6n de 100 veces, en el volumen de in6culo, lo 

que significa una mayor facilidad de manejo del mismo y una dis 

minuci6n en los costos de producci6n. 

Asimismo se demostró que Au.Jteobai.i.d-i.u.m 1.ip. no requiere de 

la adición de surfactantes al medio de cultivo, sin embargo, en 

el medio de cultivo del inóculo si es necesario agregarlo a fin 

de obtener altos niveles en la producci6n de enzimas. La máxi­

ma producci6n de celulasas y xilanasas es obtenida a dos dife-­

rentes combinaciones de agitación y aereaci6n: 200 rpm, 0.4 vvm 

y 140 rpm, 1 vvm, estas condiciones coinciden en un mismo valor 

de kLa, que corresponde a 12.4 h- 1 , medido por el m~todo tran­

sitorio. El efecto de la aereaci6n y agitaci6n sobre la produ~ 

ci6n de celulasas y xilanasas consiste en que al disminuir la -

velocidad de agitación se requiere de un mayor flujo de aire a 

fin de obtener una mayor actividad, mientras que con bajas vel~ 

cidades de agitación y bajos flujos de aire, se obtienen bajos 

niveles de actividad, debido a una insuficiente transferencia -

de oxígeno, lo cual se demostr6 por los bajos valores de kLa 

encontrados en estas condiciones. 

Por ültimo se observó que el control de pH durante la feE 

mentaci6n tiene un efecto negativo sobre la producci6n de celu­

lasas, por lo que no es recomendable que el pH se controle y v~ 

ríe de acuerdo a los cambios que ocurren durante la fermenta- -

ci6n. 
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Los avances logrados en este trabajo son interesantes, ya 

que nos permitió mejorar las condiciones de producci6n, y de ma 

nera indirecta reducir los costos de producci6n, así como cono­

cer la influencia que tienen algunos parámetros físico-químicos 

sobre la producción de celulasas y xilanasas de Au.1teoba-1>.ld.lu.m -

-1>p.; sin embargo, a través de todos estos estudios, los niveles 

de actividad final de las enzimas producidos no se incrementa-­

ron, posiblemente, debido a la incapacidad intrínsica del micro 

organismo de aumentar su biosíntesis y/o secreci6n al medio de 

cultivo, en respuesta a las variaciones de su medio ambiente. -

Como otra alternativa para incrementar los niveles de actividad, 

se sugiere el mejoramiento genético de la cepa a fin de obtener 

cepas hiperproductoras de celulasas y xilanasas. 
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