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INTRODUCCION

la escasez de alimentos en el mundo ha originado que

se promuevan investigaciones tendientes a utilizar fuen— 

tes renovables alimentarlas hasta ahora no aprovechadas; 

se desperdician grandes volúmenes de alimento después de - 

su cosecha o procesamiento debido a que no son tratados a

decuadamente. Existe la necesidad de recuperar productos

de baja calidad que al cabo de cierto tiempo presentan -- 

problemas de envejecimiento, difícultando su preparaci6n y

su digestibilidad. Este problema se presenta principal— 

mente en el ramo de cereales y leguminosas, en I> aqazo de - 

caña de azúcar y forrajes, los cuales presentan en su -- 

composici6n -gran cantid,ad de material celul6sico. 

La degradaci6n celul6sica es de gran importancia en - 

el ecosistema, los microorganismos contribuyen en gran -- 

parte al desdoblamiento de celulosa Insoluble a monosacá- 

ridos y ol_i_ggslc--áridos solubles, raz6n por la que se ha w

incrementado el interés en la investigaci6n tendiente al - 

aprovechamiento de microorganismos que degraden materia— 

les celul¿)sicos y al empleo de las enzimas producidas por

éstos. 

Por medio del conocimiento de las propiedades de las

enzimas celuiolíticas se pueden desarrollar técnicas que - 

pueden ser aplicables a procesos industriales. 

Un gran número de bacterias y hongos presentan la ha
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bilidad ( le utilizar la celulosa como fuente de energía, -- 

siendo estos últimos los mejores productores de celulasa y

los más viables para la obtenci<Sn industrial. 

La celulasa puede ser empleada en la utilización de - 

productos que presentan condiciones desfavorables para su - 

utilización y es de gran interés económico y social, ya -- 

que además de mejorar la calidad de productos alimenticios, 

se pueden tener ventajas en procesos -tales como la extrac- 

ción de componentes de] té verde, proteinas de frijol de - 

soya, además de aplicaciones potenciales como preparación - 

de q! tvcosa a partir de celulosa, aprovechamiento de desper

dicios urbanos, etc.; por otro lado, en base al empleo de - 

la pasta de células obtenidas en la fermentación, ésta pue

de ser utilizada en el mejoramiento de la alimentación ani

mal por su contenido proteico. 

Dada la Importancia de la diversidad de aplicaciones - 

de las enzimas celulolíticas, se ve la conveniencia de --- 

estudiar las condiciones de fermentación para la producción

de celulasa por un proceso industrial a partir del hongo - 

Trichoderma viride. 
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1. 0 11ATERIALES CELULOSICOS

1. 1 MICROESIRUCTURA DE LAS FIBRAS CELULOSICAS

Las fibras celul6sicas pueden ser obtenidas ( le ( life— 

rentes Partes de la planta, de semillas de alqod6n, lino, - 

yute, fibras de piña, de hojas y fibras de la madera de la

parte leñosa. Las fibras se encuentran en los tejidos lí_q

nificados y su funci6n principal es la de Proveer de sopqr

te mecánico a las diferentes partes de la planta. Este so

porte proviene de las paredes de la célula, compuesta

principalmente por celulosa, ¿ sto se puede ilustrar median

te divísión celular, en la cual la pared celular consta - 

de tres capas: primaria, secundaria y terciaria, dando lu- 

gar a una célula amorfa que se forma en el Oparato de Gol - 

9i y más tarde se desarrolla dentro de una capa intercelu- 

lar que consiste de hemicciulosa y poliur6nidos. Los --- 

componentes celul6sicos de la pared se depositan corno mi— 

crofibrillas en arreglos característicos. La pared prima- 

ria se desarrolla durante la fase de crecimiento superfi— 

cial, la cual se estira debilitándose cuando la célula

crece y las microfibrillas sufren un reacomodo, estasal

irse formando, se depositan continuamente y sin orden so— 

bre la superficie extendida. 

Posteriormente, el crecimiento de la pared celular -- 

cesa en áreas en las cuales los nutrientes pasan a traves- 

de ésta. Estas áreas se presentan más tarde como regiones
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delgadas de la pared y forman huecos de diferentes medi

das, los cuales pueden retener la estructura de la pared

primaria y sus microfibrillas presentan reacomodos poste— 

riores. Cuando la pared primaria ha alcanzado su máxima - 

extensión y el crecimiento superficial ha terminado, prin- 

cipita- la formación de la pared secundaria que comienza en - 

la parte central de la pared primaria y prosigue hacia

ambos extremos de la célula. Esta pared se caracteriza

por los reacomodos paralelos de las microfibrillas; su ca- 

pa exterior consiste de varias láminas de microfibrillas - 

dispuestas en espirales alternas. la capa media de la pa- 

red secundaría es el componente abultado, las microfibri— 

llas se encuentran compuestas por numerosas láminas delga- 

das de la capa media, arregladas en forma de hélice. La - 

capa terciaria presenta pequeñas partIculas granulares y - 

recibe el nombre de capa granulosa. 

Entre los espacios de las microfibrillas se depositan

sustancias como hemicelulosa y poliur6nIdos, que se encuen- 

tran como incrustaciones ( lignina ), el contenido de hemi

celulosa en las paredes secundaria y terciara es bajo y

alto en la lámina media. 

Se ha visto que las fibras celul6sicas, en general, 

presentan cierta dificultad para su degradación por medio - 

de microorganismos. La razón principal es su estructura - 

compacta que impide la libre difusión de las enzimas que - 

la deqradan, si se agrega a esto la composición quimica -- 
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heterogo-Inea de la pared celular, se requiere . iue los mícro

organismos produzcan un complejo enzimátic0 alt¿mente espe

ci al i zado. 

Los PrIMC Ipales factores que influyen— en la degrada

ción de las fibras celulósicas son: la morfotoqóa de los - 

microorganismos y ciertas peculiaridades en la producción - 

de sus enzimas, ya que cada especie tien.2 sus propias ca— 

racterísticas de llevar a cabo la hidrólisis. 

1. 2 CELULOSA

Es el polisacárido de sr-stén más distribuido en la 11, 3

turaleza, ya que const;, uye aproxirnadamente l; 3 mitad de la

pared celular de los vegetales y cereales, tales COMO

paja, cáscara de maíz, el algodón que es casí celulosa pu- 

ra y el lino. 

Químicamente la celulosa es un polínero de la glucosa, 

en el que las uniones de glucosa están enlazadas por unio- 

nes beta 1- 4 glucosídicas formando cadenas rectas de varia

do grado de polímerizaci6n ( Fiq l). El peso molecular es - 

tan elevado que no se puede determinar hasta que se consi- 

gue su degradación. Haworth ( citado por

Jurasekl1) 
me ¡ ante

un fraccionamiento meticuloso consiguió aislar cierta can- 

tidad de tetrametil glucosa, que corresponde a un grupo ter

mina¡ de una cadena de 1, 000 unidades de glucosa dando un - 

peso molecular medio de 300, 000a_500, 000. 

Las fibras muestran regiones que se explican por
la— 
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teoría micelar, en las cuales la unidad cristalina superfi

cial está constituida por haces de cadenas orientadas para

lelamente ( micelas ), la longitud de la unidad micelar es

de 1. 6 A; lo que corresponde a 100 6 200 cadenas de celulo

sa consiituyentes de la mícela, su longitud es de 600 A, - 

lo que indica una longitud mínima de la cadena correspon-- 

diente a 200 unidades. 

Se atribuye a la beta configuración el que las cade— 

nas de glucosa puedan interactuar con cada uno de los enla

ces de hidrógeno formando micelas fibrilares cristalinas, 

IanLlo gran resistencia mecánica y estabilidad a la molécu- 

la, presentando poca solubilidad en agua y al ser introdu- 

cida en ésta o en álcalis diluidos se hidrara. Esto se de

be a una reacción intermícelar con el agua, debido a que - 

no se rompe el retículo cristalino, lo que sucede cuando - 

se destruye la celulosa. Debido a esta propiedad, la celu

losa es resistente a la enzimMisis. Muchos milcroorganis- 

mos como bacterias, ciertos protozoos, hongos y algunas al

gas son capaces de hidrolízarla y utilizarla como alimento. 

En consecuencia, se producen algunos casos interesantes de

simbiosis, como el que se presenta en los rumiantes, los - 

cuales pueden digerir la celulosa solamente por la presen- 

cia de microorganismos en el interior de su aparato diges- 

tivo especialmente organizado. Sin embargo, tanto éstos - 

como el hombre y otros animales no sintetizan las enzimas - 

necesarias para su degradación. 
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El hecho de que algunos microorganismos puedan hidro- 

izar los enlaces alfa glucosídicos y otros los beta, cons— 

tituye un ejemplo de] carácter estereoespecífico de los

procesos bioquímicos y del impacto que la estereoquímica

tiene en nuestras vidas. 
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2. 0 ENZIMAS

El grupo más importante de las proteinas que exhiben - 

actividad biol6gica es el de las enzimas. Estas proteínas

son los catal izadores que estimulan reacciones químicas en

la célula. A diferencia de los catalizáidores inorgánicos, 

una enzima despliega un grado inusual de especificidad, 

tanto como en lo que respecta al sustrato sobre el cual

acrúa, como en lo que se refiere al tipo de reacci6n que

catal iza. 

Las células pueden actuar corno máquinas químicas --- 

porque poseen enzimas que aumentan la velocidad de reac—- 

ción química especifica. La-_ enzimas poseen varios grados

de estabilidad dependiendo de varios factores: tamaño i6ni

co, temperatura, pH, etc.; en muchos casos, la actividad - 

de estas enzimas se debe al manejo de estos parámetros, ya

que por ejemplola exposicí6n a temperaturas extremas cau- 

sa desnaturalizaci6n o pérdida de la actividad enzimática. 

Hoy día se han encontrado muchas aplicaciones de uso indus

trial para las enzimas. 

2. 1 CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS

Una clasificación utilizada comónmente es la siguiente: 

1.- Oxidoreductasas

1. 1 Act an en los grupos CV!,_OH del donador

1. 2 Actúan en qrupos aldehidos o cetona del donador
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1. 3 Actúan sobre grupos CH - CH

1. 4 Actúan en grupos CH- NH2

1. 5 Actúan en grupos C - NH del donador

1. 6 Actúan sobre reducci6n del NAD o NADP como dona- 
dor

1. 7 Actúan sobre otros compuestos nítronenacins romo - 
donadores. 

1. 8 Actúan sobre grupos sulfuro del donador

1. 9 Artúan sobre los grupos heme de¡ ( 4onador

1. 10 Actúan sobre difenoles y sustancias relacinradas
como donadores

1. 11 Actúan sobre H 2 0 2 comn acentor
1 . 12 Actúan snbre hic4,róqeno corno donador

1. 13 Actúan sobre donadores individuales con incorpn- 
raci6n de ox! qeno ( oxigenasas ) 

1. 14 Actúan sobre un nar de donadores ron incorpora— 
ción ( le oxígeno en un donador ( hidrolasas ) 

2.- Transferasas

2. 1 Transferencia de un carbono

2. 2 Transfieren aldehidos o cetonas finales

2. 3 Aciltransferasas

2. 4 Glucosiltransferasas

2, 5 Transfieren nrunos alcohilo 6 grupo.s rel-,.c1,ori--idos

2. 6 Transfieren grupos nitroqenados

2. 7 Transfieren qrupos que cortienen f6sforo

2, 8 Transfieren grupos que -. nntienen azufre

3.- Hidrolasas

3. 1 Actúan sobre enlaces éster



3. 2 Actúan sobre nrupos qlucosidicos

3. 3 Actúan sobre enlaces eter

3. 4 Actúan sobre enlaces peptídicos

3. 5 Actúan sobre enlaces C - N

3. 6 Actt'ian sobre enlaces Arído- anhfHriHn

3. 7 Actúan sobre enlaces C - C

3. 8 Actúan sobre enlaces haturo

3. 9 Actúan sobre enlaces P - N

4. 0 Liasas

4. 1 Liasas carbono -carbono

4. 2 Liasas carbono- oxiqeno

4. 3 Liasas carbonr.>«nitr6geno

4. 4 Liasas carbono -azufre

4. 5 Liasas carbono- hal6qeno

4. 6 Otras liasas

5. 0 lsomerasas

5. 1 Racemasas y epimerasas

5. 2 Isomerasas cis -trans

5. 3 Oxidorreductasas intramoleculares

5. 4 Transferasas intramioleculares

5. 5 Liasas intramoleculares

5. 6 Otras isomerasas

6. 0 Ligasas

6. 1 Forman enlaces C. O

6. 2 Forman enlaces C- 5
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6. 3 Forman enlaces C - N

6. 4 Forman enlaces C - C

De acuerdo a esta clasificaci6n las enzimas celuloli- 

ticas se encuentran dentro del grupo de las hidrolasas y - 

en el subqrupo que actúa sobre grupos glucosiclicos. 

las enzimas pueden ser divididas en dos grandes cate- 

gorfas de acuerdo a su localización en las células: exo--- 

enzimas o enzimas extracelulares- V endoenzimas o intracelu

lares. Las enzimas extracelulares son sintetizadas dentro

de la célula y secretadas al espacio extracetular; las -- 

enzimas intracelulares son sintetizadas dentro de la célu- 

la y no son secretadas. En la mayoría de los casos del ti

po intracelular también están presentes corno agregados y - 

pueden ser liberadas o atrapadas dentro de las partículas- 

subcelulares o membranas intracelulares, lo cual hace que - 

su aislamiento se dificulte. 

En general, las enzimas extracelutares tienden a cata

Tizar hidrolitica o degradativamente las reacciones y las - 

enzimas intracelulares se encuentran más asociadas con la - 

síntesis de éstas; muchas enzimas intracelulares se presen

tan como sistemas altamente organizados que catalizan

una serie ordenada de reacciones. La mayoría de las enzi- 

mas utilizadas comercialmente son de] tipo extracelular. 

Independientemente del interés que se tenga de la pro

ducción extra o intracelular de las enzimas, existen algu- 

nos tipos de procesos que pueden ser utilizados en favor - 



de la enzima deseada. La cantidad producida de enzima por

tina célula resulta de una combinacion de fen6menos genéti- 

cos y enzimáticos. 

2. 2 RUENTE-S ENZIMATICAS

Cualquier organismo viviente es, en teoria, una fuente - 

le la cual se ptieden obtener enzimas para aplicaciones -- 

industriales, analiticas o médicas. 

No todas las enzimas se pueden extraer de los organis

mos vivientes, o al menos, no en cantidades detectables; - 

de esta forma, la tarea es encontrar una fuente econ6mica- 

que produzca la enzima deseada en suficiente concentraci6n

y de la cual la enzima pueda ser aislada y posteriormente - 

purificada con una pérdida minima ( le su actividad. 

Básicamente existen tres fuentes enzimáticas que son- 

de origen microbieno, vegetal y animal; aunque existe una - 

cuarta fuente o alternativa futurista, que es la obtencí6n

de enzimas o análogos de las mismas por síntesis química. 

Estos últimos son compuestos sintéticos modelados después - 

de la fragmentaci6n de la enzima, reteniendo la parte acti

va, pero probablemente pierde la especificidad de la enzi- 

ma nativa y, en consecuencia, la modificaci6n de la misma. 

La mayoria de las enzimas de origen animal pueden ser

obtenidas de diversos 6rqanos o glándulas; por el tiempo - 

de crecimiento y la dificultad del jiislami#>nto, los anima— 

les sirven como fuente enzimática únicamente bajo conclicio
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nes especiales, aunque en ocasiones la fuente He orígen -- 

jriim¿)1 es la inic,4 para alqunas enzimas. 

Hoy- dia, los organismos m*icrobi¿ir.g.s son los más ut i 1 i

zados corno fuente enzimática, debido a que son fárilmente- 

inducibles de manera que ofrecen una oportunidad oara el - 

desarrollo de enzimas con mayor opci6n a parámetros tales - 

como pH 6ptimo, temperatura, etc., también los tejirlos ve- 

qetales son buenas fuentes para la obtenci6n de enzimas co

merciales, pero como su ricla de crecimientr> es más largo - 

tiende a ser menos econ¿)mi<- a, lo que oriqina que la fuente

mierobiana sea la más aceptada desde cualquier punto de -- 

vista. 



1- 3. 0 HIDROLISIS DE CELULOSA

La hídr6lisis de celulosa produce celobiosa, celotrio

sa y celotetrosa, lo cual indica que las uniones de gluco- 

sa se encuentran unidas igual que en la celobiosa, es de— 

cir, que la moiécula está constituida por una larga cadena

que en condiciones más enérgicas se hidroliza produciendo - 

glucosa. Aunque se hidrolice en las mejores condiciones, 

nunca se aisla más del 95% de la glucosa teórica, lo que - 

indica que una parte de la glucosa se destruye durante el- 

proreso, o bien, que existen pequeñas cantidades de otras - 

unidades que no han sido identificadas. Esto último pare- 

ce ser lo más probable, pues aún la celulosa más purifica- 

da contiene siempre una pequeña cantidad de grupos carboxí

lo que seguramente en la planta están esterificados y po— 

drán formarse por grupos aldehído enmascarados por las par

tes terminales de la glucosa o también, por alguno de los - 

grupos de alcohol primario, 

3. 1 PRETRATAMIENTO DE LA CELULOSA. 

Como la estructura de la pared celular de la celulosa

nativa es totalmente compacta, los problemas de degrada--- 

ri6n son de tipo estórico, por lo que para un proceso prác

tico de hidr6lisis es necesario tratar el material celul6- 

sico antes de¡ uso de las enzimas por medio de algunos pre

tratamientos cuyo objeto es la pérdida de la estructura -- 
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altamente cristal ina y la remcc; 6n de 1 ignina. 

La deslignifícaciSn parcial puede ser alcanzada por

tratamiento alcalino, ácido o combinado- el empleo de-, 

íl¿)xido de azufre es equivalente el métoclo convencional. 

que consiste en el uso de bisulfito de amonio para la pr-n- 

ducci6n de celulosa y puede usarse para el rompimiento de - 

carbohidratos sin ninguna remoci6n de 1 iqnina; 1 - 1 1, 1, -   i,  

ficaci5n biol6qica es una posibili,: ad interesante. 

El tratamiento con álcali es eficiente, ya que el

hidróxido de sodio hidroliza la celulosa y provoca

merizacion, la menor conrz ntrar-ión de hidr6xido de sodio

que causa hidr¿lisis iit,,acelular es del 8%. Si el tiempo

de tratamiento es largo, se ! isuelven algunas cantidades

de hemicelulosa, lo que provoca pérdida de materia seca

que es una desventaja. 

Los ácidos orgánicos tambio-'-n hídrnlizan y solubilízan

la celulosa y pueden dar lugar a la Formaci6n de ésteres Y

enlaces glucosídicos hidrolizados, pero a través del uso - 

de concentraciones adecuadas del ácido, éstas reacciones - 

se pueden eliminar. Se ha encontrado que el ácido utiliza

do comunmente para la desl igni f ¡cación de c,.Iulo—; sin ni,,, 

guna hidrólisis significativa es el ácido fosf(Srico. 

Otro pretratamiento es el uso de radiaciones ultravio

leta en altas dosis, ya que rompe la molécula del polisacá

rido. 

Generalmente se combinan tratarnientns de calentamien- 
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to crn alquno mecánico o quimico, aunque el calentamiento - 

sólo tiende a disminuir la oorosidad, retarclando la hidr6- 

1 i S i S . 

3. 2 DEGRADACION ENZIMATICA

las bacterias juegan un papel insignificante en lo

que se refiere a la degradación de celulosa. El ataque

por medio de hongos es fuerte y depende de la organización

de sus hifas, las cuales dan a estos microorqanismos la ca

pacidad de penetración y de producción de enzimas. 

los hongos imperfectos y ' 1scrxnicetos son de los mirro

organismos mAs importantes para la degradación de plantas - 

y vegetales y forman una parte considerable de la micr9flo

ra zimógena de¡ suelo. 

3. 2. 1 DEGRADACION POR BACTERIAS

la difusión de las bacterias en los tejidos es lenta, 

ya que la penetración de éstas entre las células ocurre -- 

sólo a través de los huecos de la pared celular y al lle- 

gar a las membranas delgadas las enzimas bacterianas las - 

disuelven. La infección se difunde preferentemente en las

hileras medulares, las cuales son ricas en nitrógeno y con

tienen numerosos espacios. La acción local de las bacte— 

rias es en el interior de las depresiones que se encuen --- 

tran en la superficie de la célula, las ruales sólo ocupan
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la mitad de la lámina. 

La degradaci6n de las fibras de ai, lor4ón nor bacterias

generalmente empieza en la superficie exterior, ec,,ntr-3stan

do con el ataque de le:ps hongos que ccxinienza en el lui-aen de

la f i bra. La bacteria adherida a la superficie exterior - 

crece rápidamente hacia adentro disolvien-Jo la curíruia y - 

más tarde causa e:- osiones profundas en la oared secunciari3,. 

ésto es debido probablemente al gbistecírf-,!ento de n: tr¿)qe- 

no orgánico. 

p,"' 3 - 2. 2 DEGRADACION ? OR ! CNGQS

Desde un punto de vist,1 ¡ Tiorfol¿)qico, los henqos - se -- 

encuentran mejor equipados que ' ías bacterias para atacar - 

los tp. iJos c,-],, jl¿Ssiccs, por la penetraci6n nrofun‹Ja je -- 

sus hifas dentro de¡ tejido; de esta forma, su crecimiento

se ve restringido al lumen de la célula y esta es la razSn

por la cual el ataque :>nr hongos proceele más r.Sp!! do en una

direccit5n axial que en una transversal, ya que ¡ as hifas - 

penetran en las paredes celulares a través de los hi¡ecos - 

del tej icin. 

Algunos microorganismos de la flora zim6qena del sue- 

lo que deqradan la celulosa son: Fusarium solani, ---- 

Trichoderma viride, 

de Penicillium, los cuales se han aislado de la madera

aportando aproximadamente el 95 , de- los microorganismos

aislados de ésta. 
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4. o IJATUPALEZA 3E CELULASAS

r,,- 4. 1 ENZIMAS CELULIOLITICAS

kía_5ta ahora se. ha establec-ir4o que por lo menos hay --- 

tres tipos de actividad relulolítica; exo beta 1- 4 glucaría

sa, c--n, o beta 1- 4 alucanasa y beta qlucosidasa. Se obser- 

va un fuerte efecto de sinerelismo entre las endo y exo -- 

bara - 11ticaríasas en la hilr<,')Iisis rie la celulosa cristalina, 

este efecto no se presenta cuando la celulosa sufre un Pre

tratamiento por medio de áridos. la beta qlucosidasa hi-- 

droliza la celobiosa y cacf,- nas eDrtas de caloolinosacári-- 

dos produciendo qlucosa, pern no tiene efecto sobre la - r- 

lulosa; alqunas ber.a qlucosidasas atacan aril beta gluc6si

dos pero no celobiosa. 

la primera hipótesis t:orícerniente a la hidrOlisis -- 

enzimatica de celulosa fijé. fla<1a 3 conocer por Rense y cola

boradores ( 24 ), el Ins renortan la existencia de una enzi- 

ma no hidrol ! tira Cl, la cual actúa como -- iciadora de la- 

hidr6lisis de celulosa nativa oor rompimiento (! e los enla- 

ces hidr6qeno entre las cadenas de ' celulosa. iste rrimer- 

escalón es un >¡ r -o par-) pryd-- r úFectuar 1 , 

dación mediante las enzimas hidroTiticas Cx, Tamb i én se - 

pensó que los microorqanismos celulnTíticos eran incapaces

e crecer snbre celulosa nat ¡ va y no sintetizaban enzimas - 

CI; en el presente, lo más aceptado es que la enzim2 C, es

una enzima exn bet¿t 7- 4 iltiran.asa. En el raso de
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T r i chode rma v í H de y T r 1 chode rma kon i ng ¡J s e h a c o, e on t r ad o

que la enzima C, pura es una celobiohidrolasa. 

De 3.cuerdo a lo visto anteriormen! e, se observa una - 

acci6n cooperativia ent-re endo y exo glucanasas que hid#r!) Ii

zan celulosa cristalina a celooligosacárIdos solubles

principalmente en celobiosa, la cual es puesta en libertad
1

por exoglucanasa. 

A nivel ' r0leCUl3r, la hidr6lisis de celulosa es una

reaccí6n simple, la cual consiste de una adíci6n de agua

que se une a los enlaces glucosidicos resultantes de la

despolimerizaci6n de la cadena princioal para perder vi. sco

sidad, jbreniéndose corno productos finales glucosa y celo- 

biosa ( Fig. 2 ). 

4. 1. 1 EXO Y ENDO GLUCANASAS

2

Wood y Mc. Crae ( cilado por Enar, ) separaron el -- 

complejo celula5a producido por TrIchoderma koninqii, en— 

con1rando 8 ceniponentes puros por medio de cromatografía - 

en gel; cromatografla de Intercambio lónico y electrofore- 

sis. Estos componentes fueran una exo beta 1- 4 glucanasa, 

CI; cinco endo beta 1- 4 glucanasa, Cx y dos beta glucosida
sas. 

Los mismos autores reportaron que las exo glucanasas- 

estan presentes en el desdoblamiento de la celobiosa de la

cadena final no reducida de la celulosa, así que se les -- 

llama sisfernátIcarnente 1- 4 glucancelobiDhidrolasas. Las - 



yendo glucanas3s hidrol izan los enU3ces 1- 4 glucanhidrola- 

sas. Las endo glucanasas pueden ser diferenciadas de su - 

ataque sobre carboxinietil celulosa pnr la rapidez de solu

bililLación de la calulcsa hidratada con ácido fosfórico. 

Erickson y colaboradores ( 3 ) estudiaron celulasas- 

provenientes de hongos corno Sporotríchum pulvurulentun -- 

c<ynúnmente llamado Crysosporlum liqnorium ) y aislaron - 

cinco endo beta 1- 4 glucanasas y una exo bela 1- 4 glucana

sa. Posteriormente se aislaron estas proteínas y utili— 

zándose varios métodos de prueba, determinaron la relación

de actividades de éstas, la cija] fué: 4.. 1: 1: 1: 1

Petterson ( citado por Enari 2 ) fraccionó el cornple- 

jo celulasa extraído de Trichoderma viride encontrando -- 

cuatro fracciones, los métodos utilizados fueron cremato- 

grafía en gel, intercambio iónico y electroforesis; los - 

componentes son una endo glucinasa, una exo glucanas3 y - 

una celoblasa. 

9, la beta glucasidasa acelera la acci,) n de la exo glu- 

canasa sobre celulosa microcristalína por remoción de ce- 

lobiosa. Según Wood y Mc. Crae ( citado por Enarl
2 ) 

los

hongos producen por lo menos cinco endo beta 1- 4 glucana- 

sas; los compoenentes C
x

varían en grado casual la acción

hidrolítica, sin embargo, se ha demostrado que todos los - 

organismos que hidrolizan celulosa nativa son capaces de - 

producir por lo menos una exo befa glucanasa. En el caso

de Trichoderma viride, Trichoderma koningil y Sporotrichum
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pulvurulc.lti,--n, sta ennima es beta 1- 4 qlucan calobiobidro

asa adciás de una beta 1- 4 glucan glucosilhidrolasa, pero

ninguna de estas enzimas han siclo ai,; Izd«gs z n astado purn. 

4. 1. 2 BETA GLUCOSIDASAS

La tercera actividad involucrada en el -,) inpimientz) de

celulosa, es beta glucosidisa o celobiasa, 19 zual hidroli

za principalmente calchiosa y celodextrínas de alto peso - 

molecular a beta glucosa. Estas enzimas aceleran la hídr6

lisis de celulosa cristalina por remoción de celobinsa, la

cual es un inhibidor de exo beta glucanasa. Lgs beta glu- 

cosidasas se encuentran muy difundidas en los

8ueht y Eriksson ( citado por Enari2 ) aislaron beta— 

glucosidasa - le Sterum sznquinolentum y de Trichoderma --- 

koningii que producen las dos beta glucosidasas. 
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i . n PRCIPI CAOLS DE CELULASAS

Las neso-, di- las c: nc, 3 - ndn

aisladas de Sporotríchum pulvurulentum varían entre 28300

y 37, 500, se han encontrado pncas diferencias en la -- 

composíci6n de aminoácidos, el punto isoeléctrico varia -- 

entre 4. 2 y 5, 32 haciendo posible su separaci6n; con excej2

rión de un todas 13.s endo nlucanasas son qluco

proteínas. 

Se muestran algunas de las propiedades rie celtil,?-,as - 

aisladas de Trichoderma virirle en 1, 3 Tahla 1. 

41 los pesos moleculares de las exo, y enrio gluez nasas de

Trichorlerma viride y Trichorlerma koninqii se encuentran -- 

entre 40, 000 y 75, 000, teniendo también compcnentes de ba- 

j,-> peso molecular que oscilan entre 12, 500 y 13, 000. Una

de las propiedades más importantes de las CelU135SS es la- 

tiermoestabilidad, ya que la hidrólisis de la celulosa se

lleva a cabo más rápido a altas temperaturas, siendo las

endoalucanasas más estables que las exo glucanasas. Lbs - 

endoglucanasas son estables aún después de cuatro horas a - 

600C y a PH de 4. S; la beta qlucosidasa y las exo glucana- 

sas de Trichn(1enna koninqii se asemejan una a la otra en - 

su estabilidad al calor a 60 0 C, perdiendo el 80 % aproxima

rIpmente de su actividad orininal a esta temperatura y a pH

de 5. 0 durante un lapso de cuatro horas; en presencia de - 

las r(z7L,Ilasas de Trichoderma kr)ninqii y Fusaritim- 

solani son estables, no oresertan pérdida de actividad -- 
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cuvndo se irici.;ban cuatro semanas A 370C i >h 5. 0

5. 1 MECANISMO DE ACCION DE CELULASAS

tood y Mc. Crie ( citado por Linko' 3 ) purificaron

exo glueanasa ( componente C, ) de Trichoderma koningil

utilizando circmatografía de intercambio itSnico en una co— 

lumna DEAE- Sephadex y elusi n con gradientes de M, las

endoglucanasas de bajo peso molecular no afectan la remo— 

si6n cinética de las fibras de algodón, siendo separadas - 

prinero -le un filtrado de cultivo por err" atc9rafia de qel

en una col!, mn,3 SE- ph,-Rdex G- 75, la fri3celi5n sobrante conte-- 

niend,) endo glucanasa ( Cx ) y Seta glucosidasa son separa

das ccmo se muestra en la Fig- 3

I_a extracción cuantitativa de exo y endo Ilucanasa de

un filtrado de cultivo de Sporotrichun pulvurulentum es po

sible reconstituirla utilizando las enzimas purificadas. 

El filtrado original degrada 52. 1% de algad¿.n Jesengrasado- 

mientras que la solución reconstítui- la degrada 7.TX; cuando

el cultivo se incuba con nitrógeno en lugar de oxígeno del

aire, el nivel de degradación de celulosa lisminuye del -- 

52. 1% al 21. 5%. lo que es debido a la oxidación de] sitio - 

activo de la enzima. 

la mayoría de los estudios concernientes a la hldr6li

sis de celulosa se han realizado utilizando celulosa pura - 

como SUStrato, ya que en materiales naturales la celulosa - 

se presenta generalmente como un complejo. 
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la degradación de celulosa es un proceso compl ¡ cado, 

se ha demostrado ampliamente que hay un efecto de sinergis

mo entre exo y endo glucanasa, además de e s̀to es necesaria

la presencia de beta glucosidasa para la remosión de celo- 

biosa, que de otra forma inhibiría la de exogluca--- 

nasa. 

Se ha tratado de reemplazar el viejo concepto de Cl, 

C.X por nombres más precisos como exo beta glucanasa y endo

beta glucanasa, evitándose de esta forma la confusión de] - 

término C, por exo glucanasa, ya que hay exo glucanasas -- 

que no atacan la celulosa nativa. 

El mecanismo de reacción del complejo celulasa se pue

de esquematizar de la siguiente manera: 
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1.- Hidratación del carbohidrato, Para que se efec

túe la hidr6lisis del carbohidrato es necesario que se -- 

encuentre hídratado, ya que se forman puentes cle hidr6geno

entre el agua y éste. 

H
K

0: 
CH- OH K, m Oq

1 H 1 1

c_— 0 59

C Cr, 0 1 1N. \ /..-\ / 1 ti\ 

ON
C- 

9

e - C., H H -

orl
C

1

q2: 0N
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2.- Fi- jaci) n o Anclaje, la Fijaci¿)n de] r-arbohicire

to por la enzima se lleva a cabo mediante juentes de hi<lr¿5

qenr) formados entre los qruDos 1 ibres ( le la enzima y los - 

grupos OH- de] azúcar. 

0: 
e. 1 11
10

C./

CX""\

ce- - 

C- C C- 

ri - 14
Y11

k
x y 51, <( le X )( X y VI x x y «-S¿ 51
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R - ¡,, enzima por - Fijaci6n entre el carbohidrato y 1. 

el netal.- En es a fol- e se eféctún IA fij;4ción en' rra -! l --- 

enlace glucosidico Jel azóc.»r y el sitio getívo Ce la en Ii

m.i por medio del met¿nl nue, en este c;,>s0 es calcl4. ( en - - 

forma de cloruro de calcio ). que en su est-pdo b."%A] pre— 

senta tina confiqur- cíón 4% sufriendo hibridvci6n sp llon- 

posibili,rJ,-,>d de aceptPr los p. Nres electr6nicos. 

ESTADO BASAL DEL CAL. C1 0

45 E

HIBRIDACION SP M

C141- oy4 <. 
1 14 1 1

C- 0
1

C - C

1 / 
1 1 \ 1

C

e - 

L. 1 1- 
1

0 v4 CI -CO. - CI nle -, 
o

H o- 
C

0

S - H

0
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4.- Una vez que se tiene la uni,')n

sobreviene la ruptura Pn el Puente rie hirír6qeno formado -- 

entre el agua y el jxíqeno de¡ enlace qltjcositlico debído a

la densidad electr6nica de ste. querJan<in -, rn carqE; riositi

va el hidróqeno y con carga negativa el OH de] agua. 

4 0
1, . 

cy

C. H Z70H

C - C

O - H

C', 

k x y Y)< " - x -,( ti2
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5.- Posteriormente se lleva a cabo -- ti

heterolítico entre el oxíacno de] enlace

r- a r bon o N t' M I d ! un. -1 un i " ed d e u COS a , c DO en L

aparici¿n rje carga positiva en este carbono - 

0419

C At: 

It .. C- C

k I / 
I

I
1\ i -- 

0C---- C. C

9, C ' I

0- IA CCk.- 2 ,, 

qN, 
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AI rjtie( J--, r ---,I ca -bono Wim 1 - on r3roa oosit: ia, - 

hay ura neutral izaci¿SSn ¿ le cir,,-jas -, or la atracci-Sr

a t i c¿ oi el G1- 1- f, el y la r: arci a nos i t iv¿) . 

ORID

c

4)( 

t I

c - C
k i\ / 

c
1

C)" 
C' 4 S
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Algunas propiedades de enzimas celulolíticas aisladas de

Trichoderma viride

Tipo de enzima Peso Punto . Contenido de CMC Celulosa Micro Cel ot e traos a
Molecular Isoeléctrico Carbohidratos cristalina

Actividad hacia diferente, 
Sust, atos

Exo beta 1- 4 t

qlucanaso 42, 000 3 - 79 9 + 
wC, 

En, lo hf! ta 1- 4 a

alucan-asa 1 12, 5,0 0 4. 6 u 21 + + 

Endo beta 1- 4
c.lucanasa 11 50. 000 3. 39 12 + + 

Beta glucosi
dasa 147, 000 74 0 + 
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F I G . 3

F nnuema de f r: mc i cn am i an i- o de en z !,-n zis ce I u I ol i t i c A,; de

Trichoderma koninqii

C
x +  

qlucosidaso

SE- Sephadex- huffer de succinato
11- 0. 01 gradiente de pH 4. 5- 5. 5

c
x -

glucosidasa + c

Punto ísoeléctrico Punin isoeléc, rico
pH PH 14- 6

cXf 1
fpi 1. 3' 2) Ipl 5. 19) ( pl 5. 53) ( KYI 5.. 85) 

Punto isoe
pH 5

qlucosidpsa c
X() 

PI 5. P5) ( PI 6.? P) 
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5. 2 DETERMINACIONES DE ACTIVIDAD

Las determinaciones de activir!ad de las enzimas cel— 

lolíticas son complicadas debido principalmente a dOS --- 

factorcs: 

1) En la mayoría de los casos las determinaciones no

son realizadas con enzimas purificadas, 
pero si en sniurio

n'es que contienen una mezcla de enzimas celulolíticas. 
De

bido a la acción sinérgica de estas enzimas, la actividad - 

determinada se ve influenciada por las propiedades de las - 

diferentes enzimas. 

2) Los sustratos utilizados son
n3tu-- 

rales que dificultan la estandarizaci6n., por lo que el -- 

sustrato ideal seria uno de bajo peso molecular y ese>eci fí

co para la determinación de la actividad de cada fracci6n- 

enzimática; 
desafortunadamente, sólo en el caso de beta -- 

gl- jcosidas.9 ex¡ -;te un sustrato específico. 

En los miétodos utilizados para las determinaciones de

actividad pueden adoptars e dos técnicas: una en la cual - 

el punto inicial es la utilización de celulasa para la -- 
producción de qlucosa para varios materiales celul6sicos, 

en la que se determinan los reductores totales, mét,) dos de

este tipo dan un valor que abarca la actividad celulol tt i - 

ca total, . pero no indican cual es el rango de actividad -- 

enzimática individual. Estos son utilizados para las de— 

terminaciones de la capaciriad de un comoleio enziMátiCO -- 

que degrada la celulosa. La otra técnica es la que deter- 
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mina la actividad enzimática en forma individual, defi --- 

niéndose el rango de actividad de cada enzima. El inconve

niente de este método es que se tienen que conocer qué

enzimas se encuentran involucradas en esta degradación, 

además de la falta de sustratos e inhibidores específicos, 

los cuales permitirían la cuantificaci6n de la actividad - 

de una enzima en presencia de otras. 

k,5. 2. 1 ACTIVIDAD CELULOLITICA TOTAL

En determinaciones de actividades celuloliticas, el - 

sustrato debe ser normalizado, debe tomarse en cuenta el - 

tiempo de reacción debido a que el sustrato es un rnaterial

insoluble ya que se requiere de cierto tiempo para que la - 

enzima se difunda dentro de la fibra y los productos de hi

dr6lisis fuera de ésta. 

Para obtener. un resultado significativo, los análisis

requieren de un tiempo de reacción largo para que se pueda

hidrolizar una fracción apreciable de los enlaces menos -- 

accesibles. Esto es, para una actividad celulolítica to— 

tal, no existe regla que muestre el rango inicial de reac- 

c i 6n. 

Para estos fines se han propuesto varios sustratos, - 

entre los cuales se encuentran la fibra de algodón, que es

una de las más resistentes, el avicel, carboximetil celulo

sa y papel filtro. 

La hidr6lisis del papel filtro se ha utilizado para - 

la determinación de la actividad celulolitica total con re
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sultados satisfactoríos. E 1 mé , odo niás éjeep 1 es e 1 - k, 0

puesto por Mandels y Weber ( citado por Enari el cual- 

censiste en la cuantificación de azúcares formado-, bajo -- 

condiciones estandarizadas, el tiempo de reacción es reía- 

tivamente corto, 1 hora; si el tiempo de reacción se quie- 

re reducir, entonces se incrementa la cantidad de enzima, 

aunque el incremento en la formación de glucosa no es 11-- 

neal, porque la mayor parte de] sustrato reactIvo es can— 

vertido al principio de] período de reacción, pero se pue- 

de lograr tin incremento lineal utilizanclo dilucíones de la

enzíma; por otro lado, sí se determinan cmcentraciones al

tas de glucosa o preparaciones muy activas, los valores de

actividad son erráticos. 

las determinaciones cuantitativas más exactas insrolu- 

eran las actividades de enzimas basadas en el grado de

hidr,Slisis del papel filtro. 

El umbral más difícil en est3 hidr6lisis de materia— 

les celulósicos es su solubilizaci6n, por In que se da --- 

énfasis a las determinaciones de la actividad, solubilizan- 

te, referida como CI. 

La formación de glucosa 6 celobiosa corno productos fi

nales, dependen de la beta glucosídasa, la cual puede de - 

esta forma, influenciar el resultado. La determinación del

sustrato hídrolizado después de la digestión enzimática da

un restiltado confiable, pero el método es laborioso y no - 

recomendable para determinaciones de series largas. 
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Las medidas basadas en la disnlinucíot, de la densiciarí ópti- 

ca en suspensiones de celulosa son utilizadas para cuanti- 

ficar residuos de organismos productores de celulasa o Pa- 

ra la determinaci6n de hongos celulolítiens; así erx-nn el - 

método en placa, el cual consiste en cultivar estos micro- 

organismos en un medio ronteniendo ácido fosf6rir.--) y relu- 

losa hidratada, detectándose por la formación de un halo - 

de inhibicion. Para determinar la actividad solubilizante

se emplea un sustrato insoluble teñi&>, por ejempin.. Av¡ -- 

cel, papel filtro o el Azure, el cual es un sustrato cn -- 

mercial muy recomendado. 

5. 2. 2 EXO BETA GLUCANASA

La primera enzima involucrada en el rompimiento de ce

lulosa insoluble es la exo beta qlucanasa, consecuentemen- 

te entre los sustratos recomendados para la actividad de - 

la misma, se considera como el mejor el alqod<Sn, D.ero,-) --- 

también se recomienda la celulosa microcristalina, la rual

es hidrolizada por la exo beta glucanasa. De esta manera, 

la enzima produce celobinsa como producto de reacci<;n, la - 

medida de azúcares reductnres es influenciada por la beta- 

glucosidasa. Por otro lado, la accif;n de la endo beta -- 

glucanasa descubre nuevas cadenas finales, produciendo más

sustratos Para la exo beta qlucanasa. Si se calculan los - 

azúcares redurtores producidos en celul-)sa cristalina o

alg(jd?Sn, la medida es una determinaci6n constante o pura
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de exo beta glucanasa, snlamente cuand-_) se encuentran --- 

ausentes otras enzimas relulolítiras. 

5. 2. 3 ENDO BETA GLUCANASA

Las endo beta 1- 4 glucanasas hidrolizan las uniones - 

beta 1- 4 de materiales celul6sicos hidratados; para deter- 

minar su actividad el me.inr sustratn es la Carboximetil --- 

celulosa, este sustrato ha sido empleado por muchos inves- 

tiqadores, mediante el cual cleterminan la disminuci6n de - 

la viscosidad o la produccion de azúcares reduct9res. La - 

medida de la disminuci¿)n de la viscosidad es una técnica - 

sensible, ya que un rompimiento pequeño en la cadena, cau- 

sa un marcado decremento, no así la medicia de azúcares re- 

ductores que se ve influenci.ada por la presencia de otras - 

enzimas celulolificas, especialmente beta glucosidasa. 

5. 2. 4 BETA GLUCOSIDASA

Se encuentran menos problemas en ¡ a determinaci6n de - 

actividad para la enzima que hidroliza celobiosa. Esta -- 

enzima hHrol iza beta 1- 4 )] iq,)sar:ári( los y celobinsa a glu

c i,sa. Puec-le ser Heterminarla con una celobiosa corno sustra

to o enn un P.seucf,>sust rato, que es el para- ri; trn, fen i 1 - - 

ti- ')« - le determina -- ir',) el u,.-, ( if - 1 cual nr--)vee un métocf,- ( 

ránifIr- v
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6. 0 F UENTES DE CELULASA f! I CF,011, I

6. 1 SELECC! ON PEL MICROORGANISMO

La selecci6n de] microorganismo es el pri: ici- paso Pn- 

el desarrollo de un proceso; para enzimas microbianas de— 

ben' considerarse varios factores: 

a) Localización de enzimas— Las endo enzimas tiew- 

nen la ventaja de que se encuentran concentradas en un -- 

tejido que puede ser separado rápidamente M caldo fermen

tado, pero siendo una endoenzima, imr)] ica los prohlemas -- 

asociados con la desintegración de las células y, subse--- 

cuentemente, la separación de otros componentes celulares. 

Aunque muchas enzimas nunca son obtenidas de células vivas, 

relativamente muy pocas enzimas comerciales son de este -- 

tipo. 

Las exoenzimas, por otra parte, deben ser concentra— 

das de soluciones muy diluídas de cultivos filtrados, aun- 

que este proceso puede ser costoso, en general su pureza - 

es relativamente grande en - omparaci6n con enzimas obteni- 

das de extractos de células. La mayoría de las enzimas -- 

comerciales son de este tipo. 

b) Naturaleza del organismo.- Se prefieren aquellos

que sean fácilmente manejables; en el caso de aplicaci6n

en alimentos, debe tener la aprobación de la FDA ( FoM

Druq Administration ). Deben establecerse las caracterís- 

ticas ( le rendimientos enzimáticos, producción de esporas y
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requerimientos ( le medio de cultivo, presentar una mínima - 

dificultad en fíltración, centrifugación o desintegraci6n- 

si es requericia )», no deben ser productores de toxinas u

otros productos indeseables y crecer en sustratos baratos. 

c) Producci6n y purificaci6n de enzima.- La pureza- 

qeneralmente es medida como actividad específica ( enzima/ 

unidad de peso de proteína ), la cual puede ser err6nea -- 

ruando están r- resentes nolisacáridos, poliésteres, etc., en - 

cantidades grandes. Por lo tanto, industrialmente las

enzimas son medidas en terminos de actividadIunidad de

peso. 

Se ha observado que una meta razonable es la obten

ci6n de un cultivo filtrado o extracto He células en las

cuales la enzima deseada tiene un total del 10 Y. de¡ total

de proteínas. Se ha encontrado que un microorganismo pro- 

duce una enzima en particular en una cantidad igual a una - 

tercera parte c.f.e la proteina total. 

6. 1. 1 SELECCION DE Trichoderma viride

Se han realizado hidr6l isis de celulosa por métodos - 

químicos y se ha visto que son incosteables, por lo cual - 

se han efectuado hidr<Slisis por acci6n enzimática; la fac- 

t ibi 1 ¡ dad ernnStnica por medio de hidró1 ¡ si s de materiales- 

celulOsicos, esencialmente depende de preparaciones de las - 

cel ulosas act ¡ vas a un precio railonable. 

xisten muchos niicroorqan i snins cel ulol Í t icos que pue- 
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den crecer en materiales celul6sicos, tales c— in ) acterias, 

actinomicetos y hongos superiores; se ha observado que los - 

mejores productores del caTiplejo celulasa son Ins honqos y - 

uno de ellos, Trichoderma viricie, es de los más destara(I,> s - 

por la producción de estas enzimas. las preparaciones enzí

máticas de este hongo solamente se han estudiad9 a nivel de

planta piloto y de lab-)ratnrin. 

6. 2 OTROS MICROORGANISMOS CELULOLITICOS

Muchos -) rganismos deqraclan la celulosa por contactn cli

recto cnn el sustrato y se ha observado en muchos casos, -- 

que las celulasas son más eficientes cuando las células se - 

enlazan. En la superficie de la célula las enzimas se --- 

encuentr3n en alta concentraci6n y por lo tanto, pueden -- 

alcanzar un contacto estrecho con el sustrato. 

En la degradación de materiales celulolíticos, en la - 

cual dos microorganismos no pueden actuar por separado, el - 

crecimiento simbi6tico de éstos, principalmente de Pseudomt? 

n,as- y organismos productores de celobiasa son utilizados -- 

siempre para incrementar el rendimiento de biomasa. 

Un pretratamiento de la celulosa mejora el crecimientn

de. Pseudomonas, debido a que el número de mieroorganismos - 

adheridos a las fibras aumenta y las bacterias son ordena— 

das de manera regular a lo largo de la cadena de celulosa.. 

Se ha observado un fenómeno similar en la degradación de f.¡ 

bras de celulosa por Sporocytophaqa myxococoicie. La secre
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cion de enzima en el medio no es el único camino para --- 

utilizar enzimas celuloliticas. 

Se puede observar en forma comparativa la efectividad

c e produccir5n de celulasa de Trichoderma viricle con otros - 

hongos productores de dicha enzima en la tabl-a N m li

6. 3 PRODUCCION DE CELULASA EXTRACELULAR

Como la celulosa es insoluble en soluciones fisiológi

cas, no puede pasar a través de membranas celulares, lo -- 

que supone que la celulosa microbiana es extracelular. En

filtrados de cultiv,.-:is de hr>nqr)s celulolíticos, cultivados- 

ba_jo condiciones favorables, se puede demostrar la presen- 

cia de celulosas extra celulares. Lyr y Schanel ( 19 ) -- 

consideraron que existe una secreción activa en el medio - 

de cultivo, por lo que se excluye la idea de que la libera

ci6n de celulasas sea autolítica. 

Un prerrequisito para la producción industrial de glu

cosa a partir de celulosa es que las preparaciones de celu

lasa tengan tina alta actividad. 

Se ha encontrado que la mejor fuente de celulasa extra

celular es Trichoderma viride, aunque se han estudiado -- 

otros micr,.->nroanismos celulolíticos a partir de los cuales

se obtienen buenos rendimientos, algunas bacterias y hon— 

qns cultivados en celulosa nativa o pretratada no secretan

solamente endoqlucanasa ( Cx ) o beta glucosic4A<;a. Sol D  

mente microorganimr)s celulolíficos verdadero5 que poseen- 
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actividad , ixo glucanasa ( C 1 ) pueden hidrolizar celulosa

nativa. 

otros microorganismos que deqradan la celulosa son - 

las bacterias móviles, bacterias verdaderas Gram negati— 

Q

vas y Gram positivas y algunos Actinomicetos, así C3- 3 -- 

también anaeroblos estrictos ( pseudomonas ), anaerobios - 

facultativos ( Bacillus, Pseudomon3s ) y anaerobios obli- 

gados ( Clostridium ). 

En arSos recientes se han estudiado organismos terrno- 

filos; un hongo term6filo típico capaz de praducir un sis

tema celulolítico que descompone la celulosa nativa es el

ascomiceto Termofiles chaetamium Var. lissítum, --- 

Chaetomium termofiles, Sporotrichun termofilium y --- 

Termoascus aurantiacus; crecen y descomponen la celulosa - 

muy rápido, pero las actividades de celulasas en los fil- 

trados de los cultivos son muy bajas. 

Termosporas curvata produce endo y exo glucanasa cuando - 

crece sobre celulosa, el sistema excretado por este micro

organismo hidroliza menos del 1% de fibras de algodón, lo

cual indica que es incapaz de degradar celulosa nativa. 

Ha aumentado el interés de los microorganismos term6

filos para la investigación de celulasas termoestables, - 

aunque las celulasas de term6filos no son necesariamente - 

más estables al calor que las celulasas de mesófilos. 

Mandels ( 15 ) comparó los sistemas de celulasas produci- 



40 - 

dos por Thermnactinomyces y Trichoderma viride, en análi— 

sis cortos y en sustratos suceptibles a ambas celulasas, - 

0
se mostro mayor actividad a 65 C que a 50o C; en análisis

de 24 horas en alqodón, la celulasa de Trichoderma viride- 

fué inactivada a 600 C, encontrándose que la celulasa de - 

Thermoactinomyces es deficiente en actividad exo glucanasa, 

por lo que no se puede hacer tal comparaci6n. 

No obstante, se han efectuado muchos trabajos con va- 

rios orqanismos y se ha visto que Trichoderma viride es la

fuente más conveniente de enzima extracelular. Por lo tan

to, la desramposici6n de celulosa puede ser diferente en - 

diferentes microorganismos. No todas las endoqlucanasas - 

actúan sinérgicamente con todas las exo qlucanasas, ya que

por sinergismo, dos enzimas pueden trabajar juntas en la - 

forma de un complejo libre, el cual no puede ser formado - 

entre todas las exo y endo qlucanasas. 
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T A B L A  I

Producci6n de C, y Cx por ? i Ferent-es hon. ios

Preparación en solución cl c
x

Azócar r  í- J i -, a

de acetato 0. 05 M

Fusarium moniliforme

de PC -50

3 - 

Asperai I I ius terreus

de Hilr') i ¡ si s

Trichoderma viride C) 50 53

Sporotrichum prui in sum 3 C', 70

23

Penicillium Pusilltim 217 110 27 13

Fusarium moniliforme

32.
5 3 - 

Asperai I I ius terreus S 3( 

7 7r 23

Stachybotrys at ra

S t repS orn y c ! LS Sp. 140 12

Fusarium roseum 10

PestalotioPsis

westerdtikii 0. 7 6 C. 14

Myrothe6ium verrucaria 2, 2

Chaetornium qlobosum 0. 2 P. 5
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i - odos o s t os ;-. i i e r rg an i smos c rec í e r on e¡, S o T k. a F 1 oL, - 

excep t o Pen i c i 11 : u,~n -) us i 1 ', i ur.i. !¿- s unidades Cx se determi
naron sobre _Czirboxi,-,iet. il celulosa cuno sustrato ( 0. 5 Z, )- 

unn !- ora a r,.n 0 C, las i,jnir!a( I(,- s C, se determinaron - 

sobre alqod6n ( 4«Y. ) durante 24 horas a 400C. 

rn la tabla anterior se obscrva nue el nlicroorqanis-.ilo

que tiene mayor producci6n de enzima Cl es Trichoderma -- 
v_i-.*( t; e, por lo que este hongo es el más utilizado para la - 

hidrólisis de ceyul,)--,;a nativa; esto se debe a que el fac— 

or C, es el iniciador de la h¡¿ r¿ lisi-. 
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í_ 7. 0 PRODUCCION DE CELULASA

La producción económica de celulasa depende r4e la se- 

lección de] microorganismo y de] diseño adecuado de la -- 

fermentaci ¿)n . Las investigaciones relacionadas con métodos

de producción de Trichoderma viride presentan la dificul— 

tad de tiempo>de cultivo prolongado y baja producci< n si - 

no se efectúan las correcciones necesarias a la fermenta— 

ción. Algunos mutantes de Trichoderma viride han produci- 

do tres o cuatro veces más celulasa que el qénero no mutado. 

La baja producción de celulasa comparada c,,:>n la hiper

producción de otras enzimas fúnqicas tales -_nmo amilasas ,, 

proteasas, puede ser resultado del mecanismo de inducción-, 

otro factor que afecta este mecanismo, son los catabolitos

represores, los cuales reducen la concentración de celulasa. 

7. 1 CONDICIONES DE CULTIVO

Cuando se desean hidrolizar materiales celulósicos, - 

S . e emplean éstos para inducir el complejo enzimático en el

proceso de fermentación. 

El medio básico de crecimiento y producción de celula

sa de Trichoderma viride ha sido descrito por Mendeis y

colaboradores ( y4 )- éste contiene peptona ( . 05 a . 1% 

y urea como fuente de nitrógeno, diferentes preparaciones - 

de celulosa ( 0. 5 a 1. 5 Y- ) como fuente de carbono y sales

minerales. 
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Para la producci6n ( 4e celulasa es ímportante tomar en

cuenta la naturaleza de la fuente de carbono, a fin de que

ésta sirva como sustrato para la producci6n de la enzima y

como inductor y en ningún momento como represor. 

7. 1. 1 EFECTOS DE NUTRIENTES

1) Efecto de la fuente de carbono._ La producci6n - 

de celulasa depende de la naturaleza de la celulosa; se

encuentra que la celulosa powder 123 pr,)Huce la máxima

actividad enzimática con 37. 2 unidades / m].; se encuen

tran resultados similares ron MN- celuiosa con 33. 3 Un¡-- 

dades / mI., Alphacel con 29. 9 unidades / ml.; CMC HT - 7 - 

produce una actividad de 3. 16 unidades/ mI. y CMC 50- T 2. 61

únidadesImI. 

2) Efecto de la fuente de nitr6geno.- Se obtienen - 

rendimientos con urea de 13. 9 unidades/ mI. y con una mez— 

rla de urea, sulfato de amonin y peptuna de 40. 011 Unirla— 

des / m 1 . 

3) Efecto <le la adici6n He azúcares.- Se observa re

presi6n en la sintesis de la enzima con Tp adíciSn de azú- 

cares tales comn sacarosa, fructuosa, glucosa y celobiosa. 

4 ) Efecto de la adici¿xi de sales orqánicas.- El ace

tatr), 
maleatn y alfa ceto qlurarato, tienden a inrrernentar

el rendimiento enzimático en una concentracion de¡ 0. 1 7.. 

El succinato y citrato reclucen el renclimientr). 

5) Efectn ce activacinres.- Con la adición de ascor- 
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batos y acetatos, en una concentración del 0. 1 % y rela

ci6n 1.. l, se aumenta considerablemente el rendimiento ( le

la enzima ( 7 ). 

7. 2 PRODUCCION DE ENZIMA Y CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMC

En la determinaci6n de] crecimiento del mieroorqan:-;,- 

mo, el micel ¡ o la dificulta, ya que en la producci.Sn

lulasas la celulosa insoluble disminuye conforme la bionia- 

sa aumenta y ésta no presenta una suspensi6n homogénea, -- 

por lo que en la mayoría de los casos solament-, se deterní

na la actividad enzimática. 

El pH de] medio está directamente relacionado con la - 

velocidad de consumo de carbohidratos, produciéndose áci— 

dos que son neutralizados por 13 secreci6n de compuestos - 

amoniacales. Cuando la actividad - netab¿)Iica es alta, la - 

ge, eraci¿>n de ácido produce la inducci6n de celulasa --- 

actuando los ácidos como reguladores; al adicionar qlucosa

se tiene una diminuci6n en el pH con pérdida de actividac

celulolítica, debido al efecto represor de ésta, pero si - 

se encuentra presente un inductor al consumirse la qIurosa, 

la actividad enzimática aumenta, debiendo mantenerse a pH - 

con -,tante ( le S. 

7. 3 INDUCCION Y REPRESION

En el crecimiento de Trichoderma viride es posible -- 
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inducir et cnnplei,o celulasa y se ha observadr) que éste es

constitutivo en algionos mieroorqanismos, como Psetidomonas- 

fluorescens. 11 honq e) T r i chode rma v i r i ( le puede se r cu 1 t i - 

vario a¡ orinripin rie la rermentari6n en olucosa, lactosa y

celobiosa; agotándose estos azúcares es factible inducir - 

lo formación <le relulasa adi,', onanc4o relulosa al merfio. 

Con este mecanismo es nosible obtener tina alta producción- 

ile biomasa en una primera etnna y ¡ a inducci6n riel comple- 

jo enzimático en una seatirrIa, elimirándose al mismo tiempo

el no<er represor de la glucosa. 

Durante- la hir4r¿31isis en7imática, la celtulosa es --- 

ronvertida en ceInhiosa y qlticosa, si el cree -¡miento del - 

hn, in,-) se lleva A rabo en rnnlir*-nnes 5nt¡ m; 4n, la celobiosa

rstimula la r>rnrlucc*,¿n He hera 1- 11 y la celtilo

sa la rie beta 1- 11 qlucanasa. 

Las actividades e4e celulasa y aril Heta qlucosi(; asa - 

se incrementan por el uso de células de Trichoríerma virícle, 

lavadas y agitadas con soporosa ( 2- 0- Beta- D- qlucopiranr)sil

O- 9lu,:osa ) la' cual se cree que es forma¿la riurante la hi-- 

dr¿)Iisis árir4a rfel almi<A¿ in. Se observó un efecto similar - 

con xantobiosa nero la es, nenueña. La concen

traci6n ont«irn- i He sonorosa fué de In - 3M y a concentracio-- 

nes He IO- lbl se inhibe la formaci6n de celulasa; esto es - 

rle',) i< 4o a quc, la soporosn es hi(' rolizn,4a nor beta qlijcosi< a

IIico5< -) re - nr. 1 nt.jf,- es, un re - 5, 

J< 3 f,-). 4e P.n Trichviermar.r)n- 1 11, 7nn, 



53 - 

viride es controlada Por un mecanismo inciur-t) r- renresur. 

Se encuentra, por lo tanto, que la soporosa es un fuerte - 

indurtor; pero este efecto inductivo es rent- ifTlillg, Dor nlu- 

cosa y otros comnuestos rán idamente metab,:,1 ; -¿ j ) les, tales - 

como fructOSa, maltosa y gluconato ( 14 . 

7. 4 SEPARACION Y PURIFICACION DE LA ENZIMA

as enzimis celuloliticas sintetizadas o,) Y: , mrios. -- 

qeneralmente se presentan en suspensi6n coloidal, ) -, ea en

el calHo donde el mirrogrgan ismo ha si do <7re, idc ; este 1 ' - 

quit4o contiene la enzima, celulosa, biomaso y _, -,!, s miner;; 

les, por lo que para senarar los s6lidos en susnension se - 

centrifuga el medio. Para efectuar un estudio s,) hre la -- 

enzima se necesitan qranc4es volúmenes He la soluci6n de -- 

cultivo, por lo tanto, para facilitar el manejo v ohtener- 

concentraciones- satisfactorias de enzima que nosteriormen- 

te serán purificadas, es esencial encontrar mét- x',) s conve- 

nientes que den rendimientos altos de actividad enzimática, 

Una vez concentrado e¡ caldo se Heben utilizar térri- 

cas adecuadas de separaci6n y purificación He proteínas -- 

tales corno: fi Itraci6n en gel, Intercambio iónico en colum

nas DEAE Sephadex, Separaci6n por medio de unto soeléc— 

trico y Absorci6n Especifica sobre diferentes c-nlumnas de - 
celulosa,( 3
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8. 0 MATERIALES Y METODOS

8. 1 CARACTERISTICAS GENERALES DE Trichoderma viride

gr. Thrix. cabello; derma: piel ) 

organismo. Trichoderma vIride QM9414

Clase: Deuteromicetos. Se caracterizan por te

ner esporas asexuales

orden - Moniliales

Fam i 1 ¡ a - Moniliaceae. Micelio claro y sin colo- 
ración o puede presentar coloración -- 

fuerte o débil. 

Género. Trichoderma

Especie: viride

Es un hongo imperfecto, los conidios se producen en - 

globos viscosos como en Cephalosporium y Berticiltiurri, pe- 

ro los conidi6foros se ramifican irregularmente siendo las

ramas finales verdaderas fiálides, de las que los conidios

se van separando sucesivamente. 

En la literatura se encuentran a menudo tres nombres: 

Trichoderma lignorum ( Tode), Trichoderma koningii ( Oudmans) 

y Trichoderma viride ( Pers. ex Fr.) que según algunos auto

res se diferencian entre si por el cnIor de las colonias y

el tamaño de las esporas. 

1,3isby ( citado por Rhodes? 5) ha demostrado que cuando - 

se examina un gran número de cepas no se encuentran dife— 

rencias nel-as y que el grado de variación no excede de] -- 

que puede encontrarse en tina especie bien definida. 

En hase a estos estudios el autor considera que el -- 
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género es monotipico y que el nombre rorrecu) (4e la espe - 

cie debe ser Trichoderma viride. Se encuentra qeneralmen- 

te en los restos de la madera, en el suelo, 

en los terrenos muy húmedos en donde puede parasitar otros

hongos; a nivel de laboratorio rrece en tori,) s lo, PIC(Ji0s - 

comunes al desarrollo de honq0s. Las col,:)nias se r1esarr,)- 

1 lan con rapi<:!ez formando una capa micel ¡ al rJelqada con -- 

m

1

anchas irregulares de color verde Irisáceo, -
7—>--

3s al r—O

lor de la masa de esporas maduras. las esporas se Drodu— 

cen mejor en los extremos de la superficie de los cultivos

en tubos inclinados y la masa de esporas de alqunas espe— 

cies conserva por algún tiempo el color blanco, volviéndo

se verdes tardíamente, en algunos cultivos el reverso del - 

medio es amarillo brillante o parduzco y algunas capas pre

sentan un intenso olor a nuez de coco. Las cabezas espor6

foras frágiles y esféricas contienen de 10 a 20 conidios - 

cada una, son globosos o ligeramente ovales, de 2. 5 a 3. 0

micras de diámetro, presentan micelio y conidiSforo --- 

septpdos. 

11 -

2 IDESCRIPCION DEL EQUIPO

1.- Descripción de] Fermentador: 

Microferm Fermentor, New Brunswick Scientific -- 

Co. INC. New Brunswick N. J. US Patent No. 3, 445, 342; Mode

lo No. MF - l14. 

Especificaciones- 
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Capacidad 14 1

Volúmen de fermentaci6n 2 - 11 1

Agitación ( rpm 100 - 1000

Impulsores Turbinas

Aspersores de aire Orificios simples removibles

Capacidad de flujo

aire mi,/ min ) 1600 - 16, 000

Rango de temperatura 5 - 600C 1 0. 250C

Calentamiento Cartuchos de inmersi6n de
acero inoxidable

Fermentador compacto a escala utilizado para cultivos de - 

microorganismos en fermentaciones intermitentes y contí

nuas. La célula se cultiva en jarras de paredes gruesas

con el objeto de que resistan el continuo autoclaveo. 

Consta de una placa estandar adecuada para las diferentes - 

medidas de jarra ( 5, 7 y 14 litros ); para eliminar una - 

posible fuente de contaminaci6n los vasos del fermentador

tienen dos flechas impulsoras acopladas magnéticamente. 

La agitación se realiza por medio de impulsores con - 

agitadores planos y cuatro baffles verticales. El medio - 

de cultivo es agitado en direcci6n radial lográndose la -- 

dispersi6n uniforme de los constituyentes. 

La velocidad de aqitaci6n es regulada por un sistema - 

de rerroalimentaci6n electr6nica para fluctuaciones norma

les de voltaje y cambios de viscosidad en el medio de --- 

cultivo, esta aq¡ taciSn es calibrada por un tacómetro, el- 
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cual determina la agitaci6n deseada. 

El aire es introducido a través de un regulador de -- 

presi6n que tiene un rotámetro y un filtro de acero ínoxi- 

dable. El gas estéril es alimentado por medio de tina li— 

nea aspersora con un orificio, el cual puede ser adaptable

y reemplazado por un arillo o disco aspersor. Para minimi

zar la pérdida de liquido y evaporaci6n del mismo, el qas- 

q ue fluye es pasado a través de un pequeño condensador de - 
aire por medio de un sistema de enfriamiento colocado en - 

la cabeza del fermentador; de esta forma, los vapores son - 

condensados e incorporados al cultivo en cuanto el nas

pasa a través del filtro. 

La regulaci6n térmica se consigue por medio de dos

termistos, los cuales se encuentran sumergidos en comparti

mientos especiales conteniendo aqua; también se encuentra - 

provisto de una válvula solenoide en la línea de entrada - 

de agua fría. las fluctuaciones de temperatura son --- 

controladas por recirculaci6n de agua al pasar por los ba- 

ffles. Esta mezcla de agua caliente y fría en el depéisito

y el flujo rápido a través de los baffles evita que la
temperatura se incremente o disminuya. 

Control automático de pH

Se puede conectar el mierofermentador a una bomba

peristáltica con la que se pueden adicionar soluciones pa- 

ra conservar el rango de pH, se introducen electrodos de - 

referencia y de niedida en los orificios de acero inoxida— 
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ble que se encuentran en la cabeza de la placa de] fermenta

dor, estos electrodos son esterilizados -por medio de vapor. 

Incubadora con agitación: 2. 

Controlle Environment. Incubator Shaker, New --- 

Prunswick. Modelo No. G27 US Patent No. 3, 002, 895. 

Especificaciones: 

Rango de Temperatura

Velocidad ( rpm¡ ) 

Movimiento

Dimensiones de plataforma

Dimensiones de anaqueles

Motor de mando

Corriente

0 600C  0- 50C

40 1400

Rotatorio, describiendo - 

un círculo de diámetro
de 1 pulqarla

18 x 30 pulgadas

19. 5 x 32. 5 nulcladas

1/ 4 HP. 

200 volts. Alterna

En esta incuba -dora se pueden combinar el crecimiento. de c(. 1
tivos estáticos y agitarlos bajo las mismas condiciones de - 

t ' emperatura y medio ambiente. La velocidad He agitación se

controla eléctricamente y es mantenida con una variaci6n -- 

despreciable. Una vez fijada la velocidad, ésta permanece - 

constante, desprecíando la variaci6n de voltaje. 

El trabajo se observa a través de una ventanilla colo- 

cada en la puerta de la incubadora cerrada herméticamente, 

cuanc' o ésta es abierta, automáticamente cesa el movimiento. 

Para prevenir un sobrecalentamiento tiene incorooracio un -- 
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termostato en el el rcuito de control . Aclemás consta de -- 

tres olataformas intercambiables con entra -la nara tres cli- 

r,iensiones diferentes- de matraces. 

3.- Espectofot6metro: 

Perkin Elmer. Hitachi* 200. Patente No. 200- 0064, 

M-ade in Japan. 

Este esr)ectrofot6metro' consta de una lámpara de Deuterio y

de una de Tun§ steno para el espectro UV y visiblerespecti

vamente— El porcient6 de ablorbancia, de transmitancia y- 

roncentraciéin. se leen directamente en una pantalla digi— 

tal. 

Se complementa con un graficador el cual tiene control

de velocidad de longitud de onda, velocidad de la carta y - 

amplitud dela escala. 

4.- Pot enci 6met ro: 

SaraentWelck pH meter, Modelo SX, Sargent Welch - 

Scientific Co 

Escala de pli 0 - 14, escala de mv. 

P,resenta un electrodo integrado de medida y referencia -- 

Sargent WeIch. Para el funcionamiento de] mi,- ma, se ajus- 

ta con una s<, ->i i, c i n reguladora pH 7. 0 y ensequida se aj usta

con tina soluci6n requladora de pH 4. 0., El. mantenimiento - 

Hcl electrodo se hace oor medio c.4e lavarlo con a-cetona para

eliminar grasa y, He esta mzinera, mantenerlo en cont4icio-- 

nes ópt imas. 
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S.- Centrífuga manual de dos brazos. 

Haterial cc vi(' rin ! vrex, normalmente usar!-) cr el

laborat o ri r.). 

3) MEDIO DE MANTEIMMIENTO PA

El medio He mantenimiento utíl izprio esEelosa -- lucosa— 

papa ajustado a un pil ALO cdn ácido tartárico - 1 V) "/>. El

neriorto ( le resiembra es r4e cuatro semanas, incubándose a -- 

300C durante 72 horns en tubos in-Iinados Por sieml) r, suner

f i C i a 1 . Se conserva en refríqerarson a 11 C. 

t

P. 4 MiEDIO DE CRECIMIENTO ( e «'""' 10` 44

Fosfato monobásico de norasio 0. 2

Sulfato cle amnnio 0. 14

Urea 0. 03

Sulfato de maqnesio heptplii( lrata(!o 0. 03 ', 

Per) t on a 0. 1

G 1 tic os a 0. 6

0: 1 4. 5

El me<;¡,) se estrril iza a 1711 n C divrante 15 minutos y entes - 

4e ser in,-)cular!o se enfría a 30
Í) 

c



Sol uc i ón de nieta] es t raz-,: q0o Inq. c! e sulfato (! e fierr— 

heptahidratado, 156 mq. rie sulfato de manganeso m-) nnllilra- 

tado, 167 niq. de cloruro rie zinc, 1 mi. de ácirlo clorhícir. i

c o al 19 ', Y.; aforar a 100 m] . con agua c estiia( ia. La solu- 

ci6n se esteriliza a 121
c

C durante 15 minutos. 

1

8. 6 TECNICAS DE ANAL! SIS

1 v 1
DETERMINACION DE GLUCOSA POR EL ME- 10DO DIJIS á_ kA 5 ' 

Reactivos- 

Acido 3, 5 dinitro salicilico

Hidróxido de sodio

Sal de I^ Rochelle ( tartroitO doble de NodIo y potbsio) 

Fenol ( fundido a 50 0 C ) 

Metabisulfito de sodio

lis. íJ 
WN

MEDIO DE INDUCCION
I#N

7, 

Fosfato* ni,.,-)nc)b¿ísíc<:) <le potasío o. - o

Sulfato (le amonio

Urea

Sulfato de magnesio heptahidrataHo 0. 03

Cloruro de Calcio 1

Carboxi metil celulosa 1. 00

Solución de metales traza* J. l ni. 

pH
4. 50

Sol uc i ón de nieta] es t raz-,: q0o Inq. c! e sulfato (! e fierr— 

heptahidratado, 156 mq. rie sulfato de manganeso m-) nnllilra- 

tado, 167 niq. de cloruro rie zinc, 1 mi. de ácirlo clorhícir. i

c o al 19 ', Y.; aforar a 100 m] . con agua c estiia( ia. La solu- 

ci6n se esteriliza a 121
c

C durante 15 minutos. 

1

8. 6 TECNICAS DE ANAL! SIS

1 v 1
DETERMINACION DE GLUCOSA POR EL ME- 10DO DIJIS á_ kA 5 ' 

Reactivos- 

Acido 3, 5 dinitro salicilico

Hidróxido de sodio

Sal de I^ Rochelle ( tartroitO doble de NodIo y potbsio) 

Fenol ( fundido a 50 0 C ) 

Metabisulfito de sodio
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Fundament -o ( le] método: 

De acuerdo a los autores de esta prueba la

sal He la Rochello v%, Introduce para prevenir lít oxIdaci6n

r1el reactiv,), el fenol increnientzi la cantidad de color nro

Hucirío y el metabistilfitn estabiliza el color obteniclo en- 

presercia de fenol. Para la acci6n rerlurtora ele glucosa - 

bre el ácido clinitro salicílico, se requiere r' e la pre— 

sencia rfe

La química de la prueba se puefle exnlit ar de la si --- 

nuiente forma - 

Fl ácir1, 3 3, 5 clinitro sali- tliro es reduriHo a ácirlo

3. amino 5, nitrosalirilico, de tal manera que los qrupos

alrJehício de] azúcar se nxiHan a grunos. carboxilo: no hay - 

equivalencia entre el ácido 3 amino nroduci- 49 y los azúcares

oresentes y, rler-)enHienclo de la cantidad de azúcarsis es la- 

intensielarl Hel r,)lnr ( Fiq. Núm Is ). 

Proredimiento: 

Se mezclan 10. r, gramos de ácido 3, S Hinitro salicíli- 

co con 13. 98 gramos rie hi<4r6xirlo de sodio y se afora a 11. 

ron anua destilarla, se Hisuelven oerfectamente y se aqregan

214 qramos de metabistilfito He sodio. Se titulan 3 mI. 

el react- ivo con r- lorhíririco r). 1 N ut i 1 izando como

indicarlor ferínIft-aleína. Para estandarizar el reactiv,:), - 

se ciehen v4e qastar ar) rox i inad amen te (` e 5 a 6 mI. rje árido; - 

si es neresarif), e arliriona h¡ Hróxi( 10 <' e soclin ( 2 9. --- 

m7 . c! e icí(!,) clorhídrico 0. 1 N ) 
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1 D . ación de azúcares recluctores: etermin

La muestra
1

debe Contener ( le 0. 2 a 1. 0 mq. de glucosa - 

por m]. Se coloca 1. 0 mI. <-! e muestra en un tubo c4e ensayo

y se aclicionan 3. 0 ml. <- 4el ra-activo DNS, se colr>ra el tubr) 

en un bañol de agua en ebullición rJurante ; minutos y se de

la enfriar a temperatura ambiente. Se clesarrolla una rur- 

va estándar cle glucosa tratarla de la misma m;; nera que la - 

muestra ( concentraciones de 0. 1 a 1. 0 mnlml. ). Se lee - 

la absorbancia a 550 nill con tin blanco de agita destilarla, - 

se hace una aráfica en ruyas ordenadas se anota la absor— 

bancia leida y en las abscisas la concentración de glurola. 

Se debe de obtener tina línea recta ¿ uya interserci6n en el

eje rie las abseisas se encuentre en 0. 01l. riq rie qlticosa que

representa la glucosa perdida por oxidación. 

DETERMINACION DE ACTIVIDAD CELULOLITICA
5  

Reactivos 4- 
Carboximetil celulosa ; 0 HT al 1 % 

Solución reaulacInra de citratos 0. OS M DH 4. P

Timerosal al 1 % 

Esta Aeterminación cOe activided se basa en la deqraHR

ri6n de] stistrato ( CMC ) con una soluci6n cle enzima con - 

respecto el tiempo, en concliciones favorables de temperatu

ra v pH para que actúe, utilizando el timerosal eomo pre— 

servacior. 
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P roced í m i en t o: 

Se disuelven 10 q de Carboximetil celulosa en 800 mI. 

de agua caliente ( Po a 90` C ), se adicionen 100 ml. de la

s-)] tic. i 6n regul arlora ele e¡ t rato y 10 m1 . de t imerosal , se - 

diluye a 1 litro; se conserva en regrigeraci6n y ¡ prites de- 

tisarse se calienta a 500C. 

Determinaci6n de actividad: 

En un tubo ( le ensayo se colocan 0. 5 m]. ( le la solu

ción de enzima y 0. 5 ml. de carboximetil celulosa al 1

se mezclan perfectamente y se incuban durante 30 minutos a

so 0 C, transcurrido este tiempo se adicionan 3 mI. riel reac

tivo DNS para detener la reacri6n, se calientan los tubos - 

en un baño de agua en ebulliciéin durante 5 minutos y se de

terminan azúcares recluctores como glucosa. Se desarrolla - 

una curva estandar en las mismas condiciones que la mues— 

tra utilizando una soluci6n madre de glurosa en soluciéin - 

requIadora <-.;e citrato. 

Cálculos. para la ( leterminación efe actividad: 

Uniciades de activir:a<4/ ml. = mq. de alticosa x 0. 185
nil. de enzima

De , cuerdo cor, la Uni6n Internacional de Binquimica, - 

una un irlar! i ra e% i nual a 1 inicromol de sust rato h i

c; r o i i z  —) i-),) r ri i n u t o . Para la celulas,7, se basa en los - , 

eri - 
r niz irins, est,.) es iniri-nunle, r4e qlLc,)s« des -- 

prc - c* i (!;) c),,? r n i ni; t ), tin n1i cr,-Ynol ( e q I tjt,) sa es iqu.11 - - - 
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a 0. 180 m9. 

Para un anAlisiS de 30 minutos, 1 mq. rie qlucosa equivale - 

a 0. 195 uniriades, es decir

3 ' , x J - 1 ` 77

q, - 
DEURRINACION DE BIOMASA ( Méto<'o Kjeldah1, para de - 

terminaci6n de proteinas

1 Reactivos- 

Acido sulfórico concentrado

Mezcla Reactiva de Selenio

Soluci¿5n concent.rade c' e NaTH

Aci( 10 Bórien al 4

Acido ClorhíHrico 0. 1 N

Indicador ( Tochiro ) 

Las proteínas y demás materi is orgÉ'ini- s - son oxir;-(' Ds

por el arido s-ulfúrico-, el nitr6geno que se encue- tra en

forma orgánica se fi -ja como sulfatr> de amonio. Ai

r earcionar esta sal con una base fuerte se . Iesprenr'E, amo -- 

Tniaco que se -destila y recihe en un volumen (: e

c i ( lo. Por titijlaci.)n c4el Aci( 10 no neutr¿fl se

la cantidad de arioniaco ciesprenr ir4e) y así la cantir' ar' < le

nitr6geno ¿e la muestrP. 

La cantirlad ( 2e amoniac,3 obtenic! D se rnititii)li a Pnr e_I fac- 

tor 6. 95 ncra obrener el val ->r de la, r) rote, r,,,--- 
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Procedimiento: 

Se filtran 50 ml. de caldo de fermentación y se seca - 

el papel filtro conteniendo el micelio, se introduce en un

matraz Kjeidah]; se agrega un gramo del reactivo de sele— 

nio corno catalizador y 25 mI. de ácido sulfúrico concentra

do y se añaden perlas de vidrio para regular la ebullición, 

se coloca en el digestor hasta que la solución quede comple

tamente clara lo que nos Indica la total destrucción de ma

teria orgánica. Enfriar y diluir con 200 mi. de agua --- 

destilada. 

Añadir una solución concentrada de sosa ( 1: 1) que

también ha sido enfriada, haciéndola resbalar lentamente

por la pared de¡ matraz hasta que se estratifiquen las dos

soluciones. Conectar Inmediatamente el matraz a la alarga

dera de Kjeidahl, unida al refrigerante, que a su vez va - 

conectado a una alargadera que va introducida en la solu— 

ción de ácido bórico ( 50 mi). Se agita para mezclar las - 

dos capas e inmediat3mente se calienta. Al ácido bórico - 

se le adiciona 3 gotas de] indicador. 

Destilar aproximadamente 200 mi. Suspender la desti- 

lación, retirando primero el matraz con el destilado antes

de retirar el mechero para evitar que se haga sifón. Titu

lar el destilado con ácido clorhídrico 0. 1 N. 

Corregir mediante tina determinación en blanco de los- 

reactivos tisados empleando sacarosa ( lg) en lugar de --- 

muestra. 
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nitré3geno = ( mi. blanco - í1, 1 . uroblema) x 1, 1 x 102

a, rie m( je-,tra

or,31. 6nas nitr6qeno x 6. 2) 

DErEÍRMINACION DE TIEMPO DE HIDROLISIS

Se prenaran 7 tubos conteniendo cada tiro n.'; ni]. ríe. - 

spluci6n de carboximetil celulosa al 1 7, y de 7al- 

do de fermentaci6n previaniente centrifugado, 
estns tubos - 

se incuban a 50
0

Q y se saca un tubo de la Incubadora -cada. - 

5 minutos j) ara letermin,, r - izúc,7,res rerfurtores nor el m( to

r!o r)NS . El octavo tubo se utiliza romo blanco ele referen- 

c i a / cont i ene 0. 5 m] - < 4íe agna dest i 1 ada y 0. 5 MI . de sol ti

c i ón de carbox imet i 1 ce 1 til osa al 1 y-- 
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9. 0 PARTE EXPERIMENTAL

El desarrollo de la parte experimenta) para la pro- 

ducci6n de celulasa se lleva - cabo en varias etapas: 

9. 1 MANTENIMIENTO DEL MICROORGANISMO

En un tubo Incl ¡nado con medio gelosa glucosa papa, se

conserva la cepa del hongo Trichoderma viride el cual - 

se resiembra por la técnica de estría e incuba durante 72 - 

horas a 30OC; después de este tiempo se conserva en regri- 

geración a 40C, resembrándose mensualmente. 

9. 2 CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMO

Para el crecimiento de Trichoderma viride se prepara - 

una suspensión de esporas a partir del tubo inclinado, se- 

adIcionan 10 mI. de agua estéril y se remueve el micello - 

con un asa estéril, con objeto de dejar en libertad a las - 

esporas. 

Se preparan 3 matraces que contienen cada uno 50 mI.- 

del medio de crecimiento, se esterilizan durante 15 mín. a

121
0

C y se dejan enfriar a 30 - 380C inoculándose con 5 mI. 

de la suspensión de esporas, se incuban con agitación a -- 

200 rpm y 300 C durante 5 días, posteriormente se efectúan - 

resiembras consecutivas manteniendo las mismas condiciones, 

determinando nitrógeno proteico en el quinto día de inocu- 

I ados. 
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9. 3 INDUCCION DEL COMPLEJO ENZIMATICO

Una vez desarrollado el hongo se preparan 5 matraces, 

cada uno con 50 mi. del medio de inducción, el cual contie

ne 1. 0% de carboximetil celulosa; se esterilizan y se ino- 

culan con 5 mi. de] microorganismo desarrollado en glucosa, 

se incuban a 300C y 200 rpm. La fermentación es seguida

determinando cada 24 horas el nitrógeno producido y los

azúcares reductores por el método DNS, una vez interrumpi- 

da se determina sobre el caldo de fermentación la capaci— 

dad hidrolftica. 

9. 4 PRODUCCION DE CELULASA

La producción de¡ complejo enzimátíco se lleva a cabo

en un fermentador- New- Brunswick, variándose algunos pará- 

metros tales como plí, oxígeno disuelto y rrip; nteni.l ndos-e -- 

constante la temperatura, el sustrato y la cantidad de in6

culo. 

En todas las fermentaciones se sigue la misma técnica: 

Se preparan 3. 5 1. del medio con carboximetil celulosa al - 

1. 0% en una jarra de fermentación de 5 1. de capacidad, se

adicionan 0. 5 mi. de antiespumante, se cierra la jarra -- 

herméticamente y se colocan algodones en los orificios de - 

entrada y salida de aire, se esteriliza con calor húmedo y

se enfría a una temperatura de 30 - 38
0

C, inoculando poste

riormente al 10% con el hongo desarrollado en el medio de- 
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inducción a nivel matraz; se coloca la jarra en el soporte

del fermentador, conectándose las mangueras de entrada y - 

salida de aire y agua y los termistos para el control de - 

la temperatura, regulándose la aireación y la agitación pa

cultivo. 
L_ i __ soluci6n honlogénea del - 

Primera Fermentación

Se observa la influencia de¡ pH en ¡ a hidr6lisis del - 

sustrato, determinándose la glucosa producida, teniendo co

mo condiciones iniciales las siguientes: Temperatura 30' C, 

agitación 400 rpm, aereación 9 l/ min y pH 4. 5. Cada 24

horas se reduce el pH arladiendo ácido clorhídrico 0. 1 N

ajustándose el primer día a 4. 5. el segundo a 3. 5, el ter- 

cero a 2. 5 y el cuarto a 1. 5; después de 24 horas se con— 

serva con el mismo pH y al quinto día se interrumpe la -- 

fermentación. 

Para el control de la fermentaci6n se toma una mues— 

tra de 50 mI. cada 24 horas y se determinan azúcares reduc

tores como glucosa y en el último día actividad enzimática. 

Sequnda Fermentación

Se determinan las condiciones de la fermentación, -- 

incrementándose el pH y teniendo como condiciones inicia— 

les: Temperatura 30 0 C, agitación 400 rpm, aereacíón 7 l/ min

y pH 4. 5. Cada 24 horas se aumenta el pH, añadiendo --- 
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hidróxido de sodio 0. 1 N, ajustándose el primer día a S. S. 

el segundo a 6r. O, el tercero a 6. 5 y el cuarto día a 7. 0; 

al quinto día se interrumpe la fermentación determinándose

diariamente azúcares reductores por el método DNS y activi

dad enzimática el primer y último día de la fermentación. 

Tercera Fermentación

El pH se mantiene constante durante el transcurso de - 

la fermentación, siendo las condiciones iniciales: Tempera

t L, ra 30- OC, ag i t ac 1 ón 500 rpm, ae reacl ón 7 1 Im i n y pH 4. 5; 

el control de] pH se lleva a cabo por medio de la adicl6n- 

de ácido clorhídrico 0. 1 N e hidróxido de sodio 0. 1 N. Se

toma una muestra de 50 m). diariamente, determinándose azó

cares reductores corno glucosa Y la actividad enzimática. 

Cuarta Fermentaci6n

En base a las condiciones de la primera, segunda y -- 

tercera fermentaciones, se efectúa la última con las si --- 

quientes condiciones: Temperatura 30 OC, agitación 600 rprn, 

aercación 10 l/ min y pH 4. 5. Se determinan cada 24 horas - 

azúcares reductores, actividad enzimática y pH, dejando -- 

que este último siga el curso de la fermentación sin adi— 

ción de ácido a base. 
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10. 0 RESULTADOS

los cálculos y resultados obtenidos en las diferentes

fases de la producci6n de celulasa son los siguientes: 

Etapa de Crecimiento: 

En esta primera parte de] desarrollo se efectuaron -- 

cinco resiembras, determinando nitr6geno proteico al quin- 

to día. los valores se presentan en la Tabla Núm 111

Cálculos para la determinaci6n de nitr¿>geno proteico: 

Nitr6geno proteico = V x N x 0. 014 x 100

ali'cuota

Donde: 

V = Volúmen en m]. de] ácido

N = Normalidad del ácido

0. 014 = Miliequivalente del nitr6geno
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T A B L A 1 11

Incremento de Biamasa en la

Etapa de Crecimiento

Resiembra Nitr6geno Proteico

Primera o. o4o

Sequnda 0. 050

Tercera 0. 05

Cuarta 0. 061

Ouinta 0. 062
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Ltapa de inducción

Durante esta fase se realizan varias resiembras en el

medio de inducción descrito en la Sección 8. 5; durante el - 

transcurso de la fermentación se determinan azúcares reduc

tores directos totales, como glucosa por el método DNS, ni- 

tr6geno proteico y el t lempo de qeneración) para lo que es

nece-sririo conocer 1, 3 velocidad de creclmien o ( >- k. ) ( T;- 

bla-, N6m IV, V y V1 y Grificas N6m 1, 2, 3 y 4 '). 

Una vez que finaliza esta fermentación en mesa agita- 

da se determina en el filtrado libre de células la capaci- 

dad hidrolítica de? complejo enzimático mediante el empleo

de carboximetíl celulosa al 1. 0% en solución reguladora de

eltratos con pH 4. 8 ( Tabla Núm VM, Gráfica Núm 6 ). 

Para la determinación de la capacidad hidrolítica se - 

desarrolla una curva patrón de glucosa en solución regula- 

dora de citratos con pH 4. 8 según el método descrito en la

Sección 7. 5. 2 ( Tabla N6m M, Gráfica Núm 5 ). 

Cálculos para la determinación de actividad enzimática: 

Unidadeslm] = m9. de glucosa x 0. 185

mI. de enzima
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T A 13 L_ A IV

Curva Patr6n de Glucosa

Glucosa Transmitancia Absorbancia

mg/ ml % 

0. 1 80. 9 0. 07

0. 2 50. 3 0. 28

0. 4 15. 2 0. 78

0. 6 4. 4 1 . 

0. 8 0. 7 2. 15

1. 0 0. 2 2. 65
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GRAFICA 1

CURVA PATRON DE

GLUCOSA

GLUCOSA ( mg) 
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T A 8 L A V

Reductores Directos que se Producen Durante

la Fermentaci6n en Mesa Agitada

Glucosa - Tiempo

m 1 h . 

0. 032 0

0. 041 24 _ 

0. 042 48 _ 

0. 250 72

0. 280 96

0. 250 120

0. 230 144

2t

z t). M. A - y -  lj
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GRAFI CA 2

AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS

PRODUCIDOS

DURANTE LA FERMENTACION

EN MESA AGITADA

24 48 72 96 120 144

TIEMPO( h. ) 

10
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T A B 1 A Vi

incremento de Biemasa

TI empo
Nitrógeno Proteico

h

0 0. 0043

24 o. 006s- 

48 0. 0087

72 0. 0150

96 0. 0430

120 0. 0520

144 n, 09; 80
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GRAFICA 3

CUANTIFICACION DE

NITROGENO PROTEICO

24 43 72 96 120 144

TI E MPO ( h. ) 

o> 
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Cálculos para la determinación de] tiempo de generación: 

Para calcular el tiempo de generación y velocidad de

crecimiento de los resultados de nitrógeno obtenidos en - 

la etapa de induccí6n, las ecuaciones generales empleadas

son las siguientes: 

td - In2 ..... a) 

A4

Donde: 

td - tiempo de generación en horas

Velocidad de crecimiento

t = 7. 3 In xf ..... b) 

IA Xi

m = 7. 3

Donde- 1^ 

t tiempo en horas

velocidad de crecirniento

Xf % de nitrógeno proteico final

x, % de nitrógeno proteico inicial

m pendiente de la recta

M t f t i
I n x2 ' n X1

xi xi
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Tomando la ecuación b, se desarrolla la gráfica núme- 

ro, 4, considerando el tiempo en las ordenadas y In xf en -- 
x! 

las abseisas; para determinarse la pendiente de la recta -- 

2. 3 ) es necesario emplear el método de mínimos cuadra— 

dos: 
P- 

Cál culos - 

y = a + bx ..... ecuación de la recta ( 1 ) 

Donde: 

b = m

y t

x In

xi

De la ecuación b: 

yna + b -7-x ...................... 2

xy aZx + bLx 2 .................. 3

Donde - 

n = número de frecuencia = 6



Sustituyendo: 

en la ecuación 2 504 - 6a + 9. 72b

en la ecuación 3 _ 1024. 02 - 9. 72a + 20. 73b

4898. 88 = 58. 32a + 94. 47b

6144. 12 - 58. 32a + 121. 92b

Eliminando términos: 1245. 24 = 27. 45b

b - 45. 36

Sustituyendo el valor de b en la ecuación ( 2 ): 

504 = 6a + ( 45. 36) ( 9- 72) 

a = 10. 51

y x xy
X2

24 0. 41 9. 84 0. 16

48 0. 70 33. 60 0. 49

72 1. 24 89. 28 1. 53

96 2. 30 220. RO 5. 29

120 2. 48 297. 60 6. 15

144 2. 59 372. 90 6. 70

7504 Z 9. 72 Z1024. 02 Z: 20- 32

Sustituyendo: 

en la ecuación 2 504 - 6a + 9. 72b

en la ecuación 3 _ 1024. 02 - 9. 72a + 20. 73b

4898. 88 = 58. 32a + 94. 47b

6144. 12 - 58. 32a + 121. 92b

Eliminando términos: 1245. 24 = 27. 45b

b - 45. 36

Sustituyendo el valor de b en la ecuación ( 2 ): 

504 = 6a + ( 45. 36) ( 9- 72) 

a = 10. 51
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Se sustituyen los valores de a, b en la ecuaci6n ( 1 ) 

si Vi- 48

48 - 10. 51 + 45. 36x

x - 0. 826

pi ( 48, 0. 82) 

si yf= 144

144 - 10. 51 + 45. 36x

x = 2. 94

Pf ( 144, 2. 94) 

De la ecuaci6n ( c ) 

m - 144 48 96

2. 94 0. 8 2. 12

m - 45. 29

Cano m -_ 2. 3

De la ecuaci6n ( a ) 

2. 3 - 0. 05 h

45. 29

td = o. 69

0. 05, h

t
d - 

13. 8 h
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G-RAFICA 4

VELOCIDAD DE

CRECIMIENTO DE

TRICHODERMA VIRIDE



T A S L A M

Curva Patrón de Glucosa en Solución

Reguladora de Citratos pH 4. 8

Glucosa Transmitancia Absorbancia

0. 2 64. 1 0. 19

o. 4 25. 6 0. 59

o. 6 8. 4 1. 08

0. 8 2. 6 1. 59

1. 0 1. 2 1. 93
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GRAFICA 5

CURVA PATRON DE GLUCOSA

EN SOLUCION

REGULADORA DE CITRATOS

p H 4,8

C) LUCOSA ( mg) 

2. 0. 

1. 6. 

i

lz
0,2 OA 0.6 02 1. 0

C) LUCOSA ( mg) 
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T A 8 1 A Vi 1 1

Capacidad Hidrolítica del Filtrado

Libre de Células

Tiempo de Incubacíón Glucosa Actividad

minutos M<JIMI unidades/ ril

5 0. 28 0. 10

10 0. 46 0. 17

15 0. 56 0. 20

20 0. 66 0. 24

25 0. 71 0. 26

30 0. 75 0. 28

35 0. 76 0. 28

40 0. 76 0. 28
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4
V) 
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GRAN CA 6

CAPACIDAD HIDROLITICA

DEL FILTRADO LIBRE DE

CELULAS

T I E MPO ( mi n ) 
to
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Etapa de Producción de Celulasa

En base a los resultados obtenidos en la fase anterior, 

se lleva a cabo la producción de celulasa a nivel fermenta - 

dor. 

Las condiciones y resultados obtenidos de cuatro fer— 

mentaciones realizadas se encuentran en las Tablas N6rn Vi¡¡, 

IX, X y Xil y en las Gráficas Núm 7, 8, 9 y 10



T A B L A I X

Efecto de la Disminución del pH

Tiempo ( días) inicial 1 2 3 4 5

Oxíqeno disuelto ( % ) 100 80 76 74 73 71

pH 4. 5 4. 5 3. 5 2. 5 1. 5 1. 5 a

Temperatura OC 30 30 30 30 30
lo

30 li

A itación rpm 400 400 400 400 400 400

Aereación l/ min 9 9 9 9 9 9

Glucosa ( mgImi 0. 04 0. 87 0. 48 0. 32 0. 13 0. 10

Actividad Enzimática 0. 29 0. 037

unidades/ m1 ) 
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GRAFI CA 7

EFECTO DE LA DISMINUCION

DEL pH

p Ff
0
1

43 3.1 1 el
0

to 1. 0 a w

E Z) 

0

0 0.0 11
1, 0

0

z

40 UJ

0.6 14 0

0
0

0.4

02

24 48 72 96 120

TIEMPO ( h.) 

0

CANTI DAD DE GLUCOSA

CANTI DAD DE OXIGENO

0



T A 8 L A X

Efecto de] Incremento de? pH

Tiempo ( días ) inicial 1 2 3 4 5

Oxígeno Disuelto ( % ) 100 95 89 55 50 48

PH 4. 5 5. 0 5. 5 6. o 7. 0 7. 0

Temperatura ( 0e ) 30 30 30 30 30 30 - 
j

0

Agitaci6n rpm ) 400 400 400 400 400 400

Aireaci6n l/ min 7 7 7 7 7 7

Glucosa ( mglml ) 0. 07 0. 11 0. 15 1. 10 1. 20 1. 15

Actividad Enzimática 0. 20 0. 40

unidades/ m1 ) 
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GRAR CA 8

EFECTO DEL

1 NICIREMENTO

DEL pH

p H

5. 0 _. j.5 7

1. 0 40

0
CP

20

V) 
0 130
L) I

Z) 
0.61 ! 40

j

OA

LIN

24 48 72 9 5 120

TI E MPO ( h.) 
lo

CANTIDAD DE GLUCOSA

CANTIDAD DE OXI GENO

0

0

0

0

0

0

0

LLJ

Z) I
V) 

z

LLI

0



T A 8 L A XI

Fermentaci6n a pH Constante

Tiempo ( días ) Inicia¡- 1 2 3 4 5

oxígeno Disuelto 100 85 70 65 60 58

pH 4. 5 4. 7 4. 7 4, 7 4. 7 4. 7
I

Temperatura ( oC ) 30 30 30 30 30 30 1. 0

Agitaci6n rpm 500 500 Soo 500 500 500

Aereaci6n )/ min 7 7 7 7 7 7

Glucosa ( mglml 0. 026 U. 18 0. 75 0. 98 1. 40 1. 35

Actividad Enzimática 0. 020 0. 24 0. 031 0. 032 0. 44 0. 44

unídades/ mi ) 
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GRAR CA 9

FE R MENTA CI 0 N

A pH

CONSTANTE ( 4. 7) 

24 42 72 96

TI EMPO( h.) 

DE GLUCOSA

CANTIDAD DE OXIGENO

ACTIVIDAD

0

0

LU

0

00

0
z

LU

00

X
jo

0

0

io

lo

E

z

OA LU

C3

0.3 > 

L) 

L2



T A 8 L A X1 I

Variaci6n del Contenido de oxígeno Disuelto con Variación de pH

liempo ( días ) Inicial 1 2 3 4 S r, 

Oxigeno Disuelto o so 50 lis 115 42 41

pH 4. 5 4, 5 4. 6 5. 5 6. 0 6. 3 6. 5

Teirperatura ( ' C ) 30 30 30 30 30 30 30 4

Agitación ( rpni ) 600 600 600 600 600 600 600
1

Aercaci6n ( l/ min 10 10 10 10 10 10 10

Glucosa ( mgIm1 1 m6s o. 64 1, 05 1. 03 1. 10 1. 12 1. 13

Actividad Enzimática

unidadeslm) ) 

0. 024 0. 21 0. 43 0. 49 0. 47 0. 45 0. 45
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GRAFICA 10

VARIACION DE OXIGENO

DISUELTO

CON VARIACION DE pH

pH

4. 5 Ab 55 b.0 63 6.5

1. 2

0.9

0. 8 2

0. 7 3

4

A I / / p / lb
7

E

0
1

0

as

Lu

D :) V) 
z

a j:) 0. 4 Lu

0
Z

Lu p cl
f) '- D 0. 3 :; 

X ; 7- 
0

0 02

0

24 48 72 96 120 144

T 1 E MP 0 ( h.) 

CANTI DAD DE GLUCOSA

CANTrDAD DE OXI UENO

ACT I V I DAD

0 0.1

0
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D I SCUS ION

Para obtener el complejo celulolítico se presentan -- 

principalmente tres etapas- Crecimiento del microorganismo, 

Inducción y producción del complejo enzimático. 
En la pri

mera etapa, en donde es necesario obtener un desarrollo -- 

adecuado del micelio se inocula un medio rico en glucosa, 

nitrógeno orgánico y sales minerales, 
con una suspensión - 

de esporas provenientes de la cepa Trichoderma viride - 

mantenida en un tubo inclinado conteniendo gelosa glucosa - 

p, -,pa, a pH ácido. En ésta se logra el cambio de fase de- 

esporulaci6n a microorganismo metab6licamente activo, 
para

lo cual es necesario un medio nutritivo rico en glucosa, - 

ya que si se agregase directamente carboximetil celulosa, 

que es el sustrato utilizado para la inducción y producción

de la enzima. el microorganismo se desarrollaría precarlamen

te y en consecuencia, 
la producción del complejo enzimáti- 

co sería mínima. 

Durante la etapa de crecimiento se determina nitr6ge- 

no proteico total en las diferentes reslembras efectuadas, 

en cuyos resultados no se observa una variación apreciable

Tabla Nútw 111 ), indicando que existe, además de¡ desa— 

rrollo del alicelío una adaptación del microorganismo al -- 

med i o. 

posteriormente se inocula el medio en el que se ha

sustituido la glucosa por carboximetil celulosa con el
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objeto de que el microorganismo excrete el complejo celulo

litico y a su vez aproveche como nutriente la glucosa li- 

berada durante la hidrólisis del sustrato, siendo ésta la - 

etapa de inducción. 

Se efectUan varias resiembras hasta lograr un aurnento

en la actividad enzimática, así corno reducción en el tiempo

de hidrólísis de] sustrato. Para el control de esta etapa

se determinan azúcares reductores di rectos corno glucosa y - 

el nitrógeno proteico total. En la Tabla Núm V y Gráfica- 

Núm 2 se muestran estos valores, observándose que durante - 

las primeras 18 horas de fermentación se presenta la fase - 

de latencia en la que el microorganismo se adapta al sus— 

trato, seguida de] crecimiento exponencial hasta las 96 ho

ras; después de este tiempo sobreviene una dismInuci6n en - 

la cantidad de glucosa disponible hasta las 144 horas, ya - 

que el micr<›organismo comienza a consumirla. 

Se presentan los valores de nitr6aleno proteico en la - 

Tabla Núm Vi y Gráfica Núm 3, viéndose que en las primeras

72 horas hay un crecimiento constante ( 0. 0022 unidades/ 24

horas ) y un crecimiento logarítmico hasta las 96 y 120 -- 

horas de Iniciada la fermentación, entre las 120 y 14'4 ho- 

ras el aumento no es considerable. La relación de las dos

gráficas anteriores indica que: cuando disminuye la canti- 

dad de azúcares reductores directos ( 120 horas ), el --- 

nitrógeno proteico sigue en aumento puesto que aún se desa

rrolla el microorganismo y hay consumo de la glucosa dispo
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nible. 

Al finalizar esta etapa se le determina al filtrado Ii

bre de células el tiempo en el cual se hidroliza una canti- 

dad conocida de sustrato ( 5 rng ), manteniendo pH, tempera- 

tura y concentración de enzima ( n. 5 mi ) constantes, obser

vándose que a los 30 minutos se obtiene la mayor cantidad - 

de glUC053 y que se hace asintótica
posteriormente ( Tabla- 

Núm VM, Gráfica Núm 6 ); esta cantidad es de 0. 76 m9, lo - 

que indica que no se hídroliza totalmente la carboximetil - 

celulosa, de donde se deduce que la cantidad necesaria de - 

filtrado para hidrolizar 5 m9 de sustrato debe de ser mayor

La etapa de inducción se considera una de las más impor. 

tantes, ya que la producción del complejo celulolítico de— - 

pende, principalmente, de la capacidad o habilidad del --- 

microorganismo para producir una enzima con actividad enzi- 

mática satisfactoria que va en aumento le resiembra en re— 

5 1 embra. 

Una vez inducido TrIchoderma viride se lleva a cabo la

producción del complejo enzimático a nivel fermentador, en - 

cuatro fermentaciones sucesivas. 

En la primera fermentación se mantienen constantes la - 

temperatura, aereación, agitación y concentración de sustra

to; variándose el pH en forma decreciente ( una unidad por- 

cada 24 horas ) como se Indica en la Tabla Núm IX. En la— 

Gráfica N¿ m 7 se observa que en las primeras 24 horas hay - 

una disminución en la cantidad de oxigeno disuelto y aumen- 
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to de glucosa acelerados, lo, que muestra que hay un crecio- 

miento exponencial del microorganismo y la fase de latencla

es mínima, ya que las condiciones le son favorables. A las

48 horas el oxígeno disuelto presenta una disminución míni- 

ma hasta las 120 horas, habiendo también disminución en la - 

glucosa en forma acelerada hasta llegar a este mismo tiempo, 

que es cuando se Interrumpe la fermentación; ésto se debe a

que el microorganismo se encuentra en condiciones de culti- 

vo adversas y se desarrolla lentamente consumiendo la gluco

sa disponible. 

Al determinar la actividad enzimática se observa que

ésta es inhibida y llega a ser casi nula al finalizar la

fermentación, la cual presenta un pH de 1. 5

En la siguiente fermentación se mantienen las mismas

condiciones que en la anterior, pero variándose el pH en

forma creciente ( 0. 5 unidades/ 24 h de fermentación ); 

en la Tabla Núrr X se presentan los valores obtenidos en la - 

Gráfica número 8 y se observa el efecto del pH, mostrándose

que durante las primeras 48 horas hay un ligero aumento de - 

glucosa y disminución de oxígeno disuelto, por lo que se -- 

tiene la fase de latencia en este lapso de tiempo ya que el

inoculo proviene de la fermentación anterior en la que el - 

microorganismo se encontraba en condiciones adversas, por - 

lo que es necesaria una etapa de readaptación al medio. 

Entre las 48 y 72 horas se presenta una disminución conside

rable de oxígeno disuelto, de donde se deduce que en este - 
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período se encuentra la fase exponencial de la curva de
crecimiento microbiano, 

provocando una mayor hidrólisis

del sustrato y como consecuencia, 
un incremento apreciable

en la cantidad de glucosa disponible. A partir de las 72 - 

horas hasta el momento en que se interrumpe la fermenta -- 
ción, la cantidad de glucosa decrece y el oxígeno disuelto

disminuye lentamente, esto indica que el microorganismo ha

llegado a la fase estacionaria. Por otro lado, la activi- 

dad enzimática aumenta durante el transcurso de la Fermen- 

tación, encontrándose que el rango de actividad está den— 

tro de estos valores de pH ( 4. 5 - 7. 0 ). 

Tomando como base los resultados de las dos primeras - 

fermentaciones, se efectúa una tercera manteniendo el PH - 

constante a 4. 5 por presentarse en estas condicíones la ine

jor hidr6lisis del sustrato además de] crecimiento adecia- 

do de] microorganismo. En la Tabla Núm XI y GráfIca 9

se muestran las condiciones y resultados de esta fermenta- 
ci6n, en donde la fase de latencia es menor que en la ante

r ior puesto que se presenta en las primeras 24 horas debi- 
do a la induccIón que tiene el inóculo proveniente de la - 
fermentaci6n con incremento de pH. De las 24 a las 96 ho- 

ras existe un aumento progresivo de glucosa al mismo tiem- 

po que la dismínuci6n de oxigeno disuelto, 
aumentijndo la - 

actividad enzimática; en las siguientes 24 horas, la canti

dad de glucosa disponible y oxígeno disuelto disminuyen, - 

no asi la actividad enzimática que permanece
constante. 
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Se realiza una última fermentación permaneciendo el - 

pH sin regulación y aumentando la agitación y la aerea— 

ción para evitar la formación excesiva de espuma, de esta - 

manera se aumenta la superficie de contacto entre el mice- 

lio y el sustrato. En la Tabla Núm XII y Gráfica Núm 10 - 

se observa que hay una fase de latencia mínima, presentán- 

dose la fase logaritmica hasta las 72 horas, con pH entre - 

4. 5 y 5. 0 en donde príncipalmente se desarrolla el micro— 

organismo, lo que se observa por la disminución de oxígeno

disuelto; al tener pH de 5. 5 se favorece el incremento en - 

la actividad enzimática, punto en el cual el crecimiento - 

del microorganismo es mínimo y se tiene aumento de glucosa

por la actividad obtenida. 
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CONCLUSIONES

A partir de¡ crecimiento de¡ hongo Trichodenia viride

se obtiene una exoenzima celutolitica a la que se ¡ e deter

mina su actividad por métodos ` Indirectos. 

2.- 1-3 máxíma actividad de la enzima obtenida ; e c,,: Dt,-ava

a los tres días de fermentación con pH de 5. 5, que es el - 

6ptimo para la actividad enzimática reportado en la litera

tura

3.- El tiempo de ,,--btenci6n de la enzima se redujo al

grar ->btenerse la máxim3 actividad a los tres dias de fer- 

nientaci6n, siendo el valor reportado en la literatura

especializada de cuatro días. 

4.- los resultados obtenidos s6lo son válidos para las -- 

condiciones en que se efectuaron las fermentaciones, de—- 

biéndose continuar la investigación a fin de aumentar la - 

actividad enzImática. 

S.- De acuerdo a lo anterior, se recomienda que este estu

dio se ccntinúe tomando en cuenta otra serie de variables

entre las que se podrían n.encíasiar sustrato, agitación, etc. 
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6.- Se enfatiza la necesidad de continuar este estudio de

bido a las múltiples e interesantes aplicaciones que tiene

la enzima cbtenida. 
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