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Resumen 

Actualmente un problema central para la Biotecnología lo constituye el 

desarrollo de procesos que hidrolicen eficientemente la gran cantidad de 

desechos agroindustriales que se producen anualmente en el mundo. A partir de 

estos desechos, constituidos por macromoléculas de difícil degradación a 

unidades químicas de fácil digestibilidad para ser empleados en procesos de 

producción de moléculas de alto valor agregado como las proteínas y en la 

producción de bioenergéticos como el bioetanol.  

En la naturaleza se presentan organismos que degradan una gran variedad de 

compuestos como la celulosa y se han adaptado a crecer en condiciones muy 

diversas. De entre estos microorganismos se pueden encontrar cepas con 

capacidad para crecer en celulosa y producir enzimas que la degraden, tal es el 

caso de Aureobasidium sp.CH-Y-TE18, es un hongo celulolítico verdadero aislado 

de suelo rico en desechos celulósicos y que tiene potencial práctico. 

El bagacillo de caña es un desecho muy abundante en México por lo que buscar 

alternativas de utilización de este material es una necesidad.  

En este trabajo se ha estudiado el crecimiento y la  producción de enzimas 

celulolíticas de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18 sobre bagacillo de caña de azúcar y la 

utilización de las enzimas producidas en la sacarificación de bagacillo de caña. 

También se analizó si esta cepa podía producir otras enzimas con potencial para la 

degradación de otros polisacáridos presentes en el bagacillo de caña y que pudieran 

favorecer una mayor conversión de polisacáridos en azucares solubles.  

En la etapa de producción se analizaron el efecto del tamaño inoculo, tipo y 

concentración de fuente de carbono y la sustitución de reactivos de grado analítico 

con reactivo de grado industrial.  Nuestros resultados muestran que Aureobasidium 

sp. CH-Y-TE18 puede crecer en celulosa microcristalina y bagacillo de caña y producir 

celulasas. Así mismo, la cepa produce xilanasas, pectinasas y beta glucosidasa.  

En la segunda etapa, se procedió a la  evaluación de la mezcla de enzimas 

producidas por  Aureobasidium sp. CH-Y-TE18 en la sacarificación del bagacillo de 

caña de azúcar. Factores estudiados fueron la concentración de enzima, 

concentración de bagacillo, efecto de la esterilización, tamaño de partícula, pH, 

temperatura y agitación. Se logró obtener una concentración de azúcares reductores 

de alrededor de 20 a 22 g/L con una conversión del 50 al 55%. 
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Abstract 

Currently, a central problem for Biotechnology is the development of processes for 

efficient hydrolysis of the large amounts of agro-industrial wastes produced annually 

worldwide. From these waste macromolecules consisting of difficult degradation 

polymeric substances, it could be obtained chemical units easily digestible for use in 

production processes of high added value molecules like proteins and the production of 

bioenergy and bioethanol. 

In nature, organisms are degrading a variety of compounds such as cellulose and have 

adapted to grow in very diverse conditions. Among these microorganisms can be found in 

strains capable to grow on cellulose and produce enzymes that degrade such polymer, as 

is the case of Aureobasidium sp.CH-Y-TE18. This is a true cellulolytic fungus isolated from 

soil rich in cellulosic wastes with an interesting practical potential. 

The sugarcane bagasse is a waste product abundant in Mexico for what alternatives to use 

of this material is a necessity.  

In this work we have studied the growth and production of cellulolytic enzymes from 

Aureobasidium sp. CH-Y-TE18 on sugar cane bagasse and the use of enzymes produced in 

the saccharification of sugarcane bagasse. We also examined whether this strain could 

produce other enzymes with potential for degradation of other polysaccharides present in 

the sugar cane bagasse and could contribute to increased conversion of polysaccharides 

into soluble sugars. 

In the production stage it was analyzed the effect of inoculum size, type and 

concentration of carbon source and the replacement of analytical grade reagents with 

industrial ones. Our results show that Aureobasidium sp. CH-Y-TE18 can grow on 

microcrystalline cellulose and sugar cane bagasse and produce cellulases. Also, the strain 

produces xylanases, pectinases, and beta-glucosidase.  

In the second step, we proceeded to the evaluation of the mixture of enzymes produced 

by Aureobasidium sp. CH-Y-TE18 in the saccharification of sugarcane bagasse. Factors 

studied were the concentration of enzyme, concentration of bagasse, the effect of 

sterilization, particle size, pH, temperature and agitation. It was possible to obtain a 

reducing sugar concentration of about 20 to 22 g/L with a conversion of 50 to 55%. 
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I-INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

La biodegradación de la celulosa por celulasas, producidas por diversos microorganismos, 

representa el mayor flujo de carbono de la naturaleza. Las celulasas pueden ser de gran 

utilidad en el diseño de procesos para el aprovechamiento de desechos agroindustriales y 

tienen gran potencial para ser usadas en la obtención de bio-combustibles para 

reemplazar los cada vez más escasos recursos fósiles.   

Algunos estudios han mostrado que el uso de bioenergía no produce tantas emisiones de 

dióxido de carbono, como el petróleo (Demain, 2005). Actualmente, cantidades enormes 

de celulosa proveniente de desechos urbanos, rurales e industriales son depositadas en el 

medio ambiente, lo cual contribuye aumentar los problemas de contaminación.  

El desarrollo de tecnologías menos costosas para la conversión de recursos forestales y 

agrícolas en azúcares fermentables sigue siendo un reto y una necesidad. 

En este contexto, es importante señalar que la cantidad de energía solar recibida en la 

superficie terrestre es de 2.5x1021, Btu/año, la cual excede por mucho el porcentaje que 

los humanos usamos, estimado alrededor de 2.0X1017 Btu/año.  

La cantidad de energía procedente del sol que es guardada como carbono, vía fotosíntesis 

es 10 veces más que la usada en todo el mundo. La celulosa es el producto primario de la 

fotosíntesis y el recurso renovable más abundante producido por la naturaleza y el 

sustrato ideal para la producción de energía alterna.  

Se estima que anualmente se producen alrededor de 100 billones de toneladas en base 

seca (Demain, 2005). 
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La biodegradación de la celulosa por celulasas, producidas por diversos microorganismos, 

representa el mayor flujo de carbono de la naturaleza. Las celulasas pueden ser de gran 

utilidad en el diseño de procesos para el aprovechamiento de desechos agroindustriales y 

tienen gran potencial para ser usadas en la obtención de bio-combustibles para 

reemplazar los cada vez más escasos recursos fósiles.   

Algunos estudios han mostrado que el uso de bioenergía no produce tantas emisiones de 

dióxido de carbono, como el petróleo (Demain, 2005). Actualmente, cantidades enormes 

de celulosa proveniente de desechos urbanos, rurales e industriales son depositadas en el 

medio ambiente, lo cual contribuye aumentar los problemas de contaminación.  

El desarrollo de tecnologías menos costosas para la conversión de recursos forestales y 

agrícolas en azucares fermentables sigue siendo un reto y una necesidad. 

La búsqueda de enzimas, microorganismos y procesos de degradación de celulosa y en 

general polisacáridos de la pared celular de las plantas sigue siendo una necesidad 

vigente.  

En los últimos años la investigación en estos aspectos se ha intensificado, como resultado 

de la necesidad cada vez más urgente no solo de contar con combustibles alternativos, 

sino también para el reciclaje de materia orgánica en decaimiento ya sea producto de la 

actividad humana o bien por procesos biológicos naturales,  así como para el 

aprovechamiento desechos celulósicos. 
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Fig. 1 Representación esquemática de la estructura y constituyentes de la pared celular de plantas 

Tomado de Carpita y col, 1993 

I.1.-Estructura de la pared celular de plantas 

La pared celular de las plantas está constituida por polisacáridos que tienen múltiples 

interacciones de diversa naturaleza (Fig. 1). De acuerdo con Carpita y Mc Can (Carpita y 

Mc Can, 2000), se distinguen dos tipos de pared primaria en plantas superiores.  
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El tipo I que es característico de monocotiledóneas y dicotiledóneas, y el Tipo II  que se 

puede encontrar solo en pastos (poales) y plantas relacionadas. La pared celular de Tipo I 

es una red de microfibrillas de celulosa (nanofibrillas) entrecruzadas con xiloglucanos 

(XGs). Los xiloglucanos son polisacáridos formados por unidades de β-(1→4) O-

glucosídicos, que están regularmente ramificadas en O6 con unidades de α-D-xilosil en el 

extremo terminal. 

El tipo II de pared celular está compuesta por microfibrillas de celulosa, pero en lugar de 

xiloglucano (XG), el principal polímero que interactúa con las microfibrillas es 

glucoarabinoxilano (GAXs). El glucoarabinoxilano (GAXs), es un polisacárido linear formado 

por unidades de xilosil unidas entre sí por enlaces β-(1→4) , ramificado frecuentemente 

en  posición O2 con unidades de arabinosil y con menos frecuencia con unidades de ácido 

glucurónico.  

De la misma forma que la pared primaria,  la pared secundaria está compuesta 

principalmente de celulosa y lignina, pero otros polisacáridos, como xilanos y 

glucomananos (hemicelulosas) se depositan a lo largo de  la celulosa (Fincher and Stone, 

1983).   

Aún cuando cotiledones y células del endospermo del desarrollo de semillas, no tienen 

una verdadera pared secundaria, las células acumulan espesas masas de polisacáridos 

entre el espacio periplásmico interior de la pared primaria. Dependiendo de la especie, 

diferentes polímeros no celulósicos están presentes, tales como, xiloglucanos, 

galactomananos, arabinogalactanos y (1→3), (1→4) β-D-glucanos (Meier and Reid, 1982).  
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Parte de estos materiales son hidrolizados durante la germinación de la semilla, a través 

de diferentes rutas metabólicas proporcionando azucares solubles para el desarrollo de la 

semilla. 

La lignificación también ocurre durante la formación de la pared secundaria. La lignina es 

un polímero complejo, formado por alcoholes fenil propanóicos (cumaril, coniferil y 

sinápico) y sus correspondientes ácidos, conectados por numerosos tipos de enlaces, éster 

o éter e interacciones covalentes, están frecuentemente implicados entre los 

polisacáridos, proteínas y lignina. 

 Debido a que tales enlaces covalentes son difíciles de probar químicamente, el 

conocimiento de sus interacciones por lo tanto es limitado. 

Otros polisacáridos como arabinanos, galactanos y arabinogalactanos en varias 

configuraciones y tamaños se pueden encontrar unidos a residuos de ramnosa.  

La interacción de la pectina en la pared celular se puede presentar en diferentes formas, 

una puede ser, la hélice de ácido poligalacturónico (PGA), pueden  adherirse con iones 

calcio y conformar grandes zonas de entrecruzamiento, traduciéndose en la formación de 

geles.  

El tamaño de la zona de entrecruzamiento y su frecuencia esta en relación con la cantidad 

de substituciones con ramnosa-acido galacturónico (RGs) en el polímero, este fenómeno 

constituye un fino control en la porosidad, cambios en la estructura, modulación a pH y 

balance iónico en la pared celular.  
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La pectina puede jugar diversos papeles en la estructura de la pared, uno muy importante 

sería, el ser la molécula de reconocimiento para desarrollar la respuesta apropiada para 

organismos simbióticos, patógenos y herbívoros. (Carpita y col, 1993) 

La estructura de la pared celular es más compleja de lo que parece, no solo funciona en la 

planta como un exoesqueleto y define la figura celular tanto al interior como al exterior de 

la misma, sino que desempeña un papel crucial en la interacción con microorganismos 

patógenos y barrera física contra daños ambientales. También es parte importante en la 

vida de los humanos, provee de dietas con mayor cantidad de fibra y proporcionan la 

materia prima para la fabricación de textiles, maderas, producción de papel y potenciales 

biocombustibles. Esquema de celulosa en la pared celular 

En suma la pared celular consiste de varios polisacáridos (celulosa, hemicelulosa y pectina) 

los cuales junto con lignina forman un complejo estructural rígido. Estas moléculas 

presentan interacciones a través de la formación de puentes de hidrógeno y enlaces 

covalentes entre diferentes moléculas de hemicelulosa o hemicelulosa – lignina, celulosa – 

lignina y pectina – hemicelulosa, etc. (Fig. 1).  

La celulosa es el más abundante polisacárido en la naturaleza y el principal constituyente 

de la pared celular, se trata de un polímero lineal de residuos de glucosa (alrededor de 

8,000 a 12,000 unidades), unidos por enlaces β-1→4. Se presenta como estructuras 

ordenadas (fibras), cuya principal función es asegurar la rigidez de la pared celular de las 

plantas (Fig.2) 
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Fig. 2 Esquema de celulosa en la pared celular 
Tomado de de Vries, 1999, 2001 

I.2.Desechos celulósicos.- 

El contenido de celulosa en los vegetales es muy alto, así como los desechos celulósicos 

muy abundantes, que pueden ser utilizados con fines industriales y de remediación. 

Algunos ejemplos se muestran en la figura 3. 
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DESECHOS 
CELULÓSICOS 

CELULOSA LIGNINA HEMICELULOSA REFERENCIA 

Residuos agroindustriales 

Paja de Cebada 
Paja de Avena 
Paja de Arroz 
Paja de trigo 
Paja de Sorgo 
Cáscara de algodón 
Bagacillo de Caña  
Azúcar 
Bagazo entero 
Fibra de bagazo 
Bagazo pulpa 

44 
41 
33 
39 
31 
59 
40 
46 
56.6 
55.4 

7 
11 
7 
10 
11 
13 
13 
20 
19.15 
22.30 

27 
16 
26 
36 
30 
15 
29 
33 
26.11 
29.30 

Marsden, 1986 
Ibid, Donefere y col, 
1969 
Marsden, 1986,  
Virkola, 1975   
Marsden, 1986  
Virkola, 1975                                   
Marsden y Gray, 1986  
Jackson 1977 
Osman, 1975 
Srinivasan  y Han , 1969, 
Dale, 1987 

Frutos y vegetales 

Manzana 
Plátano 
Limón 
Naranja 
Piña 
Fresas 
Papa 
Zanahoria 
Coliflor 
Col 
Tomate 
Guisante 

2.9 
1.3 
-- 
-- 
- 
3.6 
1.2 
12.9 
13.4 
8.9 
9.1 
14 

Trazas 
0.93 
35 
14 
7.64 
8.4 
Trazas 
Trazas 
Trazas 
4.3 
5.3 
2 

5.8 
3.83 
-- 
--- 
- 
10 
9.2 
19 
13 
26 
11 
36 

 

Southgate, 1976 

Semillas 

Cebada 
Maiz 
Trigo 
Avena 
Sorgo 
Cacahuate 

5.3 
2.4 
2.1 
11.9 
2.7 
2.8 

--- 
--- 
--- 
--- 
--- 
--- 

--- 
--- 
--- 
--- 
2.5 
2.5 

 

Zaboshky, 1981 

 

Fig. 3 Tabla 1 Contenido de celulosa y composición g/100g de peso seco 
Tomado de Das H. y S.K.Singh. 2004. “Useful Byproducts from Cellulosic Wastes of Agriculture and 
Food Industry-A C”.  Marsden y Gray, 1986, Dale y Osman, 1975. Compilado E. Ochoa en este 
trabajo. 



21 
 

I.3.- Producción de bagazo de caña de azúcar en México.  

En México se produce la caña de azúcar (Saccharum officinarum, L), en las 5 variedades 

más conocidas  en ingenios azucareros, localizados en  15 estados de la República 

mexicana, ocupa el 6° lugar en producción mundial de caña de azúcar y el 7° en su 

consumo  (Figura 4). 

El bagazo de caña de azúcar (BC), se produce abundantemente como desecho 

agroindustrial,  producto de los ingenios azucareros. Es una biomasa heterogénea 

lignocelulósica, constituida de celulosa, hemicelulosa (incluidos arabanos, galactanos y 

xilanos), lignina y otros componentes como proteína, pectina, azúcares solubles, vitaminas 

y minerales. En la figura 3, tabla 1 se muestra un análisis comparativo de diversos recursos 

celulósicos incluido el bagazo de caña. 

En las zonas rurales es utilizado como combustible, en hornos especiales muy 

contaminantes y también como forraje mezclado con melaza para el ganado. Algunos 

otros usos son diversos como la obtención de α-celulosa, plásticos y como acondicionador 

de suelos. 

Para su degradación  el tamaño de partícula es importante, por lo que se le ha estudiado 

en sus tres formas: bagazo entero, partículas de 1 a 2 cm, como fibra de 0.9 a 0.4 cm y 

como médula o pulpa de menor tamaño. (Osman, 1975). 

Se utiliza como fuente de carbono, sin embargo  en la mayoría de los casos, es necesario 

los pretratamientos, para facilitar la reacción química  para que la celulosa sea convertida 

a proteína unicelular. Sin embargo, se aumenta  el costo y el tiempo de operación 

(Morales, 1985).  
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En la industria se le utiliza para la elaboración de papel, en pasta, corrugado, tabla 

prensada y aislante, en todos estos se utiliza solo la fibra. También, en la obtención de 

furfural por procedimiento ácido, es un producto de pentosanos que forman la celulosa.  

Como otros residuos agroindustriales, el bagazo de caña de azúcar (BC). (Saccharum 

officinarum, L),  es de gran interés biotecnológico, ya que presenta las siguientes ventajas: 

disponibilidad, biodegradabilidad, hasta ahora uso poco eficiente, no toxicidad y alto 

contenido de celulosa aprovechable, por todo esto, se puede utilizar en la producción de 

celulasas, pectinasas, xilanasas, β-glucosidasas, Carboxi Metil Celulasas entre otras y en su 

sacarificación con el filtrado de enzimas obtenidas a partir del mismo bagacillo. 

 
PRODUCCION  TONELADAS   POR  Año 
 

 Bagazo     %           2008/9            2007/ 8            2006/07              2005/06              2004/2005 

 En CAÑA                 29.580              29.089             28.788                  2 9.061                 28.90  

Humedad                 51.056              51.055             5 1.080                 51. 041                 50.87  

Sacarosa                     2.434                2.410                 2.371                   2.39                      2.43  

Empacado Ton.         60419           78748               118097                235425                325344                                          

                                                     CAÑA MOLIDA  BRUTA en  Toneladas 

                                42516838      48305474         49025604           4 7290412          50892642 

Fibra en caña %     13.447          13.259               13.120                  13.258                    13.212  

PRODUCCION DE AZUCAR  EN TONELADAS 

Refinada                 1,670,555        1,702,110      1,844,860             1 ,830,906            1,957,952  

Estándar                 3,252,119        3,806,103      3,467,45                3 ,432,726        3,837,612  

Mascabado         39,821             12,474             1,762                     18,456                                875         

 TOTAL               4,962,495      5,520,687      5314,081             5 ,282,088                    5,796,439  

 

Fig. 4 Tabla 2 Producción de bagazo en México 
 Tomado del informe del Sindicato de cañeros, Unión Nacional de Cañeros, A.C.- CNPR. Estadísticas 
de la Agroindustria de la caña de Azúcar 2000-2009. ww.caneros.org.mx/principal.html 
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I.4.-Degradación de celulosa por celulasas.  

La conversión eficiente de la lignocelulosa recalcitrante en azucares requiere cuando 

menos de tres pasos secuenciales:  

1) reducción de tamaño,   

2) pre-tratamiento  e 

 3) hidrólisis enzimática. 

 

I.4.a.-Degradación de celulosa.- Pretratamientos físicos, químico, biológico y mixto.  

 Los pretratamientos se utilizan previamente para facilitar el ataque enzimático en el 

sustrato celulósico. Existen muchos tipos de tratamiento, como nos muestra la figura 4 en 

la tabla 3, que se pueden clasificar en cuatro tipos: biológicos, físicos, químicos y mixtos.  

 

Estos pretratamientos suaves o drásticos, permiten la mejor utilización de los residuos 

agroindustriales, desechos celulósicos, maderables y papel, entre otros. 

Los pretratamientos  han sido estudiados ampliamente por diferentes autores y se han 

analizado sus ventajas y desventajas.  

 

En general,  se aumenta el costo y en casos extremos con el uso de ácidos o bases, se 

puede dar como residuos la producción de compuestos tóxicos como el furfural, en cuyo 

caso el producto celulósico, no pueden ser utilizados para la alimentación.
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-  Tabla 3.-Tipos de pretratamientos de la lignocelulosa.-    

TIPO de Pretratamientos Desecho Celulósico Efecto Ventajas/desventajas Referencias 

BIOLOGICOS 

 

Enzimas   Microbianas     

 

 

Lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa 

 

Hemicelulasas : xilanasas, glucomanasas y 

otras 

Hemicelulasas 

Cultivos Celulares 

Completos o 

Combinación de ambas 

Ligninasas + H2 O2 

Celulasas, hemicelulasas y estereasas. 

Sustratos 

  

  

Agroindustriales    

Pulpa     

 

Fibras reciclada 

Secundarias,                        

Postconsumibles   

Maderas 

                      
Tropicales duras 

 

 

 

 

 

 

 

Menor daño ecológico 

 

Celulosa 

microcristalina libre 

 

 

 

Remoción de lignina          

 

Rompimiento  fibras 

lignocelulósicos. 

microfibrillas    

Flexibilidad de las 

fibras 

Restauración enlaces 

 Hidratación                                                     

Solubilizar 

La enzima se forma in situ 

con el crecimiento celular, 

pudiendo alterar las 

condiciones de cultivo para 

favorecer la actividad 

enzimática sobre el 

crecimiento celular, 

produciendo así proteasas, 

xilanasas, pectinasas o 

celulasas entre otras 

enzimas.  

Producción de alimentos a 
gran escala. 

Sin producción de tóxicos 
ni contaminantes 
químicos. 

 Reduce viscosidad 

Destruye la celulosa 

Reduce la viscosidad de la 
pulpa. 

 

La actividad enzimática 

puede ser interferida por 

 

JeffriesT.W,1992 

 

 

 

Ghose, 1982 

 

 

 

Fan y col, 1982 
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Xilanasas     

Mezcla de Hemicelulasas: xilanasas, 

acetilmetilglucuranosidasas, 

arabinofuranosidasas y glucomanasas. 

Peroxidasa, catalasa, lacasa, oxigeno, radical 

superóxido y radical hidroxilo 

Blanqueado de la pulpa usando tres enzimas: 

Agentes biomiméticos,  enzimas oxidativas 

extracelulares y hemicelulasas. 

   

XILANASAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

rábano    

 

 

 

 

 

 

Pulpa 

Agroindustriales 

Industria del papel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

lignocelulosa 

 

 

Reducción vesículas 

                                                  

Mas pulpa, biopulpa, 

bioblanqueado y 

bioxidación 

                                                    

Remoción selectiva de 

xilanos                                                 

xilanos de la pulpa 

soluble  

Mayor calidad y 

blanqueado                                                              

Menos vesículas 

 Agentes oxidativos 
Biomiméticos                     

Cataliza el blanqueado 
oxidativos. La glucosa 
oxidasa en presencia 
de glucosa aumenta la 
brillantez en dos 
puntos, 

muchas substancias como     

contaminantes, metales 

pesados, la adsorción no 

específica o inactivación de 

xilanasas por celulosa 

puede reducir el efecto de 

la enzima en xilanos. 

Si se prolonga la reacción 

se puede perder lignina y 

celulosa. 

Algunas xilanasas tienen 

actividad contra la CMC,  

Reduciendo la viscosidad 

de la celulosa porque 

atacan las zonas amorfas. 

Maderas duras usadas en 
la industria papelera, las 
Celulasas reducen  los 
orificios de los vasos 85%, 
de 160/cm a 21/cm. Al 
mismo tiempo aumenta la 
uniformidad o blandura 
del 50 a 129s fuerza de 
tensión aumenta 4.45 y la 
flexibilidad. También 
rompen la estructura 
cristalina de la celulosa, 

 

 

 

JeffriesT.W,1992 

 

 

 

Ghose, 1982 

 

 

 

Fan y col, 1982 
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CELULASAS 

 

 

 

XILANASAS ESPECÍFICAS 

 

 

 

 

 

 

 

El ataque a maderas 
duras se atribuye a  
enlaces álcali lábiles 
como acetil esteres 

Remoción selectiva 
de xilanos, se 
requiere celulosa 
pura con alto grado 
de polimerización. 

probablemente por 
generación in situ de 
peróxido de hidrógeno. 

Blanqueado 

Remueve hemicelulosa 
y lignina, rompe 
enlaces entre lignina y 
carbohidratos y entre 
cadenas de 
hemicelulosa. 

El tamaño del sustrato 
y la superficie tienen 
mucha  importancia 
para determinar la 
accesibilidad de la 
enzima, así como la 
reactividad es crítica. 

Los grupos acetilados y 
otros enlaces éster son 
rotos por álcali diluido, 
facilitando el ataque 
enzimático. 

dañan. 

Atacan la fibra dañando las 

propiedades de la pulpa – 

el grado de polimerización 

(DP) de la celulosa y 

reduce su viscosidad. 

Rayón es celulosa, pulpa  

De celulosa, si hay xilanos 
disminuye su fibra. 

 

 

 

 

Xilanos acetilados son 
resistentes al ataque de la 
mayoría de las xilanasas. 

Hidróxido de sodio del 4% 
al 8%, las xilanasas pueden 
remover el 40% de xilanos. 

 

 

 

 

 

JeffriesT.W,1992 

 

 

 

Ghose, 1982 

 

 

 

Fan y col, 1982 

 
FISICOS 

 

 

Desechos urbanos y 
agroindustriales 
periódico, aserrín, 
residuos  madera,                      
pajas, rastrojos,   
excrementos.  

 

Fracción celulósica. 

 Al fragmentar a menor  
tamaño aumenta la 
superficie, restaura la 
cristalinidad, separa 
lignina, microfibrillas 

Muy utilizado. 

No contaminan 

No  tóxicos 

 

 
 
 

Mandels y col, 1974 
Pandey y col, 2000 
Gutiérrez-Correa, 
2003 
 Andren y col, 1976    
Marsden y col, 1986 
Andrea y col, 1976 
Dale, 1987 
Fan y col, 1982 
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LAVADOS SUCESIVOS  Extrae  solubles Implica gasto de agua. 
Se recobra el 90% como 
azúcares monoméricos 

Moisier y col, 2005 

SECADO:  al sol, en estufa, horno, molienda celulósicos Tiempos largos No contaminan No  tóxicos  Ídem 

PULVERIZACIÓN:                                                            

Molino de bolas  

Molino de martillo 

Molino coloidal 

Molino vibro energía 

Molino Wiley 

Molino pot 

Molino roll 

 

 

Celulósicos 

papel 

 

Fragmentación.  

Partículas más 
pequeñas 

 

A gran escala 

Fuerte inversión inicial,  

Equipo costoso 

Azcs red. De 14.9 hasta 
26.3 g/l      

Cen y col, 1999; 

Pandey y col, 2000; 

Andren y col, 1976;                                                                                             

Nyri,1978; 

Blanco,1982; Gupa, 

1973; Dwivedi y col, 

1979; Mishra y col, 

1984; Mandels y col, 

1974; Fan y col, 1982 

DISCOS 

 

Celulósicos 

papel 

Fragmentación.  

 Partículas más 
pequeñas                            

A gran escala. Fuerte 
inversión inicial, Equipo muy 
costoso. Se obtienen Az. red. 
De 14.9 hasta 26.3 g/l      

Ídem 

Presión 

EXPLOSION DE VAPOR 

 

Irradiaciones de alta energía 

 

Maderas baratas 
Celulósicos 
recalcitrantes 

Remueve hemicelulosa 
Reduce el tamaño de 
partículas y aumenta el 
volumen del poro. 
200–240°C, 30 s, 20 
min. Bajar 
rapidamente   

Facilita la acción enzimática 
sobre las fibras celulósicas.  
Tóxico, producción Furfural 
Menos  sustancias solubles y 

lignina. 

Fuerte inversión, alta 
tecnología. 

 

Cen & Xia, 1999;  

Moisier, y col, 
2005 

HIDROTERMOLISIS 

Cambios de Temperatura drástica  

Mayor  a menor  o menor a mayor 

 

SOLVÓLISIS 

 

Maderas duras 

 

 

200-230°C por 15 min.  

Disuelve del 40- 60% 
Biomasa total: 4- 22% 
de celulosa, 35- 60% de 
lignina y el 100% de 
hemicelulosa. 

Azcs reductores liberados 

 

Se usan ácidos para 
hidrolizar los líquidos 

 
Fan y col, 1982 
 

Moisier, y col, 
2005 
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CERNIDO EN CRIBA: 

Medidas más utilizadas de 20 a 60 mesh  

Hojarasca 

Desechos 

agroindustriales 

Fragmentación 
Partículas grandes a  
pequeñas, aumentan la 
superficie de contacto 

Altamente utilizado. 

 

Gupa, 1973; Mandels 74; 
Blanco 1982; Andrea, 76; 
Dwivedi79; Choudhury  
1980, Blanco, 82; Ghosh 
82; Mishra, 84;Toit, 84; 
Tewari,88; Miyakawa,86; 
Pandey, 2000 

QUIMICOS 

 

                             

ACIDOS                                             

                                                        

 

  

HCL                                               

 

HCl + Cl Zn         Mannonmani &         Skrekantiah,1987 

  

HCl   

   

Cloro y Dióxido de cloro +  

 

 

Hidrólisis        
celulosa 

 

                   
Hemicelulosa     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pulpa 

 

 

 
Condiciones drásticas 

 

 

Pentosas a etanol, 

Azucares solubles 

Remover la lignina   

Romper su estructura 

Cristalina, fragmentar 

microfibrillas,  

Aumentan la superficie 

 

Rompe xilosa 

 

 

 

 

Blanqueado 

Tóxicos 

Contaminan 

Hexosas furfural 

Hidroximetil furfural y sus 
precursores                                                       
la mayoría tóxicos;   

 

 

 

Costosos 

 

 

 

 

Incineración de papel se 
liberan compuestos 
clorinados altamente 
tóxicos. 

Tóxicos dioxinas y otros  

Se modifica la celulosa 
microcristalina 

Tewari y col, 1988 

Fan y col, 1982 

 

Pandey y col,2000 

 

 

Toit y col, 1984 

 

 

Tewari, 1988 

 

Yeoh y col, 1985 

 

 

 

Mishra y col, 1984 

Toit y col, 1984 

Tewari,1988 
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extracción alcalina                                                                

 

H2SO4                                                                  

Hidrólisis ácida 110-120°C y 0.3-1.1% conc. 

ácido. 

Ac. Nítrico 

 

 

Celulosa sin lavar, pH 
6.5    

Remueve compuestos  

Aromáticos clorinados 
de la lignina 

 

Remoción de 
hemicelulosa 

Mayor área de 
superficie  y de 
volumen de los poros 

        

 

Mayor temperatura los 
pentosanos se convierten 
en furfural que inhiben el 
crecimiento de 
microorganismos. 

 

 

Menos costoso 

 

Cen & Xia, 1999 

Pandey y col,2000 

Oliveira y col, 
2006 

Jeffries, T.W, 1992 

Moisier, N y col, 
2005 

 

ALCALINOS:   

Son los más usados                                                                                    

NaOH, NAOH 0.5 , 2.5%,1M, 80 a 100 C, 1 a 24 

horas  

O CaO  

Acuoso o gaseoso NH3.  

Ca(OH)2 

Oxido de Calcio, sodio, potasio, calcio e 
hidróxido de amonio. 

Ozono, H2 O2 

 

Más usados 

 

Agroindustriales 

Cosecha 

Papel pulpa 

 

Maderas duras 

 

Azucares Reductores 
53 g/l. 

 

Remover lignina de la 
biomasa. 

Reactivan 
polisacáridos. 

 

Bagazo de caña, bajo 
condiciones ambiente 
facilita la acción 
enzimática de la 
Celulosa del 20% al 
72%, después, por  192 
horas. 120°C,1h 

Productos tóxicos 

 

Altamente eficiente 

Condiciones ambientales 

A largo tiempo horas o 
días 

Se producen sales 
irrecuperables o incluidas 
en la biomasa. 

Bajo costo y seguro 

Agregando aire/oxígeno se 
acelera la delignificación. 

U liza mucho agua para 
lavados sucesivos 

Blanco,1982; 

Pandey y col, 2000; 

Dunlap & Calligan, 

1969; Mandels y 

col, 1974; Nyri, 

1978; Dwivedi & 

Ghose, 1979; 

Choudhury y col, 

1980; Blanco, 1980; 

Ghosh y col, 1982; 

Mishra y col, 1984; 

Toit y col, 1984; 

Mannonmani, 1987; 

Tewari y col, 1988; 

Miyakawa, 1986; 

Pandey y col, 2000, 

Cen, 1999; Moisier, 

y col, 2005; Fan y 

col, 1982 
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EXPLOSIÓN de: 
Ammonia o dióxido de carbono, igual a la 
explosión de vapor    

Herbáceos  
Agroindustriales 
Maderables 

 
Remoción de lignina 

No reacciona la Celulosa. 
Condiciones drásticas 
Presión 15 atm, 50–80°C 

Fan y col, 1982 
Cen & Xia, 1999; 
Moisier y col, 2005   

Solventes: 

Dioxano 

Cadoxen 

Glicerol, Fenol 

Etilen glicol 

Todos celulósicos Romper estructura 
cristalina, fragmentar sus 
microfibrillas, aumentar 
la superficie de contacto. 
Hidrólisis 

Tóxicos 

No para alimentos 

Ladish y col, 1978; 
Jeffries,1992; 
Moisier y col, 2005 

Óxidos: 
H2O2 -Fe2                      
Sulfato de cobre 
Cetil metil amonio 
Dióxido de Nitrógeno 
Dióxido de Azufre 

Agroindustriales Lavados sucesivos a 

neutralidad con agua, 

hidróxido de amonio,                                              

Buffer de citratos, pH 

4.8  

 Mannonmani, 

1987;Mishral, 

1984;Tewari, 988 

Dwivedi,1979 
Pandey,, 2000 
Fan, 1982 

MIXTO 

Alcalino y Fermentación   

pH 6.5 con H 2SO 4 Alcalino y ácido 

Papel 
agroindustriales 
estado sólido       

 
Sin lavar celulosa 

Estado sólido Cen & Xia, 1999 

Toit y col,1984 
Mishra, 1984 

FERMENTACION 
Sacarificación 
ESTADO SÓLIDO 
SUMERGIDA 
HIDROLISIS ENZIMATICA 
FERMENTACION Y SACARIFICACION 
SIMULTÁNEA SSF 

Agroindustriales 

Pulpa y otros 
lignocelulósicos 

Conversión de residuos 
celulósicos en azúcares 
fermentables 
Bagazo de caña con 
T.viridae y 
Saccharomyces cerevisiae 

Estructura cristalina y 
lignina. 

Proceso enzimático en 
donde la porción de 
hemicelulosa y celulosa de 
los residuos son 
convertidos a pentosas y 
hexosas monoméricas, y 
ácidos de azucares.  

Ladisch, 1979;  

Pandey y col, 2000 

Jeffries, 1992 

Gosh y col, 1982 

Blanco y col, 1982 

 

ENZIMAS MICROBIANAS  

CON EXTRACCION  

Pulpa y otros 
lignocelulósicos 
Periódico 
Agroindustriales 

Celulosa, hemicelulosa 

y lignina 

 Jeffries, 1992 

Fig. 5 Tabla 3 Tipos de pretratamientos de la lignocelulosa 

(Compilado por E. Ochoa, 2009, en este trabajo) 
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I.5.-Hidrólisis enzimática. 

 

En la biodegradación de celulosa son cuatro clases de enzimas  involucradas: 

Endoglucanasa (E.C. 3.2.1.4) hidroliza la celulosa en gluco-oligosacáridos, corta la cadena 

interna de celulosa principalmente de la región amorfa proporcionando a la 

celobiohidrolasa  más cadenas sobre las cuales actuar; Celobiohidrolasa (E.C.3.2.1.91) 

libera celobiosa de la celulosa cristalina; β-Glucosidasa (E.C. 3.2.1.21) degrada los 

oligosacáridos a glucosa y exoglucanasa que genera glucosa a partir de celulosa y gluco 

oligosacáridos (De Vries & Visser, 2001). 

La mayoría de celulasas comerciales (incluyendo β-glucosidasa) son producidas por 

especies de Trichoderma y Aspergillus. (Cherry & Fidansef, 2003).  Las celulasas se usan en 

la industria textil para el suavizado de las fibras de algodón en la industria de detergentes 

para limpieza y el cuidado del color; en alimentos para la maceración de frutas y en las 

Industrias de la pulpa y el papel para el destintado y modificación de la fibra de celulosa.  

Por un lado, los desechos agroindustriales cada año aumentan y su costo es relativamente 

barato, como lo muestra la figura 6. 

Las celulasas son enzimas relativamente caras de modo que una reducción considerable 

en su costo es necesaria para hacer exitosa su aplicación comercial en bio-refinerías. Los 

factores que pueden hacer más económicos los procesos basados en el empleo de 

celulasas incluyen: aumentar la producción volumétrica de las enzimas en escala 

comercial; producir enzimas empleando sustratos más baratos; obtener celulasas con 
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mejor estabilidad para procesos específicos y celulasas con mayor actividad específica 

contra sustratos sólidos, como se muestra en el esquema 6 y 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 Biomasa potencial de residuos celulolíticos de costo menor a $50 dlls por tonelada 
seca. 
Tomado de “Improved Cellulases for Bioethanol Production”, Biotechnology Center for Fuels and 
Chemicals. National Renewable Energy Laboratory. Himmel & Sheehan, 2000.   

  
A pesar de la gran controversia que ocasiona el desarrollo de bio-combustibles, la 

demanda de celulasas ha crecido y se espera que aumente debido a su empleo en la 

hidrólisis y pre-tratamiento de materiales celulósicos, para la obtención de azucares que 

pueden ser fermentados y trasformados en bio-etanol.  El mercado potencial para las 

celulasas fue estimado en alrededor de 400 millones de dólares por año, sí son usadas 

para la hidrólisis de maíz en Estados Unidos. Si cada una de las cadenas de celulosa 
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pudiera degradarse individualmente en cada uno de sus enlaces, el azúcar liberado se 

utilizaría para hacer etanol y gasolina. (Figuras 6, 7, 8 y 9). 

 

 

 

 

   

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 Esquema general para convertir biomasa a etanol. 

 Tomado de Himmel & Sheehan, 2000. Mejoramiento de las Celulasas¡Error! Marcador no 

definido., para la producción de Bioetanol, Biotechnology Center for Fuels and Chemicals, 

National Renewable Energy Laboratory.  

 

CO2 

Producción de Biomasa 

 

Conversión de Biomasa a  

materia fermentable 

Recuperación  

de  

etanol y subproductos 

Intermediarios   

de la  

Biomasa Fermentada 
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El etanol puede ser purificado con la misma tecnología que se emplea para la producción 

de etanol basada en productos de maíz. Basados en el papel que puede jugar su uso 

potencial en la producción emergente de bioenergía, ha motivado el desarrollo de 

mejores preparaciones de celulasas para la hidrólisis completa de la pared celular de 

plantas (figura 8) 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Diagrama ideal para la producción de etanol y gasolinas a partir de materiales 
celulósicos. 
Tomado de Lipinsky y col, 1978 y Saha y col, 1994 
 
El mayor reto está en reducir los costos asociados a la producción, cosecha y 

transportación de los desechos celulósicos, figura 8. 

Producción de Maíz  

Cosecha y transporte 

Pre-tratamiento Materiales suaves 

Hidrolisis,  

Degradación  hasta  liberar azúcares solubles 

Fermentación  

Conversión de azúcares a etanol 
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Actualmente es necesaria la búsqueda de nuevas celulasas o la mejora de las ya 

empleadas en las nacientes biorefinerías, una alta eficiencia catalítica sobre sustratos 

celulolíticos insolubles, incremento en la estabilidad a temperatura y pH así como, mayor 

tolerancia a inhibición por producto final, son características necesarias para la conversión 

biológica eficiente de biomasa lignocelulósica en etanol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Potencial de ahorro en el costo ($/gallon EtOH). 

Tomado de Himmel & Sheehan, 2000. 
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I.6.- Hidrólisis enzimática de la celulosa 

La celulosa es un polímero lineal formado por unidades de  D-anhidroglucopiranósido 

unido por enlaces glicosídicos β-1→4,  con diferentes grados de polimerización (DP) de 

100 a 20,000 (Krassing, 1993). La celulosa está compuesta por unidades repetidas de 

anhydrocelobiosa. La forma acoplada de las cadenas y hojas de celulosa adyacente por 

enlaces de hidrógeno y fuerzas de van der Waals, da como resultado un alineamiento 

paralelo y una estructura cristalina con fuertes y muy estables supra moléculas de fibra 

con alto grado de tensión y baja accesibilidad. (Demain, 2005). La molécula de la celulosa 

es muy estable. Se ha calculado que tiene una vida media de 5-8 millones de años por 

cada enlace β-glucosídico a 25o C, (Wolfenden, 2001) por lo tanto la degradación de 

celulosa catalizada por enzimas, es un proceso vital, para el retorno del carbono de los 

sedimentos a la atmósfera. 

Los mecanismos aceptados para la hidrólisis enzimática de la celulosa involucran la acción 

sinérgica de endoglucanasa (EC 3.2.1.4), exoglucanasa o celobiohidrolasa (E.C 3.2.1.91) y 

β-glucosidasa (EC 3.2. 1.21). La endoglucanasa rompe los enlaces β-1→4 glucosídicos de la 

cadena intramolecular de celulosa haciéndola accesible, a la vez que produce nuevas 

cadenas con extremos libres; las exoglucanasas procesan estos extremos de la cadena de 

celulosa para liberar celobiosa soluble o glucosa, la β-glucosidasa hidroliza celobiosa a 

glucosa a fin de eliminar la inhibición por celobiosa (Fig. 10).   

Estos tres procesos ocurren simultáneamente como lo muestra la Figura 10, la hidrólisis 

primaria que ocurre en la superficie de sustratos sólidos liberando azucares solubles con 

cierto grado de polimerización (DP) arriba de 6 en la fase líquida, seguida de la hidrolisis 
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por endoglucanasas y exoglucanasas. La despolimerización enzimática realizada por 

endoglucanasas y exoglucanasas es el paso limitante para el proceso completo de 

hidrólisis de la celulosa. La hidrólisis secundaria que ocurre en la fase líquida involucra, en 

primer lugar la hidrólisis de celobiosa a glucosa por β-glucosidasa, además de que en 

algunos casos la β-glucosidasa también hidroliza cellodextrinas de cadena larga. (Zhang y 

col, 1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 Modelo del mecanismo de hidrólisis enzimática de celulosa para el sistema 

celulolítico de Trichoderma 

Tomado de Zhang y col, 2006 
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Durante la hidrólisis de la celulosa, cambian algunas de las características del sustrato 

sólido, estas modificaciones incluyen:  

1) cambios en el número de extremos libres de las cadenas de celulosa generados por la 

acción de endoglucanasas y su consecuente consumo por  exoglucanasas y  

2) cambios en la accesibilidad a la celulosa, resultado de la degradación y la fragmentación 

de la misma. (Walker y col, 1990). La acción combinada de endoglucanasas y 

exoglucanasas modifica las características topológicas en la superficie de la celulosa y el 

resultado de estos cambios inciden en el tiempo de hidrólisis.    

Las complicadas interacciones de la cantidad de endoglucanasas, exoglucanasas y las 

características cambiantes del sustrato durante la hidrólisis han sido simuladas en un 

nuevo modelo matemático propuesto por Zhang y Lynd, basado en el diseño de 

parámetros enzimáticos para endoglucanasas I, celobiohidrolasas I y II sobre una variedad 

muy amplia de sustratos, para el cual se consideran dos características importantes: el 

número de enlaces β-glucosídicos accesibles para las celulasas y el grado de 

polimerización (DP).  

 Con este modelo se espera obtener información más clara del proceso de hidrólisis 

enzimática de la celulosa. El modelo propone, por ejemplo, simular los rangos de la 

reacción basados en lo reportado en la literatura, incluyendo modificaciones de las 

características del sustrato, el efecto de la acción de exoglucanasa y endoglucanasa,  un  

grado conocido de sinergismo entre exo- y endo glucanasas,  eficiencia de hidrólisis; entre 

otros.  El modelo también sugiere que es casi imposible predecir la hidrólisis de mezclas 

de celulasas procedentes de sustratos sólidos, ya que existe una gran variación en la 

cantidad de celulasas.   
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I.7.-Mejoramiento de la producción de celulasas y selección: 

 

La investigación en ingeniería de celulasas para el diseño de un sistema celulolítico está 

orientada en tres direcciones,  

1. Diseño racional de cada enzima, basado en el conocimiento de su estructura y 

mecanismo catalítico (Schulein, 2000).  

2. Evolución dirigida en el que las enzimas sean seleccionadas por mutagénesis aleatoria o 

recombinación molecular hasta encontrar aquellas que presenten nuevas y mejores 

propiedades, (Arnold 1998, 2001, Demain, 2001, 2003).  

3. La reconstitución de mezclas de celulasas activas sobre sustratos insolubles que den 

lugar a mayores velocidades de hidrólisis o mayor digestibilidad de la celulosa (Baker y col, 

1995, 2000, 2005). El mayor reto para la Ingeniería de celulasas es conseguir una 

correlación entre los ensayos enzimáticos o estrategias de selección con los cambios en las 

funciones de las enzimas para la aplicación deseada. El desarrollo de ensayos útiles y 

predecibles de celulasas para la selección es particularmente difícil debido a la naturaleza 

heterogénea de los sustratos sólidos. 

1.- Diseño racional.  

 

Está basado en el uso de Ingeniería de proteínas, estrategia empleada poco tiempo 

después de ser desarrollados los métodos de DNA recombinante y mutagénesis dirigida. El 

empleo de esta estrategia requiere de un detallado conocimiento en la estructura de la 

proteína, del conocimiento de los sitios de catálisis y afinidad a sustrato, así como del 

modelado molecular, basado en la relación estructura-función, y el diseño de la relación 
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ideal. En el figura 11, se muestra el proceso que involucra el diseño racional, para lo cual 

es necesario,  tener los datos relacionados con la estructura de la enzima a modificar; la 

identificación de la región de la proteína que deberá ser modificada, requiere de un 

amplio conocimiento, no solo de la existencia de dicha función en la región, si no de la 

certeza de que al modificarla el cambio es el esperado o bien, una nueva función que será 

favorable.  La modificación de un aminoácido en la secuencia, se puede realizar por medio 

de mutagénesis dirigida; un cambio sencillo o el cambio completo del dominio y/o la 

fusión de proteínas.  

La variación en la estrategia para el diseño racional, está basada en el conocimiento que 

se tenga de la proteína, que sea suficiente para poder predecir el cambio sobre la 

estructura, y en sus mecanismos de catálisis. Sin embargo, no todas las estructuras 

terciarias y mecanismos de acción y catálisis están disponibles en  muchas  enzimas. 

El diseño racional parece ser el método más lógico para examinar los aminoácidos 

cercanos o involucrados en el sitio activo, o sitio de unión a sustrato en estructura 

tridimensional, pero algunas  propiedades enzimáticas, no pueden ser localizadas a priori 

entre un pequeño número de residuos catalíticos, existen muchos residuos distribuidos a 

lo largo de la proteína que frecuentemente le confieren propiedades importantes. Aun 

cuando gran cantidad de funciones pueden ser cambiadas con la sustitución de uno o 

algunos aminoácidos, es difícil predecir la respuesta a una mutación específica. 

Schulein, 2000; Wilson, 2004; Wither, 2001, entre otros, han publicado el uso de 

mutagénesis dirigida para mejorar las propiedades y mecanismos de acción de las 

celulasas. Sin embargo, son pocos los autores que han reportado éxito en sus 
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investigaciones, un ejemplo es lo reportado por Baker y colaboradores, un incremento en 

el 20 % en la actividad sobre celulosa microcristalina es el obtenido con una 

endoglucanasa modificada, Cel5A de Acidothermus cellulolyticus (Baker y col, 2005).  

 Estructura de la proteína                           

 Modelaje basado en la estructura    

 Mutagénesis al sitio dirigida  repetir (opcional) 

 Transformación y expresión    

 Caracterización de las mutantes   

Fig. 11 Modelo para el desarrollo del diseño racional. 
Tomado de Zhang y col, 2006 

La estructura por cristalografía de alta resolución estaba disponible y la proteína fue 

sujeta a una serie de mutaciones diseñadas para alterar la química de la salida del 

producto de la cavidad del sitio activo. Empleando información estructural y siguiendo la 

teoría de inhibición por producto final, se sustituyó un residuo no aromático en el 

aminoácido 245, para obtener una mutante (Y245G), que muestra un incremento en la Ki 

para celobiosa de 15 veces. 
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Sin embargo, estos resultados no son una regla general en el empleo de mutagénesis 

dirigida. Se continúa con el diseño en la elaboración de nuevas mutantes y su evaluación. 

2.- Evolución dirigida. 

A la fecha el conocimiento en relación a  las características de los sustratos celulósicos 

insolubles es limitado, las interacciones dinámicas entre celulasas y sustratos insolubles, 

entre el complejo sinérgico y /o su relación por la competencia al sustrato, la cantidad de 

celulasa para cada componente, limita el empleo del diseño racional para mejorar las 

propiedades de la celulasas. 

La gran ventaja de la evolución dirigida radica en que es independiente al conocimiento de 

la estructura de la enzima y a las interacciones entre enzima y sustrato. El reto de esta 

estrategia, es el desarrollo de herramientas para evaluar correctamente la eficacia de las 

mutantes  generadas por técnicas de DNA recombinante.  

El éxito de la evolución dirigida depende directamente del método que se seleccione para 

encontrar la mejor enzima mutante; en los laboratorios de investigación es cada vez más 

común la frase  “encontrarás lo que estas buscando”. En la figura 12, tabla 4 se muestra la 

estrategia empleada para la obtención de proteínas de evolución dirigida.       

I.8.- Hemicelulosa y xilanasas 

Interaccionando con la celulosa y sus nanofibrillas se encuentra la hemicelulosa, el 

polisacárido más heterogéneo encontrado en la pared celular de plantas.  

El principal tipo de hemicelulosa en cereales y maderas duras es el xilano, (de Vries, 1999). 

La estructura del xilano puede diferir dependiendo de la planta, pero siempre tendrá una 

cadena principal de residuos de D-xilosil unidos por enlaces β -1,4 (85-93% de la 

molécula), altamente ramificada, (Ebringerova, 2000). 
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Enzimas relevantes cuyas propiedades se han modificado empleando  técnicas de evolución 

dirigida. 

Enzima Alteración Técnica de DNA Método de 

Selección 

Referencia 

Endoglucanasa 

 

 Estabilidad 

Térmica 

Shuffling family Selección en placas 

de CMC agar con 

rojo congo 

Murashima y 

col, 2002b 

 

Endoglucanasa Actividad DNA shuffling Selección en placas 

de CMC agar con 

rojo congo 

Kim y col, 2000 

Endoglucanasa pH alcalino epPCR Selección en placas 

de CMC agar con 

rojo congo 

Wang y col, 

2005 

Endoglucanasa ------ Shuffling family Selección en placas 

de CMC agar con 

rojo congo 

Catcheside y 

col,2003 

β-D-glucosidasa Adaptación a frio DNA shuffling Selección usando 

sustrato cromogénio  

Lebbink y col, 

2000 

β-D-glucosidasa Estabilidad 

térmica 

epPCR Selección usando 

sustrato cromogénio 

Gonzalez-Blasco 

y col, 2000 

β-D-glucosidasa Estabilidad 

térmica 

epPCR 

+Shuffling 

family 

Selección usando 

sustrato cromogénio 

Arrizubieta & 

Polaina, 2000 

β-D-glucosidasa  Actividad epPCR Selección usando 

sustrato cromogénico 

acoplado 

McCarthy y col, 

2004 

β-glicosidasa Actividad Shuffling family  Selección usando 

sustrato cromogénio  

Kaper y col, 

2004 

Mutante de β-

glicosidasa 

(glycosilsintetas

a) 

Actividad epPCR Selección usando 

sustratos 

fluorogénico  

Kim y col, 2004 

Mutante de 

endoglucanasa 

(glicosilsintetas

a) 

actividad Mutagénesis en 

casett 

Complementación 

química 

Lin y col, 2004 

Fig.12 Tabla 4 Enzimas modificadas empleando técnicas de evolución dirigida. 

Tomado de Zhang y col, 2006. 
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La arabinosa se encuentra unida por enlaces α-(1,2) y α-(1,3) como residuo sencillo o 

como una pequeña cadena. Esta cadena lateralmente, a la que se encuentra una xilosa 

con un enlace β -(1,2) o una galactosa en posición β -(1,5) arabinosa; la arabinosa también 

puede estar unida a la xilosa mediante un enlace β -(1,4). Los grupos acetilos se 

encuentran unidos a la cadena de xilosa en el carbono 2 o 3 por uniones α.  

El ácido glucurónico y su éster, el 4-O-metilo están unidos mediante un enlace α-(1,2), 

mientras que los residuos de los ácidos ferúlico y p-cumárico se encuentran unidos a la 

arabinosa en el carbono 5 mediante un enlace éster (de Vries& Visser, 2001). 

 La frecuencia y composición de las ramificaciones en el xilano dependen de su origen y de 

su localización citológica.   

Los xilanos procedentes de cereales presentan unidades de L-arabinosa, denominados 

arabinoxilanos, están unidos a la xilosa por medio de enlaces α-(1→2) o α- (1→3) 

formando cadenas cortas a las que consecuentemente se pueden unir otros residuos 

como L- arabinosa, D-galactosa acetil, feruloil p-coumaroil y residuos de acido glucurónico.   

El segundo componente de las hemicelulosas presente en maderas duras y suaves, son el 

galacto glucomanano (de Vries and Visser, 2001) y  los glucomananos, compuesto por una 

cadena principal de unidades de D-manosa y D-glucosa con enlaces β-(1→4).  En 

monocotiledóneas y  algunas dicotiledóneas como la cebolla, la estructura más 

comúnmente encontrada son los xiloglucanos éstos están compuestos por unidades de D-

glucosa unidas entre sí por medio de enlaces β-(1→4) con sustituciones de D-xilosa, L- 

arabinosa y D-galactosa, figura 13.  
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Los xiloglucanos interactúan con las microfibrillas de celulosa formando puentes de 

hidrogeno contribuyendo a la formación final de la estructura final de la celulosa. (fig. 2 y 

7)(Carpita, 1993) 

 

Fig. 13  Representación esquemática de los xilanos. 
Tomado de Carpita, 1993 

 

El xilano aparece como el mayor constituyente de la interfase entre la lignina y otros 

carbohidratos en la pared celular secundaria en las plantas, en particular con las 

microfibrillas de celulosa y pectina vía interacción covalente y/o puentes de hidrógeno, lo 

cual, hace que los tejidos presenten una gran resistencia mecánica y biológica. 

Debido a que la estructura de los xilanos es variada y compleja, además por su interacción 

con otros polímeros se hace aún más complicada, para lograr una hidrólisis más completa 

eficiente, es necesaria una diversidad de enzimas que actúen sobre ellos. Algunos 

mecanismos de acción enzimática no están aún totalmente entendidos. 

La biodegradación de este polisacárido se realiza principalmente por medio de dos 

enzimas: Endoxilanasas, (E.C.3.2.1.8) las cuales hidrolizan los enlaces β-(1→4), al interior 
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de la cadena de xilano, liberando los residuos de xilosa en pequeños oligosacáridos que 

pueden ser degradados por β-Xilosidasas (E.C. 3.2.1.37), β-endomananasas (EC 32178), β-

manosidasas (EC 32125)  (Civas, y col, 1984). Los mejores productores de estas enzimas 

son hongos de los géneros Aspergillus y Trichoderma.  

I.9.-Pectina y pectinasas 

El tercer componente encontrado en la pared celular de plantas es la pectina, durante 

muchos años fue considerada el polímero más sencillo de los componentes de la pared, 

figura 14. Sin embargo, ha demostrado ser uno de los más complejos.   

Este heteropolisacárido está constituido por tres dominios estructurales distribuidos en 

dos regiones (de Vries., y col. 1982 y Pérez., y col. 2000). La región lisa consiste en una 

cadena de compuesta por dos regiones principales denominadas homogalacturonano, en 

donde la cadena principal está formada por residuos de acido α-D-galacturónico unidos 

entre sí por enlaces α-(1→4), puede estar metilada en O6 y/o acetilada en posición O2 ó 

en O3, respectivamente.  

La segunda región ramificada también llamada “región peluda”, es un heteropolímero en 

donde son identificadas dos regiones unidas por enlaces α-1,4 denominado 

homogalacturonano HG) y residuos de ramnosa unidos por enlaces α-1,2 

(ramnogalacturonano RGI y RGII) estos tres dominios se encuentran covalentemente 

unidos formando una especie de red. 

La segunda región es un heteropolímero denominado Ramnogalacturonano I y II. El 

Ramnogalacturonano I (RGI) está formado por una cadena principal de unidades repetidas 

de acido galacturónico y ramnosa unidos entre sí por enlaces α-(1→2) y α-(1→4), unidos a 

la ramnosa a por medio de enlaces α-(1→5) se encuentran residuos de arabinanos y  
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unidades de galactosa unidas a la ramnosa por enlaces β-(1→4) en los denominados 

arabinogalactanos.  

                    A) Homogalacturonano                                                B) Ramnogalacturonano I y II 

 

Fig. 14 Estructura de los componentes de la pectina. 

Tomado de  Carpita y col, 1996 y de Parenicova, 2000. 

Arabinanos 

Arabinogalactanos 
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En el ramnogalacturonano II (RGII se encuentran azucares poco comunes como D-

xilopiranosido, D-glucopiranosido y L-fucopiranosido en el ramnogalacturonano II, D-

apiosa, O2 metil D-xilosa y 2-O-metil L-fucosa están presentes. 

En el ramnogalacturonano II (RGII se encuentran azucares poco comunes como D-

xilopiranosido, D-glucopiranosido y L-fucopiranosido en el ramnogalacturonano II, D-

apiosa, O2 metil D-xilosa y 2-O-metil L-fucosa están presentes. 

Las concentraciones más altas de pectina en las plantas son observadas en la lámina 

media, con una disminución gradual cuando pasa a través de la pared primaria hacia la 

membrana plasmática.  

La pectina contribuye a la adhesión de las células vegetales y también a la fuerza mecánica 

de la pared celular. 

Las enzimas encargadas de degradar a la pectina se agrupan de igual manera que el 

sustrato, el homogalactano puede ser degradado por acción de pectin metil y acetil 

esterasas (E.C.3.1.1.1.1 y E.C.3.1.1.6), endopoligalacturonasas (E.C.3.2.1.1.5), 

exopoligalacturonasas (E.C.3.2.1.6.7), pectatoliasa (E.C.4.2.2.2) y pectinliasa (E.C.4.2.2.1.0) 

(Parenicova, 2000).  

Para la degradación del ramnogalacturonano las enzimas reportadas son: una 

ramnogalacturonano hidrolasa producida por Aspergillus aculeatus y A.niger, 

ramnogalacturonano liasa, ramnogalacturonano ramnohidrolasa y una 

ramnogalacturonano galacturonhidrolasa todas producidas por A. aculeatus.  

Además de las anteriores para la degradación de la pectina es necesaria la acción de las 

denominadas enzimas accesorias que incluyen: α-arabinofuranosidasas, endorabinasas, β- 
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galactosidasa, endogalactanasa, feruloil y p coumaroil esterasas. (de Vries, 2001), al igual 

que muchos sistemas enzimáticos se ha demostrado que para la degradación completa de 

la molécula se necesita la acción sinérgica del complejo enzimático. (Parenicova, 2000 y de 

Vries, 2001). 

1.10 Enzimas relevantes cuyas propiedades se han modificado empleando técnicas de 

evolución dirigida.  

Hoy en día la industria de las enzimas es muy conocida gracias al rápido desarrollo de la 

biotecnología moderna en las pasadas cuatro décadas. Las enzimas han sido empleadas 

desde tiempos antiguos en la producción de productos alimenticios, como manufactura 

de quesos, pan,  cerveza, vino y vinagre. Así como en productos para nuestra comodidad 

como curtido de pieles, elaboración de lino y el color índigo. (Linko, 1978, 1983; Lipinski, 

1978; Mandels, 1982, 1985; Eveleigh, 1987; Chander & Singh, 1993, Subramaniyan y col, 

2002, Pandey y col, 2000; Gutiérrez- Correa, 2003) 

Muchos de estos procesos fueron realizados con enzimas producidas por 

microorganismos que crecieron espontáneamente y otras que se encontraban en 

preparaciones conocidas como la fruta de papaya o el rumen de bovinos. Las enzimas eran 

empleadas de forma empírica con los conocimientos generados tras años de uso.  

El desarrollo de procesos de fermentación durante la pasada centuria específicamente en 

la producción de enzimas, ha sido enfocado especialmente en la selección y uso de cepas 

de microorganismos lo que ha hecho posible la manufactura a gran escala de 
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preparaciones enzimáticas bien caracterizadas. (Johnson, 1977; Lin y col, 1984, 

Subramaniyan y col, 2002, Vries, 2003, Camacho & Aguilar, 2003) 

El desarrollo y empleo de tecnología de ADN recombinante a ayudado a mejorar aún más 

el proceso y hecho posible el uso comercial de enzimas que antes no era posible utilizar. 

Asimismo,  la introducción de ingeniería de proteínas y mutagénesis dirigida, ha 

revolucionado el desarrollo de la industria enzimática.  

Estos avances han hecho posible el empleo de enzimas hechas a la medida de las 

necesidades industriales, dando como resultado una gran diversificación industrial que 

continua creciendo y haciéndose cada día más compleja (Merivuori y col, 1985; Tan y col, 

1987;  Ayeen & Roche, 1989; Subramaniyan y col, 2002; de Vries, 2003). 

Las enzimas con acción hidrolítica,  útiles para la degradación de varias substancias 

naturales, han sido las más empleadas en la industria. Las proteasas son 

predominantemente el tipo de enzima más utilizada por su extendido empleo en la 

industria de los detergentes e industrias diarias.  

Algunas carbohidrasas como amilasas y celulasas son usadas en la industria textil, almidón 

y panadería las que representan el segundo grupo (Godfrey 1996, Camacho & Aguilar, 

2003). En figura 15, la tabla 5 se menciona las enzimas empleadas en la industria y sus 

aplicaciones. 

El valor mundial estimado en el uso de enzimas industriales es de $ 1 billón en 1995 y 1.5 

en el año 2000. (Godfrey 1996) 
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CELULASAS,  HEMICELULASAS Y PECTINASAS EN BIOTECNOLOGÍA DE ALIMENTOS 

Enzima Función Aplicación REFERENCIA 

Pectinasas, 

Celulasas 

Hemicelulasas. 

Hidrólisis de pectina soluble  y 

componentes de la pared 

celular,   disminuyen la  

viscosidad y mantienen  la 

textura del jugo de los frutos. 

Mejoran en presión y 

extracción de jugos de frutos y 

aceite de olivos  

Liberan: sabor, enzimas, 

proteínas, polisacáridos,  

almidón y agar. 

Galante y col., 

1998b,  

Godfrey & West, 

1996b,  

Uhlig, 1998 

Poligalacturonasa y 

Pectintranselimina

sa con poca 

Pectin estereasa y 

Hemicelulasa. 

  Hidrólisis parcial de proto-

pectina e  hidrólisis de pectina 

soluble  a fragmentos de 

tamaño mediano; formación y 

precipitación de ácido;  

remoción de hidrocoloides de 

las fibras de celulosa. 

Producción de jugo turbio de 

vegetales de baja viscosidad. 

 

Grassin & 

Fauquembergue

, 1996b 

 Uhlig, 1998 

Con mezcla igual 

de las 3  enzimas 

anteriores. 

Hidrólisis completa de pectina. 

Polisacáridos secundarios y 

sustancias mucosas. 

Clarificación de jugos de frutas. 

 

Grassin , 1996b; 

Uhlig, 1998 

Poligalacturonasa 

con alta Proto-

pectinasa y poca 

Celulasa. 

Hidrólisis completa de pectina 

Hidrólisis parcial de proto-
pectina. 

Clarificación de jugos de frutas. 

Pure de frutas de alta 

viscosidad.  

Grassin  y 

Fauquembergue

, 1996b 

 Uhlig, 1998 

Pectinasa  

β-glucosidasa  

Pectin estereasa. 

Infusión de pectinasa y 

glucosidasa para facilitar el 

pelado y la firmeza de los 

frutos y vegetales. 

Procesamiento de fruta 

Alteración en las propiedades 

sensorias de frutos y vegetales. 

 

Producción  calidad de tomate 
Ketchup  y pulpa de frutas. 

Baker y col,  
1989 Baker & 
Wicker, 1996 
Crocco, 1976, 
Gunata y col, 
1990,    Javeri et                                                                                            
al, 1991; 
Krammer y col, 
1991;  Marlatt y 
col,                                                                                          
1992; Pabst y 
col, 1991                                                                                                            
Heldt-
Hansen,1997 

Enzimas 

modificadas 

Arabinoxilanasas, 

(endoxilanasas,  

rompen enlaces 

Modifican arabinoxilanos de 

Cereales y producción de 

arabinoxylooligosacáridos 

 

Mejora en la textura, 

prolongan la vida y consistencia 

de productos de panadería. 

Hamer, 1991; 

Kulp, 1993; 

Maat y col, 

1992; Poutanen, 
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secundarios.  1997 

Celulasas y 

Hemicelulasas 

 

 

Hidrólisis parcial o completa de 

los polisacáridos y sustitutos 

Celulósicos de la pared celular 

Mejoran la eficiencia del 
remojado aumentan absorción 
homogénea de agua en 
Cereales; mejoran calidad 
nutritiva de los alimentos 
Fermentados; aumentan la 
rehidratación de vegetales y 
sopas Secas; aumentan  la 
producción de Oligosacáridos 
como ingredientes alimenticios 
y sustitutos bajos en calorías y 
conversión en  Biomasa. 

Beguin & 

Aubert, 1994 

Bhat & Bhat, 

1997, Mandels, 

1985  

Ryu & Mandels, 

1980 

Xilanasas y 

Endoglucanasas 

Hidrólisis  de arabinoxilanos y 

almidón. 

Separación y aislamiento de 

almidón y gluten de  la Harina 

de trigo. 

Heldt-Hansen, 

1997 

Celulasas y 

Pectinasas 

Liberan antioxidantes de frutos 

y vegetales  pomáceos 

Controlan enfermedades del 

corazón coronaria, arteriolas 

clorosis. Reducen el despojo 

alimenticio. 

Meyer y col, 

1998 

Celulasas Pulpa y industria del papel 

para manufacturar 

Rayón, celofán, CMC, plásticos, 

lacas y otros  

Casey, 1980 

Chrisov & Prior, 

1993 

 
Fig. 15 Tabla 5 Enzimas empleadas en la industria y sus aplicaciones. 
Tomado de M.K. Bhat.Biotech. Adv. (2000) 18:358-359., Chrisov & Prior, 1993 
 

II.- OBJETIVOS  y JUSTIFICACIÓN. 

 

El presente estudio trata de profundizar el conocimiento de las celulasas, pectinasas y 

xilanasas, provenientes del hongo levaduriforme: Aurobasidium sp. CH-Y-TE18, aislado en 

este laboratorio y particularmente en su aplicación en la sacarificación de sustratos 

agroindustriales de desecho utilizando como fuente de carbono el bagacillo de caña de 

azúcar y la evaluación de los sistemas experimentales en biorreactores cuantificando los 
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azúcares reductores producidos en diferentes condiciones, de interés tanto para 

implementar su utilización práctica como para el conocimiento mismo. 

III.- ANTECEDENTES 

III.1.Organismos celulolíticos estudiados en procesos de hidrólisis y sacarificación del 

bagazo de caña de azúcar.- 

 Las investigaciones sobre la hidrólisis y la sacarificación del bagacillo de caña de azúcar ha 

resultado de gran interés biotecnológico desde hace alrededor de 60 años, en respuesta a 

la crisis del petróleo, y la búsqueda de energías alternativas, desde entonces  se ha venido 

desarrollando este campo con diferentes enfoques, que resumiremos en este capítulo. 

Los estudios se han realizado en general, por medio de filtrados de organismos 

celulolíticos “In Vitro” (Mishra y col, 1984) y también efectuando procesos simultáneos de 

sacarificación y fermentación alcohólica (Niyri, 1973; Choudhury, 1980; Blanco, 1982; 

Ghosh y col, 1982: Miyakawa, y col, 1986; Tewari, 1988; Pandey y col, 2000) 

El estudio de las celulasas utilizadas en la sacarificación de sustratos celulósicos, se inicia 

con el aislamiento, la caracterización de los organismos preferentemente bacterias y 

hongos celulolíticos, así como de sus filtrados, el organismo mas estudiado ha sido 

Trichoderma reesei, antes Trichoderma  viridae, identificada como de T.longibrachiatum 

cepa Qm6a, que fue aislada en la segunda guerra mundial, proveniente del sudeste de 

Asia, por el equipo de Mary Mandels de Natick, USA.  

Desde entonces mucho se ha avanzado en su estudio, en la  producción de cepas 

hiperproductoras y el estudio del mecanismo sinérgico, tal es el trabajo de Bland S. 

Montenecourt, en 1983.  
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Se ha obtenido por manipulación genética todo un linaje de  cepas hiperproductoras 

utilizadas en biotecnología a nivel industrial, las cuales son  : QM9414 (Gupa y col,1973; 

Mandels y col, 1974; Andren y col, 1976; Mandels & Andreotti, 1978; Dwivedi & Ghose, 

1979 y Mandels, 1982; Tewari, 1988); QM9123 (Mandels y col, 1974 y Mandels & 

Andreotti, 1978 y Tewari y col, 1988), ITCC1433 y no se especifica (Nyiri, 1973; Ladisch, 

1979; Blanco y col, 1982; Mannonmani & Skreekantiah, 1987; Pandey y col, 2000; 

Gutiérrez- Correa, 2003). 

Se ha realizado la sacarificación con los filtrados de la cepa QM9414 (Andren y col, 1976; 

Mandels & Andreotti, 1978); esta cepa agregando β-Glucosidasa comercial (Ghosh y col, 

1982); también comparando ambas por separado (Tewari y col,1988); o bien, mezclando 

con otros filtrados provenientes de Pestalotiopsis westerdijkii QM381 (Mandels y col, 

1974); T. resesei QM9414 con Aspergillus wentii (Dwivedi & Ghose, 1979); o T. viridae con 

A. ustus (Mannonmani & Skreekantiah, 1987). 

Otras celulasas provienen de Penicillum funiculosum (Mishra y col, 1984); o de 

Cellulomonas (Dunlap & Calligan, 1969); en la producción de proteína microbiana con las 

cepas CSI-1 y CSI-17 de esta bacteria (Choudhury y col, 1980); también la cepa CSI-17 en 

pruebas de resistencia a productos de inhibición como glucosa, celobiosa, xilosa y etanol  

en la fermentación alcohólica (Choudhury y col,  1980). 

Además de la actividad celulolítica se estudian otras enzimas como son las xilanasas y las 

pectinasas, encontrándose un campo de aplicación biotecnológico que hemos venido 

detallando.  
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Asimismo, se realizó la sacarificación o hidrólisis y la fermentación alcohólica simultánea 

(SSF), esta última combinando filtrados celulolíticos, pectinolíticos y xilanolíticos con 

Saccharomyces cerevisiae (Nyiri, 1973; Ghosh y col, 1982) y en un estudio con Candida  sp. 

(Nyiri, 1973). 

En cuanto al desarrollo tecnológico se proponen diferentes fermentadores en estados 

líquidos, semisólidos, sólidos- sumergida entre otros. (Gutiérrez- Correa, 2003) 

Por ser tan extensos el estudio actual de la biotecnología de enzimas sobre este campo, 

seleccionamos solo los estudios en los que se utiliza el bagacillo de caña de azúcar 

clasificado como buen sustrato para la sacarificación o hidrólisis, ya sea entero, como 

médula o como fibra. 

También, se compara con otros desechos celulósicos como el periódico molido (NEP), 

cáscara de arroz, cáscara de nuez, aserrín, entre otros, hasta 200 diferentes sustratos en 

donde se les clasifica como excelentes, buenos, regulares y malos (Mandels y col, 1974; 

Andren et. al 1976) 

El porcentaje en que se utiliza el bagacillo de caña de azúcar varía del 0.5, 1, 3, 4, 4.5, 5, 

7.5 y 10 %, siendo el más frecuente  el 5 %. En todos los estudios previos se realizan 

pretratamientos del bagacillo de caña de azúcar tanto físicos, químicos o  combinados. 

(Pandey y col, 2000) 

Respecto a los resultados reportados tenemos los siguientes: la concentración de azucares 

reductores obtenidos, varía en cada caso, pretratamiento, condiciones entre otras 

variables. Encontramos desde 14.9 hasta 26.3 g/l en molido en molino de bolas y con 

pretratamiento alcalino hasta 53 g/l. (Pandey y col, 2000).En cuanto al tipo de azucares 
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reductores presentes se especifica en algunos casos la concentración de glucosa, 

celobiosa, xilosa e incluso en los casos de SSF, de etanol. 

Por ejemplo sobre la sacarificación se reporta el 5.2 % sin pretratamiento, el 47.3 % en 

molido en molino de bolas a 48 horas; con pretratamiento alcalino del 50.4 al 55 % en 48 

horas y solo químicamente, con acido sulfúrico hasta el 94.7% en 15 minutos. (Pandey y 

col, 2000). 

III.2.-Microorganismos 

 

Muchos microorganismos que incluyen bacterias, actinomicetos y otros hongos pueden 

producir y secretar celulasas. Las principales cepas productoras de celulasas son: 

Trichoderma, Aspergillus, Penicillium y Fusarium, de las cuales la más popular es 

Trichoderma reesei, desde su descubrimiento por Reese en Ainsworth y colaboradores en 

1973, quienes clasifican a este género.  

El estudio de celulasas se vuelve un reto y para 1985, Douglas E. Eveleigh, escribe un 

capítulo de Trichoderma sobre la biología de los microorganismos industriales y Mary 

Mandels, amplia las perspectivas sobre la aplicación de celulasas.  

Desde los años 60 esta cepa ha sido sometida a muchos programas de mejoramiento a 

partir de la cepa silvestre T. reesei QM6a, de los cuales se han obtenido mutantes con 

mayor productividad (Montenecourt, 1983), (figura 16, esquema 6). 

De todas ellas las más estudiadas han sido la QM 9414, Rut C30 y MCG 77. Estas cepas 

pueden producir grandes cantidades de endo- y exoglucanasa, pero son deficientes 

productoras de β-glucosidasa (Stockto y col, 1991 y Duff y col, 1987).  
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Por otro lado, las celulasas producidas por Aspergillus cepas tales como A. niger and 

A.phoenicis son pobres en la hidrólisis de materiales celulósicos pero son muy buenos 

productores de β-glucosidasa (Duff y col, 1987 y Deschamps y col, 1984). 

De modo que cepas de Trichoderma y Aspergillus podrían ser empleadas conjuntamente 

por ejemplo a través de la utilización de la fermentación en estado sólida para el 

aprovechamiento de desechos celulósicos para la producción de celulasas. (Cen & Xia. 

1999). 

 

 

Fig. 16 Esquema. Programa mundial de desarrollo de mutantes de Trichoderma reesei. 

Tomado de Cen. & Xia, 1999, Montenecourt, 1983. 
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III.3.-Antecedentes sobre el  género Aureobasidium sp.  

Desde los años 60´s, del siglo pasado, se han venido estudiando un gran número de 

microorganismos extraídos de su hábitat natural que han sido seleccionados naturalmente 

por sus atributos biológicos, tal es el caso de algunas especies y cepas del género 

Aureobasidium sp. (Descrito por Viala y Bayer, 1891. Berkhout, 1923), hongo 

levaduriforme que produce  enzimas extracelulares las cuales pueden ser colectadas en el 

medio donde se desarrolla. 

En esta parte de nuestro estudio, realizamos una revisión acerca de los autores que han 

investigado este género y que ahora les presentamos con las controversias y acuerdos del 

caso. (Google 724 a 338 000 citas, identificadores: Biodiversity Heritage Library 

NamebankID: 3915888, GloballyUniqueIdentifier: 

urn:lsid:indexfungorum.org:names:101771, Zipcode Zoo Species Identifier: 3289461). 

La descripción taxonómica del género Aureobasodium se muestra  en la figuras 17. 

Taxonomía y Clasificación de Aureobasidium sp. 
Dominio Eukaryota Whittaker & Margulis, 1978 
Reino  Fungi T.l. Jahn & F.f. Jahn, 1949 Ex R.t. Moore, 1980 
Subreino Dikarya D.s. Hibbett Y col., in D.s. Hibbett Y col., 2007 
Phylum  Ascomycota H.c. Bold, 1957 Ex T. Cavalier-Smith, 1998 
Subphylum Pezizomycotina O.e. Eriksson & K. Winka, 1997 
Class  Dothideomycetes O.e. Eriksson & K. Winka, 1997 
Subclass  Dothideomycetidae P.m. Kirk Y col., 2001 Ex C.l. Schoch Y col., 2006 
Order  Dothideales Lindau, in Engler & Prantl, Eds., 1897 
Family  Dothioraceae Theiss. & H. Syd., 1917 
Genus  Aureobasidium, sp Viala y Boyer, 1891. Berkhout, 1923 
Especie   no identificada 

Fig. 17 Esquema de la Taxonomía y Clasificación de Aureobasidium sp. 
Tomado de Enciclopedia Wikipedia, 2010, ZipcodeZoo 2011 y modificado por E. Ochoa en 
este trabajo. 
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http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fwww.ubio.org%2Fbrowser%2Fdetails.php%3FnamebankID%3D3915888
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Flsid.tdwg.org%2Furn%3Alsid%3Aindexfungorum.org%3Anames%3A101771
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2F
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http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2Fkey%2FFungi_Kingdom.asp
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2Fkey%2FDikarya_Subkingdom.asp
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2Fkey%2FAscomycota_Phylum.asp
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2Fkey%2FPezizomycotina_Subphylum.asp
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http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2Fkey%2FDothideomycetidae_Subclass.asp
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2Fkey%2FDothideales_Order.asp
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2Fkey%2FDothioraceae_Family.asp
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Son varias las especies estudiadas, sin embargo, A. pullulans es la más conocida en cuanto 

a hábitat, condiciones de producción y manipulada e incluso hasta su diversidad 

intraespecífica por rangos amplificados polimórficos de DNA (RAPD). (Urz’ı y col, 1999)  

Como otros hongos su papel en la naturaleza dentro de la red trófica o pirámide 

alimenticia es la de descomponedores y transformadores de organismos, se han venido  

estudiado ampliamente desde fines del siglo XIX, en la figura 18 se señalan las 22 especies 

y subespecies o variedades.  

22 Especies y subespecies del Genero Aureobasidium 

1.- A. aleuritis · 2.-  A. apocryptum ·  3.- A. dalgeri  

4.- A. foliicola  5.- A. harposporum  6.- A. indicum 

7.-  A. lilii 8.- A. microstictum 9.- A. prunicola 

10.- A. pullulans 

var.melanigenum 

11.- A. pullulans var. 

melanogenum 

12.- A. pullulans var. 

aubasidani  

13.-A. pullulans var. 

pullulans 

14.- A. pullulans 

var.pullulans 

15.- A. ribis 

16.- A. sanguinariae 17.- A. umbellulariae 18.- A. vaccinii 

19.- A. vitis 20.- A. vitis album 21.- A. vitis var. 

tuberculatum 

22.- A. vitis var. vitis   

Fig. 18 Esquema 22 especies y subespecies del genero Aureobasidium sp. 
Tomado de ZipcodeZoo 2011 y modificado por E. Ochoa para este trabajo.  

Ya que este género Aureobasidium sp es un hongo levaduriforme, con un ciclo de vida en 

cuyos estadios presenta diferente morfología, color y condiciones de desarrollo, se ha 

caído en sinonimias como se  muestra en la figura 19. 
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Sinónimos de A. pullulans 

Aureobasidium oleae 

(Castagne) Subram. 1971 

Candida malicola Viala & 

G. Boyer 1891 

Exobasidium vitis (Viala & 

G. Boyer) Prill. & Delacr. 

Pullularia fermentans var. 

fermentans E. S. Wynne & 

Gott 1956 

Torula oleae Castagne 

1845 

 

Aureobasidium pullulans 

(de Bary) G. Arnaud 1918 

Cladosporium pullulans 

(De Bary) Sacc. & Trotter 

1913 

Hormonema oleae 

Hormiscium oleae 

(Castagne) 

Sacc.Hormonema 

pullulans /i> (De Bary & 

Lawenthal) Lagerb. & 

Melin Ex Robak 1932 

Pullularia fermentans  

schoenii E. S. Wynne & 

Gott 1956 

Torula schoenii 

Roukhelman  

 

Azymocandida malicola 

(D. S. Clark & R. H. 

Wallace) E. K. Novak & 

Zsolt 1961 

Dematium pullulans de 

Bary & Lawenthal 

Hormonema pullulans 

Pullularia pullulans(De 

Bary & Lawenthal) 

Berkhout 1923 

 

Fig. 19 Esquema de Sinonímias para la especie Aureobasidium pullulans.  
Tomado de Enciclopedia Wikipedia.-2010, ZipcodeZoo 2011 y modificado por E. Ochoa 
para este trabajo. 

Algunos autores identifica a este género como productor de pectinasas y principalmente 

de xilanasas pero no de celulasas (Leathers, 1986). 

Otros autores, han estudiado su potencial celulolítico, probando el efecto del complejo 

extracelular enzimático celulolítico crudo de Trichoderma reesei, QM 9414 y sus mutantes 

M 6 y MHC 22,  a una concentración de 1.5 mg/ml sobre la morfología de varias levaduras 

entre ellas Aureobasidium pullulans en la estabilización del medio osmótico en donde 

reportan lisis espontánea y lisis después de diluir en agua, en tiempos cortos de 4  y 20 

http://en.wikipedia.org/wiki/Synonym_(taxonomy)
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horas, demostrando así las semejanzas y diferencias con los componentes de T. reesei 

degradadores de la pared celular. (Kolarova & Farkas, 1981) 

Este género ha sido estudiado dentro de un gran grupo de microorganismos con potencial 

para ser manipulados en la producción de enzimas industrialmente, Phaff,  1982, 

Zhenming y col, 2009,  como podemos observar en la figura 21,  las enzimas que producen 

algunas especies y cepas de Aureobasidium sp., con su aplicación a nivel industrial.  

También se ha estudiado la fuente de  nitrógeno, el efecto de la concentración del ión 

amonio en la producción de Aureobasidium pullulans en cultivos en lote. (Seviour & 

Kristiansen, 1983) 

III.4.a-Sobre la producción de xilanasas.  

 De los estudios encontrados para este género, los más abundantes son para la producción 

de xilanasas. Debido a que este género presenta diferentes coloraciones que van de 

crema al naranja aunque incluso se ha reportado gamas de colores entre púrpura y 

violeta, ya sea brillante u opaco. Así es que, se trató de relacionar la coloración más 

fuerte, con la producción de una proteína de 20 a 21 kilodantones asociada a la 

sobreproducción de xilanasas, postulando que a mayor coloración habría mayor contenido 

de xilanasas, sin embargo, no se ha podido comprobar dicha relación. Se ha observado 

que la mayoría de los cultivos de A. pullulans no muestran actividad celulolítica y se 

reporta a esta cepa como no productora de celulasas. (Dennis and Buhagiar 1973; 

Deshpande y col.1992; Leathers 1986; Buzzini and Martini 2002) 

También, se han utilizado xilanasas producidas por A. pullulans para disolver xilanos de 

pulpas tratadas en donde la mayor concentración de azúcares reductores, 0.045 mg/ml, 
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con 1.81% de pentosas fue utilizando 1500 U xilanasa por 24 horas, en donde la presencia 

de glucosa inhibe la actividad. (Christov & Prior, 1993) 

Como se puede observar en la figura 20, se ha llegado a estudiar la sobreproducción 

inducida por cambios genéticos, la purificación y propiedades de la familia 10 xilanasa de 

Aureobasidium pullulans ATCC20524 y la caracterización de los genes involucrados en esta 

actividad. (Tanaka y col, 2005) 

 

Fig. 20 Esquema 10 Árbol filogenético que muestra la relación de los dominios catalíticos 
entre Aureobasidium pullulans XynII y otras xilanasas homólogas. 
Tomado de Tanaka y col, 2005 
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II.5.Sobre la producción de β-glucosidasa 

Se han llevado al cabo estudios sobre  la producción, purificación y propiedades de la β-

glucosidasa termostable de una cepa de color Aureobasidium pullulans, se probaron en la 

producción, diferentes fuentes de carbono, como celobiosa, xilosa, arabinosa lactosa, 

sacarosa, maltosa, glucosa, xilitol, xilanos, celulosa, almidón y pullulano, produciendo la 

actividad de β-glucosidasa, la cual fue purificada del caldo del cultivo libre de células, 

crecido en maíz. 

Se purificó en cromatografía columnar de biogeles y Sefacril, se encontró que es una 

glicoproteína con un peso molecular de 340,000, D compuesta por dos subunidades con 

un pm de 165,000 D. La enzima  tiene una actividad óptima a 75° C de temperatura y un  

pH de 4.5, tiene una actividad específica de 315 Umol. Esta enzima mostró actividad 

contra celotriosa, celotetrosa, celopentosa, celohexosa y celoheptosa e inhibida con 

glucosa mientras que fructuosa, arabinosa, galactosa, manosa, xilosa, sacarosa y lactosa 

no demostraron actuar como inhibidoras. No requiere de metales para su actividad y no 

fue afectada por p-cloromercuribenzoato o ditiotreitol. (Saha y col, 1994) 

Se ha demostrado la interacción sinérgica con celulasa para aumentar la eficiencia de la 

producción de glucosa de celulosa proveniente de la celobiosa. Esta β –glucosidasa, 

pueden ser utilizadas en la hidrólisis enzimática de celulosa de  fibra de maíz  u otra 

biomasa celulósica para la subsecuente producción de etanol. La alta actividad de la β-

glucosidasa de A. pullulans, para convertir una variedad de celo oligosacáridos en 

celobiosa,la alta tolerancia al substrato, la no dependencia a compuestos con iones 

metálicos o tiol compuestos, y su alta termoactividad hacen a esta enzima como probable 

candidata a la aplicación en la hidrólisis enzimática de celulosa a glucosa.( Saha y col, 

1994) 
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Asimismo, se ha realizado el intento de relacionar la coloración de las colonias con la 

producción de β- glucosidasa  

 Esta especie se ha estudiado ampliamente como productora de diferentes enzimas 

amilosas, pectinolíticas, xilanolíticas, mannoliticas y β-glucosidícas. Un hecho importante 

es que crecido en jugo de naranja y en la industria vitivinícola para probar actividad 

xilanolítica y de β- glucosidasa, soporta bien los medios ácidos. En el caso de pruebas con 

enzimas crudas, se encontró que  soporta bien las altas temperaturas, lo cual tiene un 

gran significado para la producción industrial, bajando costos. (Iembo y col, 2002) 

También se ha realizado un estudio para distinguir las especies en Aureobasidium y los 

géneros relacionados por ribotificación por PCR, en donde se muestra el árbol genealógico 

y su parentesco con otros géneros, como se muestra en el esquema 8. (Yurlova y col, 

1996)  

BIOPRODUCTOS  APLICACIONES REFERENCIAS 

Sideróforo  
Medicina, recobro de metales y remediación 
de basureros.  

Wang y col, 
2008  

Biocontrol 
Inhibición de organismos no deseados en 
frutas, granos y vegetales. 

Mounir y col, 
2007 

Pullulano 
 

Polisacárido polimérico 
formado por unidades de 
maltotriosa, producido a 
partir de almidón. 
 

Membranas y fibras oxigenadas delgadas o 
extendidas o adhesivas o encapsuladas, 
alimentos bajos en calorías: películas 
comestibles para refrescar el aliento, 
productos de higiene bucal como Listerine 
Cool Mint PocketPaks. Aditivo, número E 
E1204.  
En farmacia: anticoagulantes, antitrombóticos 
y actividad antiviral, materiales para la 
industria química.  

Duan y col, 
2008, 
Wikipedia 
  

Amilasas 
 

Licuefacción del almidón y sacarificación. 
Diseño textil, aditivos para detergentes, 
producción de etanol, químicos para análisis 

Chi y col, 
2001, 

Gupta y col, 
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médicos y clínicos, producción de jarabe de 
alta fructuosa. 

Producción de células de levaduriformes y 
otros microorganismos. 

2003 
 

Celulasas 

Mejoramiento de fibras celulósicas, 
sustitución de piedra pómez en 
pretratamientos “lavado de piedras”, aditivos 
de detergentes, producción de proteína 
unicelular  y bioenergéticos, tratamientos de 
basura. 

 Zhang & Chi, 
2007 

 Lipasas¡  

Catálisis de un gran rango de reacciones, 
incluida hidrólisis, inter-esterificación, 
alcoholisis, acidólisis, esterificación y 
aminolisis. Producción de biodiesel. 

Hasan y col, 
2006 
 

Proteasas alcalinas 

Detergentes aditivos  en  industria peletera, 
recobro de plata, propósitos médicos, 
procesos de alimentos, industria química, 
tratamientos de basura, digestión de 
proteína.  

Ni y col,2008 
a,b 

Xilanasas 
Papel, fermentación e industria alimenticia y 
en el tratamiento de desechos.  

Li y col, 1993 

β-Fructofuranosidasa y 
Maltosiltransferasa 

Alivio del estreñimiento, mejoramiento de la 
composición de lípidos de la sangre en 
hiperlipidemias, mejora en la absorción de 
calcio y magnesio, supresión de la producción 
intestinal de sustancias putrefactoras en 
humanos y animales, factor del crecimiento 
por bifidobacterias. Sabor dulce y de fácil 
producción comercial. 

Yoshikawa y 
col, 2007, 

Yun y col, 
1997 

Mananasas 

Blanqueado de la pulpa en la industria del 
papel, bioconversión de desechos en biomasa 
a azúcares fermentables,  mejora en alimento 
animal y reducción de la viscosidad  de 
extractos de café, producción de 
mananoligosacáridos. 

Lin & Chen, 
2004 
 

Proteína unicelular 
Alimento animal y humano, fuente de 
proteína para la producción de  péptidos 
bioactivos. 

Gao y 
col,2007, 
Chi y col, 2008 

 
Fig. 21 Tabla de  Bioproductos de Aureobasidium pullulans y sus aplicaciones potenciales  
Tomado de Zhenming y col, 2009. Enciclopedia Wikipedia 
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III.6.Microorganismos en el laboratorio 

En nuestro laboratorio una línea de investigación se ha enfocado a la búsqueda de 

sistemas biológicos celulolíticos seleccionados de manera natural a través del tiempo en 

los lugares donde se producen los desechos agroindustriales, tal es el caso del hongo 

levaduriforme Aureobasidium  sp.CH-Y-TE18, aislado por nuestro grupo en el estado de 

Morelos (Gilbon y col, 1981; Huitrón y col, 1984). 

Este microorganismo ha resultado ser una cepa celulolítica verdadera que tiene potencial 

práctico ya que sintetiza el sistema multienzimático capaz de degradar a la celulosa 

microcristalina en las condiciones establecidas por Mandels (Mandels & Reese, 1964; 

Linko, 1983; Eveleigh, 1985 y Mandels, 1985). 

Es importante destacar que en pruebas de patogeneicidad resulto no ser patógeno en 

ratones de laboratorio. 

Se seleccionó Aureobasidium sp CH-Y-TE18, en base a la velocidad de disgregación del 

papel filtro y a la actividad celulolítica extracelular producida cuando crece en celulosa 

microcristalina como única fuente de carbono. Para su selección, también se comparó 

bajo las mismas condiciones con la cepa silvestre de Trichoderma viridae, encontrándose 

que ambos microorganismos producen actividades similares. Sin embargo, Aureobasidium 

sp. CH-Y-TE18 produce mayor cantidad de enzima en tiempos más cortos (Acuña, 1983y 

1991; Larios y col, 1981; 1982; Gilbon y col, 1979, 1981; García, 1983; Huitron, 1984, 

1986). 

La cepa CH-Y-TE18, se ha observado en microscopia electrónica y presenta las siguientes 

características: es un microorganismo levaduriforme, no presenta micelio aéreo y en 
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cultivo sumergido con celulosa microcristalina no forma esférulas de micelio en el 

sustrato.  

Las colonias son de consistencia cremosa, inicialmente de color rosa tenue y 

gradualmente el tono va aumentando hasta llegar a ser anaranjado. Este microorganismo 

fue identificado como un hongo levaduriforme perteneciente al género Aureobasidium  sp 

CH-Y-TE18 (Gilbon y col, 1986). 

Además de que es capaz de utilizar el bagacillo de caña de azúcar esterilizado como única 

fuente de carbono, también es capaz de crecer en otras fuentes de carbono tanto soluble 

como insoluble. Asimismo, crece y produce celulasas y xilanasas en medios simplificados a 

base de sales minerales de grado industrial y agrícola y agua de la llave (Acuña, 1983). 

Se encontró que la urea y el Tween 80 son los compuestos más determinantes en la 

producción de celulasas por este hongo. La presencia de Tween 80 en el medio de cultivo 

incrementa la producción de enzimas. Una elevada concentración de urea tiene un efecto 

negativo sobre la producción de la actividad celulolítica y no sobre el microorganismo 

(Larios, 1979). 

 

IV.-MATERIAL Y METODOS 

IV.1.-Microorganismo 

El microorganismo utilizado en este trabajo fue el hongo levaduriforme Aureobasidium sp. 

CH-Y-TE18, aislado y seleccionado de suelo de cañaveral en el estado de Morelos. Es un 

microorganismo celulolítico verdadero capaz de crecer en celulosa microcristalina y 

bagacillo de caña como únicas fuentes de carbono (Gilbón y col, 1981).  
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IV.1.2.Propagación del microorganismo 

El  microorganismo fue propagado y conservado en tubos que contienen agar de papa 

dextrosa (PDA) suplementado con 0.25 % de agar bacteriológico y esterilizado a 121 °C por 

20 min. La cepa se incubó a 29 °C durante 72 h.  

IV. I.3.-Producción de  enzimas.- 

Para la producción de enzimas se utilizó el medio A que contiene en g/L: KH2PO4, 2.0%; 

urea, 0.9 %; MgSO4.7H2O, 0.3%; CaCl2, 0.3%. A cada 100 ml de este medio se le agregaron 

0.4 ml de una solución de elementos traza que contenía en (mg/L): CoCl2, 2.0%; MnSO4, 

1.6%; FeSO4, 5.0%; ZnCl2, 1.7%. Como fuentes de carbono se utilizaron la celulosa 

microcristalina y bagacillo de caña de azúcar, la concentración de cada una de esta se da 

en las respectivas figuras. El pH del medio se ajustó a 4.6 y se esterilizó a 121 °C por 20 

min. 

IV.I.3.a.-Inóculo 

La preparación del inóculo para los experimentos en matraces, se realizó creciendo  la 

cepa en medio PDA durante tres días a 29 °C. Al cabo de ese tiempo las esporas se 

cosechan con solución salina isotónica hasta que la suspensión obtenida tenga una 

densidad óptica de 5.0. A menos que se indique lo contrario, se adicionaron 1.0 ml de esta 

suspensión por cada 100 ml de medio. 

IV.I.3.b.-Condiciones de crecimiento y producción 

Los experimentos a nivel de matraz se realizaron en matraces Erlenmeyer de 500 ml o en 

matraces Fernbach,  conteniendo 200 ml y 1 L de medio, respectivamente. Los matraces 

fueron incubados a 29 °C en una agitadora orbital a 180 rpm. Para los experimentos de 
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producción en fermentador se utilizó un fermentador Labroferm (Newbrunswick Sci. USA) 

de 14 Litros de capacidad nominal y 10 L de volumen de trabajo.  

 

 

Fig.22 Biorreactor de 14 L. New Brunswik Sci. USA, Mod. Labroferm, utilizado  para la 
caracterización completa de la cinética de hidrólisis. 

 El fermentador se preparó con 9 Litros de medio A con bagacillo de caña como fuente de 

carbono. Se operó a una agitación a 200 rpm,  1 vvm de volumen de aire suministrado y 

temperatura de 29 °C. En este caso, el inóculo se desarrolló en un matraz Fernbach 

conteniendo 1 L del mismo medio inoculado con 10 ml de suspensión microbiana. Este 

matraz se incubó a 29 °C con agitación de 180 rpm durante 24 h, al cabo de las cuales el 

contenido del matraz fue transferido en condiciones asépticas al fermentador. 
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En todos los casos, se tomaron muestras a lo largo de la fermentación las cuales fueron 

centrifugadas a 3500 rpm, por tiempo y temperatura el sobrenadante se utilizó para la 

determinación de las actividades enzimáticas correspondientes.  

IV.1.4.Sacarificación. 

Una vez obtenidas las enzimas, por diferentes procedimientos, se procedió a realizar los 

experimentos de sacarificación. Estos fueron llevados a cabo en tubos de ensayo para la 

evaluación de tiempos cortos de reacción y en matraces de 200ml y en un bioreactor de 1 

litro de capacidad, marca Applikon Biotechnology, Mex. Modelo ADI-1030 

 

Fig.23 Biorreactor de 1L, utilizado para la sacarificación del Bg por el filtrado liofilizado 
concentrado de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18. 

El sistema de reacción consta de bagacillo de caña suspendido en solución amortiguadora 

y adicionado de filtrado enzimático obtenido. La concentración del  bagacillo, así como el 

tipo de buffer, su concentración y la relación enzimas sustrato se dan en las figuras 
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correspondientes.  

Se utilizó bagacillo de caña de azúcar nativo como fuente de carbono, el pretratamiento 

físico fue la esterilización por 20 minutos, a una presión de 121 psi en las pruebas a 

tiempos largos en matraz en la mayoría de los casos, o bien lavado. En otras pruebas se 

utilizó sin pretratamiento alguno, ni físico ni químico.  

Se evaluaron otras variables como temperatura, uso de agentes tensoactivos y 

conservadores, pretratamientos y tamaño de partículas. Los detalles de cada una de estas 

variables se especifican en las figuras correspondientes. El seguimiento de la hidrólisis 

enzimática se realizó midiendo la concentración de los azúcares reductores a lo largo de 

cada experimento. 

IV.I.5.Determinación de las actividades enzimáticas. 

IV.1.5.a.Actividad celulolítica en papel filtro. 

Se determinó utilizando papel filtro como sustrato. Para el ensayo una tira de 50 mg de 

papel filtro Wathman N° 1 se depositó al fondo de un tubo de ensaye al que se le 

adicionaron 1.5 ml de solución amortiguadora de citratos 0.1 M, pH 4.8 y 0.5 ml de 

muestra. La mezcla de reacción se incubó en un baño termostático a 50°C, después de 

este tiempo a esta mezcla se le adicionaron 3.0 ml del reactivo de DNS (Miller, 1959) y los 

tubos se sometieron a ebullición durante 5 min y  se diluyeron con agua para alcanzar un 

volumen final de 20 ml. Los tubos fueron leídos en un espectrofotómetro (Hitachi Mod. 

100-40, Japan) a una longitud de onda de 550 nm. Como blanco de reacción se utilizaron 

muestras inactivadas por ebullición durante 5 min en lugar de muestras activas. Una 
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unidad de actividad enzimática fue definida como la cantidad de enzima necesaria para 

liberar una μmol de glucosa a partir de papel filtro, en las condiciones de ensayo. 

IV.I.5.b.-Determinación de actividad celulolítica sobre carboximetilcelulosa,  (CMC). 

Se utilizó la metodología previamente reportada (Miller, 1960;  García, 1983). La mezcla 

de reacción contenía 1.5 ml de carboximetilcelulosa 0.75% en buffer citratos 75mM, pH 

4.8 y 0.5 ml del filtrado enzimático correspondiente. La mezcla se incubó durante 1 hora a 

50 °C. Los azucares reductores producidos fueron cuantificados por el método de DNS 

como se ha descrito para los otros métodos. Una unidad de actividad enzimática fue 

definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar una μmol de glucosa a partir 

de CMC, en las condiciones de ensayo. 

IV.1.5.c.Actividad exopectinolítica. 

Se determinó por la cuantificación de azucares reductores liberados de pectina por el 

método de DNS utilizando una curva estándar de ácido galacturónico. El sistema de 

reacción consistió de 0.7ml de pectina al 0.9% (p/v), 1.0 ml de buffer de acetatos 0.17 M a 

pH  5.0 y 0.3 ml de filtrado enzimático libre de células. La mezcla se incuba a 45 °C durante 

1 hora. Al término del tiempo se  adicionaron 3 ml de DNS y se calentó la mezcla a 

ebullición por 5 min, se le añadieron 15 ml de H2O destilada y se leyó a una longitud de 

onda de 550 nm en un espectrofotómetro (Hitachi Mod. 100-40, Japan). Una unidad (U) 

de actividad exopectinolítica se define como la cantidad de enzima necesaria para 

catalizar la producción de 1mol de ácido galacturónico en 60 min bajo las condiciones de 

ensayo. 
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IV.1.5.d.-Actividad xilanolítica. 

La actividad xilanolítica se determinó por la cuantificación de los azúcares reductores 

liberados del xilano por el método de DNS usando una curva de xilosa como patrón, 

obtenidos después de la incubación de: 1.5 ml de xilano de lardo abedul (Sigma Chemical 

Co.) al 0.75% (w/v) en buffer citratos 75 mM a pH 4.8 y 0.5 ml del filtrado enzimático 

libre de células a 50 °C durante 15 min. Al término del tiempo se le adicionó 3.0 ml de 

DNS y se calentó la mezcla a ebullición por 5 min., se le añadieron 15ml de H2O destilada 

y se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm en un espectrofotómetro 

(Hitachi Mod. 100-40, Japan). Se interpolaron los valores obtenidos en una curva 

estándar de xilosa. Una unidad (U) de actividad xilanolítica se define como la cantidad de 

enzima necesaria para catalizar la producción de 1 mol de xilosa en 15 min bajo las 

condiciones de ensayo. 

IV.I.5.e.-Determinación de la Actividad de β-Glucosidasa.  

 

Esta actividad fue determinad por el método previamente reportado (García, 1983). El 

sistema de reacción se componía de 0.25 ml de solución de P-nitrofenol-β-D-glucósido 

(PNFG) 6.0 μM en buffer de citrato 0.1 M a un pH de 4.8, 0.5 ml de buffer citrato 100 mM 

pH 4.8 y 0.25 ml de filtrado enzimático. Esta mezcla se incubó a 50 °C durante 10 min. Al 

cabo de ese tiempo una alícuota de 0.2 ml fue retirada de cada tubo y adicionada a tubos 

que contienen 4.8 ml de Na₂CO₃, 0.1M y se lee la absorbancia en un espectrofotómetro a 

420 nm. La concentración de p-nitrofenol liberado se utilizó una curva estándar de p-

nitrofenol (PNF). Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad de 

enzima que libera una μmol de PNF bajo las condiciones de ensayo.  
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IV.5.f.-Actividad endo-pectinolítica. 

La actividad de la enzima se determinó por el cambio de viscosidad que se produce en una 

solución de pectina al 1% (p/v) y una solución amortiguadora de acetatos 100 mM a pH 

4.2 con NaCl (0.03 % p/v), se utilizó un viscosímetro de Oswald. La reacción se inició al 

adicionar 0.5 ml de fracción extracelular a 10 ml de la solución de pectina y se incubó a 

30°C, se midió el tiempo de reacción así como el tiempo que tardó en fluir la solución. La 

actividad se expresó en unidades enzimáticas (U), se define como la cantidad de enzima 

que redujo en un 50 % la viscosidad relativa de la solución de pectina en las condiciones 

de ensayo.  

IV.6.-Técnicas analíticas generales.- 

IV.6.a.-Determinación de azúcares reductores 

Los azúcares reductores fueron determinados por el método de DNS (Miller, 1959). La 

mezcla de reacción constó de 0.1 ml de muestra,  0.9 ml de H2O destilada, 3 ml del 

reactivo del ácido dinitrosalicílico (DNS); la mezcla fue puesta en ebullición por 5 min, se 

le añadieron 15 ml de H2O destilada y  se leyó a una longitud de onda de 550 nm en un 

espectrofotómetro (Hitachi 100-40, Japan). La concentración de azúcares reductores fue 

calculada utilizando una curva estándar de glucosa. 

IV.6.b.-Determinación de proteína 

 

La cuantificación de la concentración de proteína en la muestra se determinó por el 

método de Lowry (Lowry y col, 1951).  
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V.-RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 V.1.-Producción de enzimas.-  

El género Aureobasidium ha sido objeto de estudio por otros autores  también para la 

producción de celulasas y otros metabolitos (Seviur & kristiansen, 1983; Leathers, 1986; 

Christov & Prior, 1993; Yurlova y col, 1996; Gupta y col, 1973 2003; Zhang y col, 2006 

2007?; Moisier y col, 2007; Wang y col, 2008; Zalar y col, 2008; Chi y col, 2009). 

La cepa de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18 fue aislada y seleccionada por su capacidad para 

crecer sobre sustratos celulósicos y producir celulasas y xilanasas (Larios y col, 1982; 

Gilbon y col, 1986).  

V.1.a.Efecto de la concentración del inóculo. 

Aureobasidium sp. CH-Y-TE18 crece bien en diversos sustratos celulósicos y nos interesaba 

evaluar la producción de celulasas, xilanas y pectinasas, creciendo a esta cepa sobre 

celulosa microcristalina (avicel), así como en bagacillo de caña de azúcar (BC). Para tal 

efecto, se evaluó en primer término, el efecto del inóculo sobre la producción de las 

diferentes enzimas. El nivel de inóculo se estandarizó ajustando la densidad óptica (DO) 

como se indica en la sección de Material y Métodos.  

En la fig. 24 se muestra la producción de celulasas. Como se puede ver, utilizando avicel 

como única fuente de carbono, la actividad obtenida es prácticamente la misma cuando el 

nivel de inóculo fue de 0.05 y 0.1 UDO (Fig.24). Cuando el inóculo fue menor (0.01 UDO), 

la producción de celulasas fue muy pobre, cerca de 5 veces menos en esta condición que 

en las dos anteriores donde la producción fue de  4-5 U/ml.  
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Fig.24 Efecto del inóculo sobre la producción de celulasas de Aureobasidium sp. CH-Y-
TE18, creciendo sobre avicel al 0.75% como única fuente de carbono. 
Inóculo 0.01 UDO (), 0.05 UDO ( ) y 0.10 ().  

 

Cuando la fuente de carbono fue bagacillo de caña de azúcar (0.75%), la mayor actividad 

también se obtiene para los niveles más altos de inóculo, aunque es ligeramente superior 

cuando se utiliza 0.05 UDO de inóculo (Fig. 24).  

Sin embargo, para el nivel más bajo (0.01 UDO) y a diferencia de lo que pasa en avicel 

(Fig.24) la actividad se produce desde tiempos cortos lo que parece indicar que el 

microorganismo crece mejor con este sustrato que con avicel.  

En este sentido y dado que el bagacillo contiene también otros polisacáridos 

(hemicelulosa, principalmente) el microorganismo podría crecer más rápido ya que cuenta 
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con fuentes alternas de carbono más fácilmente asimilables, lo que no ocurre en el caso 

del avicel.   

También es importante hacer notar que la producción cuando se utiliza bagacillo de caña 

es ligeramente menor que con avicel.  

La máxima actividad obtenida en bagacillo es un 37% menor que la máxima obtenida en 

avicel, diferencia que se acentúa a tiempos más cortos, por ejemplo, a las 72 horas la 

actividad en bagacillo es menos de la mitad de la que se obtiene en avicel (Fig. 24 y 25).  

Esto podría deberse a la presencia sustratos alternos (hemicelulosa) que retardan la 

producción de celulasas. 

Es interesante que en este caso el microorganismo fue capaz de crecer y producir las 

enzimas en un medio muy pobre y utilizando material sin pretratamiento. 

 La mayoría de los autores cuando hablan de la degradación de materiales celulósicos, 

como Linko y Nybergh (1978), aplican pretratamientos de diversos tipos. Asimismo, 

Choudhury y colaboradores (1980), cultivan Cellulomonas para producir celulasas,   con  

bagazo de caña tratado en condiciones alcalinas.  Fan y colaboradores (1982) realizan un 

estudio exhaustivo para su tiempo sobre el tema y haciendo el análisis económico 

correspondiente. Dado el que los pretratamiento son por lo general costosos Moisier y 

colaboradores (2005), continúan con la búsqueda del pretratamiento idóneo con miras a 

disminuir costos.  
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Por lo que, hay ventajas en nuestro estudio al utilizar el bagacillo de caña de azúcar sin 

pretratamiento alguno, lo que hace que sea menos costoso, se lleve a cabo la producción 

e hidrólisis en menor tiempo y sobre todo no contamine con productos tóxicos.  

 

 

Fig.25 Efecto del inóculo sobre la producción de celulasas de Aureobasidium sp.  CH-Y-
TE18, creciendo sobre bagacillo 0.75% como única fuente de carbono  
Inóculo 0.01 UDO (),  0.05 UDO ()  y 0.10 ().  

 

Por otro lado y en virtud de que esta cepa es capaz de producir diversas enzimas 

degradadoras de polisacáridos, se determinó la actividad pectinolítica producida sobre 

avicel y bagacillo de caña. Con avicel como única fuente de carbono se encontró actividad 

exo pectinolítica (Fig. 26). 
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Fig.26 Efecto del inóculo sobre la producción de pectinasas de Aureobasidium sp. CH-Y-

TE18, creciendo sobre avicel al 0.75% como única fuente de carbono.  

Inóculo 0.01 UDO (), 0.05 UDO ( ) y 0.10 (). 

La actividad fue mayor con el inóculo de 0.1 UDO seguido por 0.05 UDO, y al igual que en 

el caso de la producción de celulasas con el inóculo más bajo  se obtuvieron también las  

actividades más bajas. Llama la atención el hecho de que se hayan producido enzimas 

pectinolíticas en avicel (celulosa microcristalina) que no contiene pectina, en sentido 

estricto no se esperaba la producción de pectinasas ya que, en general, la producción de 

pectinasas es inducida por pectina.  Sin embargo, en algunos microorganismos se 

producen niveles basales en forma constitutiva como se ha descrito en varios trabajos 

(Aguilar y col 1986, 1987, 1990, 1993), y este podría ser el caso en Aureobasidium sp CH-Y-

TE18. 
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Otra posibilidad es que la producción de pectinasas esté  cooregulada con la de celulasas 

en esta cepa.   

La producción de pectinasas utilizando bagacillo de caña se muestra en la Fig. 27, como se 

puede apreciar en este caso las diferencias en la producción por efecto de los diferentes 

niveles de inóculo se hace menor y los resultados para las tres concentraciones son más 

uniformes. A diferencia de lo que se encontró con la actividad celulolítica, la actividad 

pectinolítica se produce en mayores concentraciones cuando se utilizó bagacillo de caña. 

De hecho los niveles de producción alcanzados con avicel fueron en promedio 60% más 

bajos en relación a los obtenidos con bagacillo de caña. Esta diferencia, que favorece al 

bagacillo de caña, se puede atribuir a la presencia de pectina en el bagacillo lo que no se 

presenta en avicel.  

Como ya se había mencionado, esta cepa aparentemente produce niveles constitutivos de 

pectinasas, que se incrementan por la presencia de la pectina. A pesar de que la 

concentración de pectina es muy baja en el bagacillo, es aparentemente suficiente para 

estimular la producción de las enzimas.  

Resultados de la producción de pectinasas sobre bagazo de caña se han reportado en 

fermentación en fase sólida por otros autores ( Acuña y col, 1995; Soccol, 1995; Solis-

Pereyra y col, 1988, 1993, 1996). 
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Fig.27 Efecto del inóculo sobre la producción de pectinasas de Aureobasidium sp. CH-Y-

TE18, creciendo sobre avicel al 0.75% como única fuente de carbono.  

Inoculo 0.01 UDO (), 0.05 UDO () y 0.10 (). 

 

De los resultados anteriores se puede ver que para los niveles de 0.05 y 0.1 UDO de 

inóculo son muy similares tanto para la producción de celulasas como de pectinasas por lo 

que en los experimentos siguientes se fijo el nivel de inoculación en 0.05 UDO.  

V.1.b.- Efecto de la fuente de carbono sobre la producción de las enzimas 

 

A fin de evaluar el potencial de la cepa para crecer sobre otras fuentes de carbono y 

producir celulasas y particularmente pectinasas, se evaluó el crecimiento y la producción 

de enzimas en cáscara de limón y pectina, además del avicel y el bagacillo de caña. Es de 

hacer notar que todos los sustratos fueron utilizados sin pretratamiento, ya que como se 
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ha dicho de los muchos estudios realizados una variable costosa es la utilización de algún 

tipo de tratamiento (Dale, 1987;  2009).  La producción de celulasas se presenta en la Fig. 

5, como puede verse la producción se ve favorecida cuando la Aureobasidium crece en 

avicel. La segunda mejor condición se encontró cuando se utilizó cáscara de limón seguida 

por el bagacillo de caña (Fig. 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.28 Efecto de la fuente de carbono sobre la producción de celulasas de Aureobasidium 

sp. CH-Y-TE18. 

Creciendo sobre Avicel (), bagacillo ( ),  cáscara de limón () y pectina ().   

En cuanto a la actividad de pectinasas, como  era de esperarse, la pectina y la cáscara de 

limón favorecen claramente la producción de estas enzimas. Estas enzimas se producen 

rápidamente, a las 24 horas de fermentación se alcanzan niveles cercanos a 30 U/ml tanto 

en pectina como en cáscara de limón, aunque en este último se alcanzan los niveles más 
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altos, contrariamente a lo que ocurrió en el caso de las celulasas, la menor actividad 

pectinolítica, se obtuvo en avicel (Fig.29). 

 

Fig.29 Efecto de la fuente de carbono sobre la producción de pectinasas de Aureobasidium 
sp. CH-Y-TE18. 

Creciendo sobre Avicel (), bagacillo (),  cáscara de limón () y pectina ().  

En estos experimentos también se determinó la actividad la endo-pectinolítica (Fig. 30). 

Esta actividad se produce en cáscara de limón, pectina y bagacillo de caña en orden 

descendente y prácticamente no hay actividad cuando Aureobasidium  sp. CH-Y-TE18 

creció en avicel.  

Otros autores, han demostrado también que algunos desechos como la cáscara de limón 

inducen la producción de pectinasas (Aguilar y col, 1986, 87, 90, 93, Álvarez y col 2004) y 
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dada la composición de este desecho que también contiene celulosa y hemicelulosa, es 

posible inducir también la síntesis de estas enzimas. 

Es interesante observar que en el caso de la producción de pectinasas en los desechos, se 

obtienen rendimientos superiores a los que se obtienen con el sustrato puro. 

 

Fig.30 Efecto de la fuente de carbono sobre la producción de endo-pectinasas de 

Aureobasidium sp. CH-Y-TE18. 

Creciendo sobre Avicel (), bagacillo (),  cáscara de limón () y pectina(O). 

Como se ve en los experimentos anteriores Aureobasidium sp. CH-Y-TE18 es capaz de 

producir celulasas y pectinasas creciendo sobre avicel, pectina, cáscara de limón y 

bagacillo de caña.  

 La producción de estas enzimas es variable dependiendo del sustrato específico, las 

pectinasas se producen en mayores niveles pectina y cáscara de limón, al igual que la exo 
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pectinasa, mientras que  el mayor rendimiento de celulasas se obtiene en celulosa 

microcristalina. El rendimiento en bagacillo fue bajo, incluso menor al obtenido en cáscara 

de limón, lo que sugiere que la celulosa y los otros sustratos  en este material están menos 

disponibles dado las interacciones entre ellos y el alto grado de cristalinidad de la celulosa,  

lo que puede ocasionar un crecimiento limitado. Por lo cual, y tratando de promover el 

crecimiento, se probó la adición de extracto de levadura a los cultivos con bagacillo, 

utilizando bagacillo lavado y no-lavado. Los  resultados se muestran en la Fig.31.   

 

Fig.31 Efecto del bagacillo lavado y del extracto de levadura como  fuente de carbono  
sobre la producción de celulasas de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18. 
Creciendo en bagacillo lavado con extracto de levadura (), bagacillo lavado(O),  bagacillo no 

lavado con extracto de levadura (), bagacillo no lavado, () y extracto de levadura ().  
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La adición de extracto de levadura mejora ligeramente la producción de celulasas, 

particularmente a tiempos cortos, tanto cuando se utiliza el bagazo lavado como el no-

lavado y de estos la producción más alta se obtuvo con el bagacillo lavado (Fig. 31).  

El extracto de levadura estimula el crecimiento independientemente de la fuente de 

carbono utilizada, esto ha sido reportado por otros autores para diferentes 

microorganismos (Saldaña, 2009), lo que puede explicar que la producción haya 

aumentado en tiempos cortos, tendiendo a igualarse al final de la fermentación (Fig. 31). 

Por otro lado,  cuando el bagacillo es lavado, se eliminan los azucares solubles presentes,  

dejando solo los componentes insolubles (celulosa, hemicelulosa). Si bien los azucares 

solubles pueden favorecer el crecimiento también ejercen represión catabólica sobre la 

síntesis de celulasas,  xilanasas, etc. haciendo que la productividad descienda. Cuando 

estos son eliminados, el efecto de represión catabólica es menor y la producción se 

incrementa como ocurre con esta cepa (Fig.31).  

La producción observada en extracto de levadura solo es muy baja y podría corresponder 

a un nivel basal de celulasas que se producen en forma constitutiva, como ya se dijo 

anteriormente.  
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En cuanto a la producción de la actividad pectinolítica, a diferencia de lo que ocurrió con 

la producción de celulasas, la adición de extracto de levadura ocasionó una disminución 

de la producción  cercana al 50% para bagazo lavado y no lavado (Fig.32).  

 

 

 
Fig.32 Efecto del bagacillo de caña lavado y de la levadura como  fuente de carbono sobre 
la producción de pectinasas de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18.  
Creciendo en bagacillo lavado con levadura (), bagacillo lavado(O),  bagacillo no lavado 
con levadura (), bagacillo no lavado  ()  y levadura.  
 
La actividad en bagacillo no lavado fue mayor  a la obtenida en el lavado, de hecho a las 24 

horas en esta última condición se produce prácticamente el 90% de la actividad, mientras 

que en  las otras condiciones la velocidad de producción en más baja (Fig.32).  
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 Con el fin de aumentar la disponibilidad de sustrato para Aureobasidium sp. CH-M-1018 y 

evaluar la relación entre la concentración de bagacillo de caña con la producción de 

celulasas, se probaron diferentes concentraciones de bagacillo en la fermentación. Las 

concentración usada hasta esta etapa fue de 0.75 % y se utilizaron 2% y 4% en los 

siguientes experimentos (Fig.33).  

 

Fig.33 Efecto de la concentración de bagacillo de caña de azúcar sobre la producción de 
celulasas de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18, con diferentes fuentes de carbono. 
Avicel 0.75%(), bagacillo 0.75% (O),  bagacillo al 2%(), bagacillo al 4% ().   

 Como control se utilizó un cultivo conteniendo avicel al 0.75%. La producción de celulasas 

es mayor en avicel que en bagacillo de caña cuando están a la misma concentración.  

Sin embargo, al aumentar la concentración, la actividad máxima producida es de 3 a 4 

veces mayor  que en avicel y del orden de 4 a 6 veces mayor que en bagacillo al 0.75%, 

cuando se utilizan concentraciones de 2 y 4%, respectivamente (Fig. 33). Este resultado 
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apoya que la baja producción de celulasas en bagacillo de caña en los experimentos 

previos es la consecuencia de la baja disponibilidad de sustrato. También indica que la 

cepa es muy buena productora de celulasas. Esto último es muy importante ya que el 

género Aureobasidium ha sido muy estudiado por diferentes autores como productor de 

xilanasas y pectinasas pero no de celulasas. (Dennis and Buhagiar 1973; Deshpande y col. 

1992; Leathers 1986; Buzzini and Martini 2002) 

V.1.C.- Sustitución de ingredientes y escalamiento de la producción  

 

Un aspecto muy importante en la producción de enzimas y que tiene mucho que ver con 

los costos del producto final es el relativo a la calidad y tipo de ingredientes del medio de 

cultivo.  

En nuestro caso se está utilizando como fuente de carbono el bagacillo de caña que es un 

subproducto de la industria azucarera pero también utilizamos un medio mineral. En este 

sentido, es necesario sustituir las sales de grado analítico, que se han usado en los 

experimentos  previos a nivel de laboratorio, por sales de grado industrial.  

 Para tal efecto se realizaron algunos experimentos  sustituyendo todos los componentes 

del medio mineral con sales grado industrial. La evaluación de esta sustitución se realizó 

utilizando avicel y bagacillo de caña como fuentes de carbono con los dos tipos de sales 

(Fig. 33 y 34).  
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Fig.34 Comparación del efecto de la sustitución de sales grado analítico (GA), por  grado 
industrial (GI), a pH 4.4-4.6, sobre la producción de celulasas de Aureobasidium sp. CH-Y-
TE18. 
Utilizando como fuente de carbono Avicel 0.75% en sales GA (O), Avicel en sales GI (), bagacillo 

2%, en sales GA () y Bagacillo en sales GI ().  

 

En la Fig. 34 se muestran los resultados de la producción de la actividad celulolítica.   

Como puede apreciarse con avicel como fuente de carbono, es ligeramente superior 

cuando se utilizan sales grado industrial.  Aunque al principio de la fermentación (las 

primeras 24 horas), hay un retraso en la producción en sales de GI que se recupera y 

supera ligeramente a lo obtenido con sales de grado analítico. 

 Cuando se utilizó bagacillo de caña los resultados favorecen la producción con sales de 

grado analítico que superan en alrededor de 15% la producción obtenida con sales GI.  

Encontramos diferencia entre los niveles de producción que favorecen a las sales GA: Sin 

embargo, un factor importante es el costo de los reactivos utilizados: en el caso de las 
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sales GA, 1 litro de medio tiene un costo aproximado de $48.94, mientras que para la 

producción con sales GI el costo también de 1 litro de medio es de $ 1.62. Así es que, 

aunque la producción es ligeramente mayor con las sales GA,  su costo de medio es 30 

veces mayor que el medio con sales GI y dado que la diferencia en nivel de producción no 

es muy grande (15% menor con sales industriales) consideramos que la sustitución no 

resulta desfavorable, se disminuye ligeramente la productividad pero se ahorra 

considerablemente en costos.  

V.1.d.- Comparación de sales grado analítico e industrial en la producción de Pectinasas. 

 

La producción de pectinasas,  tienen esencialmente el mismo perfil que la producción de 

celulasas. Los mayor producción se obtuvo con bagacillo de caña y sales grado analítico, 

sin embargo, con sales industriales la actividad máxima producida es menor del 10% que 

con sales analíticas (Fig. 35).  

Con avicel la diferencia entre las sales analíticas e industriales, favorece a estas últimas, 

obteniéndose producciones superiores hasta en un 40% de lo obtenido con sales grado 

analítico. 

 Estos resultados son muy promisorios ya que si bien la producción tanto de celulasas 

como de pectinasas  es menor cuando se utilizan sales industriales, se compensa de sobra 

cuando se analizan los costos de estas materia primas.  

El costo de los reactivos grado analítico utilizados en el laboratorio, por tener un alto 

grado de pureza son costosos, lo que hace que  no puedan ser utilizados a escala industrial 
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ya que haría inviable cualquier proceso, porque impacta el costo del producto final y por 

supuesto, su precio en el mercado.   

Por lo anterior, se puede considerar que la sustitución a sales de grado industrial es muy 

favorable. 

 

Fig.35 Comparación del efecto de la sustitución de sales grado analítico (GA), por  grado 
industrial (GI), a pH 4.4-4.6, sobre la producción de pectinasas de Aureobasidium sp. CH-Y-
TE18. 
Utilizando como fuente de carbono Avicel 0.75% en GA (O), Avicel en GI (), bagacillo 2% en GA 
() y Bagacillo en GI ().   

 

V.1.E.- Evaluación de la producción en mayor escala. 

Una vez que se obtuvieron las condiciones mínimas de producción se procedió a escalar la 

producción de las enzimas, hasta ahora evaluadas solo a nivel matraz con 100 ml de 

medio en matraces de 500 ml, para llevarla a un nivel de 1 y 14 L en un matraz de 
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Fernbach y en un fermentador instrumentado respectivamente. En este caso se utilizó una 

concentración de bagacillo del 2%, que aunque encontramos que al 4% la actividad 

producida es más alta, esta última concentración provoca problema  de transferencia de 

masa así como taponamiento de las líneas de muestreo y heterogeneidad en el mezclado.   

De acuerdo a los resultados anteriores en esta etapa se utilizaron las condiciones que 

dieron  mejores resultados. 

 En ambos niveles se llevo a cabo la determinación de la proteína extracelular producida a 

lo largo del cultivo a fin de tener una idea más clara del comportamiento del 

microorganismo en las dos escalas.  

Los resultados se muestran en la Fig. 36. Se puede observar un aumento en la cantidad de 

proteína muy similar tanto en el matraz Fernbach, como en el fermentador de 14 L, 

durante las primeras 72h de cultivo después de la cuales, la proteína producida aumenta 

solo en el fermentador de 14L.  

Este comportamiento podría deberse a que una limitación de oxigeno en el matraz ya que 

en el fermentador se suministra aire continuamente durante toda la fermentación 

mientras que en el matraz la oxigenación depende solo de la aireación superficial y de la 

velocidad de agitación y frecuentemente el oxígeno llega a condiciones limitantes que 

restringen el crecimiento y por lo tanto la producción de proteína extracelular. 
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Fig.36 Proteína extracelular producida por  Aureobasidium sp. CH-Y-TE18, crecido en 
bagacillo 2% como única fuente de carbono. 
En matraz fernbach (), y fermentador de 14 litros ().  

En la Fig. 37 se muestran las actividades producidas en el fermentador. En este caso 

además de celulasas y pectinasas también se determino la actividad de xilanasas y β- 

glucanasa. Los niveles de celulasa alcanzados en esta etapa fueron prácticamente los 

mismos que los obtenidos en los experimentos en matraces agitados. Sin embargo, la 

producción de pectinasa si se vio incrementada en poco más del 20%  el fermentador (Fig. 

37). La actividad de xilanasa fue muy alta alcanzando niveles cercanos a las 50 U/ml, que 

se considera en términos generales como una muy buena actividad, comparándola con la 

obtenida, por ejemplo con cepas de Aspergillus. Camacho y Aguilar, (2003) reportan la 

producción de xilasas de Aspergillus flavipes a nivel de fermentador en niveles semejantes 

a los producidos por Aureobasidium sp CH-Y-TE18.   
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Es interesante que esta cepa produzca tan buenos niveles de xilanasa ya que esto amplia 

el horizonte de la aplicación de esta cepa silvestre. Otros autores  (Christov & Prior, 1993) 

han utilizado xilanasas producidas por A. pullulans  para disolver xilanos de pulpas de 

madera tratadas.  

En cuanto a la actividad de  la β-glucosidasa, que se muestra en la figura 37, se puede 

observar que se presenta un aumento continuo llegando a 14 U/ ml, a las 120h de 

incubación presentando una excelente actividad, recordemos que actúa sobre la celobiosa 

liberando glucosa. Aunque la presencia de glucosa y celobiosa pueden reprimir la 

producción de esta enzima de acuerdo a Hagget y col, 1979, Rumyantseva y col, 1982, en 

nuestro caso  no se observó el efecto. 

Estas β–glucosidasas, pueden ser utilizadas en la hidrólisis enzimática de celulosa de fibra 

de maíz y otra biomasa celulósica para la subsecuente producción de etanol. La alta 

actividad de la β-glucosidasa de A. pullulans, para convertir una variedad de celo-

oligosacáridos en celobiosa, la alta tolerancia al substrato, la no dependencia a 

compuestos con iones metálicos o tiol compuestos, y su alta termoactividad hacen a esta 

enzima como probable candidata a la aplicación en la hidrólisis enzimática de celulosa a 

glucosa. 

La determinación de estas actividades se realizó también con el propósito de caracterizar 

las diversas actividades que se produjeron en estas condiciones ya que este filtrado se 

utilizará para llevar a cabo la sacarificación del bagacillo de caña en la siguiente etapa y 

como se puede apreciar en la figura 14, Aureobasidium sp. CH-Y-TE18, creciendo en 

bagacillo de caña, produce de xilanasas, pectinasas, celulasas y β- glucosidasas.  
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Fig.37 Actividades Enzimáticas producidas por Aureobasidium sp. CH-Y-TE18, crecido en 
bagacillo 2% como única fuente de carbono:  
Xilanasas (), pectinasas (), β-glucosidasa () y celulasas(O). 

V.2.- Sacarificación.- 

 

Con el fin de evaluar la capacidad de las enzimas obtenidas de Aureobasidium para la 

obtención de azucares fermentables a partir de bagacillo de caña de azúcar se llevó a cabo 

una serie de experimentos tendientes a diseñar un sistema de sacarificación lo más simple 

y económico posible.   

Para tal efecto y ya obtenidas las condiciones favorables de producción, se procedió a 

producir y caracterizar un lote de mayor volumen (14L), y así  contar con una cantidad 

suficiente de filtrado enzimático para llevar a cabo los experimentos de sacarificación. 
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Se realizó una fermentación utilizando Bagacillo de caña de azúcar como única fuente de 

carbono en un fermentador de 12 litros de volumen de trabajo. La fermentación se hizo 

en las condiciones descritas en la sección anterior y una vez terminada, se procedió a 

separar el filtrado y a evaluar las actividades producidas para posteriormente concentrarlo 

y utilizarlo en la evaluación de su capacidad sacarificante en experimentos in vitro  con 

bagacillo de caña.  

V. 2. A.- Evaluación de la capacidad sacarificante del filtrado de Aureobasidium sp CH-Y-

TE18 utilizando papel filtro (PF) y bagazo de caña de azúcar (Bg). 

 

Las principales actividades del concentrado enzimático obtenido fueron celulasas, 

pectinasas endo y exo, xilanasas y β-glucosidasa. Así se probó la acción de las enzimas 

obtenidas en dos sustratos, papel filtro (Pf) y bagacillo de caña de azúcar (Bg). El sistema 

de reacción consistió de una suspensión de cada uno de los dos sustratos a una 

concentración final de 25 mg/ml. Como diluyente se utilizaron amortiguador de acetatos, 

citratos 0.1M, pH 4.8 y un control con agua destilada. En todos los casos los sistemas de 

reacción se incubaron a 50°C. Los resultados se muestran en la Figura 38, como puede 

apreciarse con papel filtro como sustrato y el amortiguador de acetatos  produce la mayor 

concentración de azúcares reductores. Con el buffer de citratos y agua los resultado en 

términos de azucares reductores producidos son muy semejantes aunque favorecen 

ligeramente a la condición de buffer de citratos (Fig. 38a). Cuando se utilizó bagacillo de 

caña (Fig. 38 b) los rendimientos son muy parecidos, independientemente del 

amortiguador utilizado para mantener el pH. Comparando la sacarificación de los dos 
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sustratos encontramos que los azúcares reductores liberados  a partir de Bg, es en 

promedio de cuatro veces mayor  de Pf. Esto tiene gran importancia ya que lo que se 

desea sacarificar son desechos celulósicos como es el bagacillo de caña. 
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Fig.38 Cinética de sacarificación de papel filtro al 2.5 % (a) y bagazo de caña de azúcar al 
4% (b) por el concentrado enzimático de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18. 
Utilizando buffer de citratos (),  acetatos ( ) y  agua destilada (). 

V. 2. B.- Efecto de la concentración de enzima. 

 

Un factor importante a considerar en nuestro estudio fue justamente el efecto de la 

concentración de enzima sobre la sacarificación. Encontramos que al aumentar la 

concentración de enzima se presenta una mayor producción de azúcares reductores (Fig. 

39). Sin embargo, a pesar del aumento en azucares reductores obtenido, casi dos veces si 

se compara la concentración más baja y la más alta de enzima, el incremento en la 

concentración de enzima fue de 4 veces más, por lo que no  parece muy conveniente 
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aumentar tanto la concentración de enzima. figura 39, esto se pudo deber a que la 

concentración del Bg, es el mismo 4% y por lo tanto, aunque se aumente la concentración 

de enzima el Bg es el mismo y ocurre una saturación por el sustrato disponible. 
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Fig.39 Efecto de diferentes concentraciones del [E]  filtrado liofilizado concentrado de 
Aureobasidium sp. CH-Y-TE18, en la sacarificación del bagacillo de caña de azúcar.  
 

V.2.C.- Concentración del Sustrato bagazo de caña.  

 

Uno de los parámetros importantes a estudiar es la proporción del sustrato idóneo para  

ser hidrolizado, en este caso el bagazo de caña de azúcar, catalogado como buen sustrato 

(Mandels y col, 1981).  

La figura 17, nos muestra la sacarificación empleando diferentes concentraciones de 

bagazo de caña de azúcar y la misma concentración de enzima, se observa que la 
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concentración de reductores aumenta a medida que aumenta la concentración de bagazo, 

este incremento no es directamente proporcional.  

Es decir a un aumento en el doble de bagazo no corresponde el doble de azúcares 

producidos. Dada la heterogeneidad del sistema, a medida que hay mas bagazo la enzima 

tiene un mayor número de sitios para fijarse y su aprovechamiento depende de la 

utilización de una mayor cantidad de sustrato, de modo que al haber más sitios de unión 

las enzimas son retenidas por tiempos más largos y su eficiencia tiende a disminuir. 

También las interacciones entre los diferentes componentes del sistema celulolítico 

disminuyen y no se favorece el sinergismo con el resultado final de reducción de eficiencia 

catalítica global. 

  a) al ser  heterogéneo en cuanto al tamaño de partícula y porosidad, la reacción de 

hidrólisis se ve favorecida en partículas pequeñas de fácil acceso enzimático y se dificulta 

al aumentar el tamaño de las partículas.  

 B) el acceso de las enzimas al aumentar  la cantidad de bagazo y  ocupar mayor volumen, 

o sea cuando el sistema es heterogéneo  se dificulta el acceso de la enzima específica al 

sustrato y favorece la saturación del complejo E/S en algunos lugares del sistema y 

obstaculiza en otros.  

Sin embargo, a mayor cantidad de sustrato la sacarificación fue mayor, aunado a los 

resultados anteriores y a que en la literatura es muy usada del 4 al 5 % de BS, nosotros 

adoptamos el 4% de BS para experimentos posteriores.  
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En nuestra investigación se utiliza poca enzima en el mismo tiempo, con diferentes 

rendimientos en azúcares reductores, pero sin pretratamiento del BS, tomando en cuenta 

que cuando hay pretratamientos drásticos como son los alcalinos, se  puede producir 

furfural y dioxanos, lo cual es tóxico si se usa para la industria alimentaria. 
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Fig.40 Efecto de la Sacarificación del bagacillo de caña de azúcar en diferentes 
concentraciones, por el filtrado liofilizado concentrado de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18.  

V.2.D.- Efecto del tiempo de incubación. 

 

Los resultados anteriores fueron obtenidos utilizando tiempos de reacción cortos (120 

min) y a continuación se probaron tiempos más largos y también quisimos evaluar  el 

efecto de la concentración utilizando mayores volúmenes para lo cual se usaron 

concentraciones de 3, 3.5 y 4% (Fig. 41).  
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En este caso se uso bagazo tratado por esterilización durante 20 min. La mayor generación 

de reductores se obtiene, al igual que en los experimento anteriores, utilizando la 

concentración de 4% y la esterilización favorece para que el rendimiento sea mayor.  

 

En nuestro sistema adoptamos el 4 %, que es una concentración en un intervalo muy 

comúnmente utilizado por varios autores. Blanco  y col en 1982, quienes utilizan el Bg con 

pretratamiento con NAOH, en concentraciones de entre 1 y 10%, y encuentran que del  4 

al 5% se obtienen los mejores rendimientos. 

 

 Nosotros, también probamos concentraciones de 6 y 8% pero los problemas de mezclado 

para mantener una distribución homogénea de enzima y bagazo hace que sea muy poco 

reproducible y práctico.   

 

También, Pandey y col. 2000, reportan el porcentaje en que se utiliza el bagacillo de caña 

de azúcar varía del 0.5 y 10 %, siendo el más frecuente el 5 %.  

 

En todos los estudios previos se realizan pretratamientos del bagacillo de caña de azúcar 

tanto físicos, químicos o  combinados.  

En nuestro experimento, como lo muestra la figura 18, encontramos que se utiliza el 4% 

como más efectivo y de fácil manejo, a las 26 Horas en matraz, se produjeron 30 mg/ml  

azúcares reductores.  
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Fig.41 Efecto en la Sacarificación del [Bg] Bagacillo de caña de azúcar  Esterilizado en diferente %. 
() 3%, () 3.5% y ()4%, por el  Filtrado proveniente de Aureobasidium sp CH-Y- TM 18.  

V.2 .E .Efecto de la temperatura en la sacarificación del bagazo de caña en biorreactor. 

Como se probó en experimentos anteriores, la figura 42, nos muestra en el bioreactor de 

un litro, diferentes temperaturas: como se precia en la Fig.42 a medida que se incrementa 

la temperatura de tratamiento la producción de reductores aumenta hasta alcanzar un 

máximo a 50°C, a 60°C de temperatura disminuye la concentración de reductores. A 22°C 

y a 40 °C, la actividad enzimática no es despreciable por lo que se deberá de tomar en 

cuenta para aplicaciones futuras.  En este sistema enzimático están presentes tanto las 

celulasas, pectinasas, xilanasas y presentan un rango de actividad entre 40 a 50°C por lo 



104 
 

que en principio la temperatura óptima de sacarificación esta dentro de los intervalos de 

temperatura de las diferentes enzimas presentes en el complejo enzimático producido por 

Aureobasidium sp.  

Aunque pudiera ser deseable utilizar temperaturas más altas las enzimas de nuestra cepa 

podrían desnaturalizarse y bajar  el rendimiento de productos.     
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Fig.42 Efecto de la temperatura en la Sacarificación del Bg esterilizado 4% por el filtrado 
liofilizado concentrado de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18. 

V.2.F.-Efecto de Conservadores en diferente concentración 

Los procesos de sacarificación en general no se llevan a cabo en condiciones estériles por 

lo  frecuentemente se reporta contaminación ya que la flora microbiana del ambiente 

utiliza los azucares formados por la hidrólisis de los materiales celulósicos.  
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Con el fin de controlar el desarrollo de flora microbiana,  se probaron tres conservadores 

de los más utilizados en estos estudios: ázida de sodio, benzoato de sodio y metabisulfito 

de sodio. 

De acuerdo a la literatura, se reporta cierto efecto inhibitorio en la sacarificación y un 

ligero efecto negativo en la actividad enzimática por lo que estudiamos diferentes 

concentraciones de cada uno tratando de encontrar una concentración que evitara el 

crecimiento microbiano pero que no comprometiera la actividad enzimática. 

 

Realizamos una prueba con tres conservadores a dos concentraciones (0.005% y 0.01%) 

cada uno, como lo muestra la Fig. 43.  

 

Si se compara al lote control con los lotes experimentales, encontramos que los 

conservadores sin importar su concentración, presentaron un efecto inhibidor en la 

sacarificación.  

La ázida de sodio produjo una inhibición muy semejante en las dos concentraciones.  

El efecto de inhibición mayor  se observó con meta bisulfito de sodio en ambas 

concentraciones.  

De los tres conservadores utilizados,  el benzoato de sodio fue con el que se observo 

menor inhibición en la sacarificación, lográndose obtener mayor hidrólisis.  

Este compuesto, además de que es comúnmente utilizado en alimentos resulta menos 

tóxico a las concentraciones utilizadas.  
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Fig.43 Efecto de conservadores en la sacarificación del bagacillo de caña al 4%, sin 
esterilizar por el filtrado de  Aureobasidium sp. CH-Y-TE18, durante 14 horas  

V. 2. G.-Efecto del tiempo de esterilización del bagacillo de caña  

Ya que es importante reducir la carga microbiana del sustrato utilizado para evitar la 

contaminación y consumo de azucares obtenidos durante la sacarificación por flora 

presente en el sustrato, se realizaron pruebas de esterilización a diferentes tiempos del 

bagacillo de caña de azúcar. La esterilización, puede también facilitar la sacarificación por 

lo se evaluó su efecto. Se utilizó bagacillo de caña al 4% y se probaron 20, 40 y 60 min de 

tiempo de esterilización.  Se observa (Fig. 44) que con cualquier tiempo de esterilización 

se favorece la sacarificación respecto del control sin esterilizar y se obtienen rendimientos 

de 50% más en promedio con cualquier tiempo de esterilización. No hay diferencias 

significativas entre 20, 40 y 60 minutos, aunque en este último tiempo se obtuvo mayor 

concentración de azúcares comparado con el control, sin esterilizar. 
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Con la esterilización se reblandecen las fibras de la celulosa, se abren poros, se aumenta la 

superficie de contacto con las enzimas  por lo que se facilita el ataque enzimático.  Sin 

embargo, aún con todas estas bondades de la esterilización las posibilidades de utilizarlo a 

gran escala se deben valorar ya que aumentan los costos del proceso.  
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Fig.44 Sacarificación del bagacillo de caña de azúcar 4% a  diferentes tiempos de 
esterilización:  
( ) 20 ′, (  )  40′, (  )  60′ y ( ) control, sin esterilizar, por el filtrado de  Aureobasidium sp. CH-
Y-TE18.  

IV.2.H.- Efecto del Tween 80  

 

En la figura 45, podemos observar el efecto de la utilización Tween 80, que es un 

surfactante, a diferentes concentraciones. En este experimento se presentaron 

incrementos en el % de conversión de azucares a medida que se aumento la 
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concentración del Tween 80, hasta un máximo a un intervalo concentración de 0.1-0.2%. 

A 0.3% la conversión disminuye respecto del máximo al igual que para concentraciones 

menores a 0.1%. Como se puede observar, la adición de Tween 80 favorece la producción 

de azúcares, lo que puede deberse a que se facilita la reacción al permitir el acceso de la 

enzima con el sustrato, lo que coincide con lo encontrado por otros autores (Otter y 

Munro, 1989). 
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Fig.45 Efecto de diferentes concentraciones de tween 80 en la Sacarificación del Bg por el 
filtrado de Aureobasidium sp. CH-Y-TE18. Durante 48 horas. 

V.2.I.- Efecto del tamaño de partícula del bagazo de caña de azúcar. 

 

El tamaño de partícula de partícula del sustrato, determina las facilidades del ataque 

enzimático así como el tiempo de degradación, es por esto que realizamos una 

comparación de tres lotes referidos en tres tamaños de partícula. Para tal efecto el 
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bagacillo se tamizó y se recuperaron dos fracciones: lo que fue retenido en la maya de 

2mm pero pasó por 4mm y lo que pasó por la maya de 2mm y fue retenido en la de 1mm 

serán referidos como mayor de 2mm y  mayor de 1mm, respectivamente. Estas fracciones 

fueron comparadas con el bagacillo tal como se recolecta y este se denominó entero. Los 

resultados están en la figura 46, en donde podemos observar que se presenta una relación 

inversa a menor tamaño mayor es la producción de azúcares reductores especialmente a 

tiempos cortos. 
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Fig.46 Efecto del tamaño de partícula en la sacarificación del bagacillo de caña de azúcar 
por el filtrado de Aureobasidium sp CH-Y-TE18  
Bagacillo entero (), mayor de 2mm () y mayor de 1 mm (). 

V.2.J.- Optimización de condiciones en la sacarificación de biorreactor. 

En la figura 47 se observan los resultados de la sacarificación en el bioreactor con 1L de 

volumen de trabajo, en estas condiciones se probaron algunas de las condiciones que 

funcionaron a nivel de matraz  incluida la utilización de conservador. Como ya se vio en los 
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experimentos anteriores con el bagazo esterilizado se facilita la sacarificación porque se 

presenta la celulosa pretratada que facilita la reacción. Por otro lado, la utilización del 

bioreactor da la posibilidad de controlar el pH a lo largo del proceso y en este caso se 

mantuvo a 4.8, que de acuerdo a nuestros resultados, fue  el idóneo para que este grupo 

de enzimas funcione de manera sinérgica. En la fig. 47 se ve que con agua y control de pH 

se obtienen mejores resultados con la utilización de amortiguador lo que es interesante ya 

que confirma los resultados anteriores y da la posibilidad de omitir el uso de 

amortiguadores lo que reduce costos de proceso.  

A pesar tanto de la esterilización como de la adición de conservador a tiempos mayores a 

40 horas, en ambas condiciones se presenta una disminución en la concentración de 

reductores  debido a consumo por microorganismos contaminantes presentes en el 

ambiente. Es importante resaltar la necesidad de llevar a cabo un estudio de costo-

beneficio que considere las condiciones obtenidas y los rendimientos con el fin 

determinar las más adecuadas no solo en función de los aspectos técnicos sino también 

de los costos.  

También, la figura 47 nos muestra la sacarificación del Bg, por el filtrado [E] de 

Aureobasium sp. CH-M-1018  en un medio con agua sin ajustar el pH, lo que simplifica el 

sistema de reacción, ya que se obtuvo una buena cantidad de azúcares reductores en el 

sistema minimizado.  

También, se probó con agitación y pH 4.8, en donde se encontró que estos dos factores 

favorecen la sacarificación mostrando una concentración de azúcares reductores mayor 
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que el lote sin agitación y sin ajustar el pH. Por los resultados obtenidos, se recomienda la 

agitación y ajustar el pH a 4.8 y así facilitar la acción enzimática. 
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Fig.47 Sacarificación del Bagacillo de caña de azúcar 4%, por las enzimas de Aureobasidium 
sp.CH-Y-TE18.  
Sistema de sacarificación con agua potable, pH, 7.6 sin ajustar y sin agitación (), con 

agitación 425 rpm, agua potable y  control de pH a 4.8 ( ) y con agitación 425 rpm, 

esterilizado, con buffer de acetatos 0.1M, pH 4.8  ().  

 

Se han utilizado múltiples combinaciones para producir bioenergía y alimentos, como 

R.W. Detroy, G. St. Julian y S.N Freeer, estudian la conversión biológica de los residuos 

agrícolas, en  1980, en donde estudian a Aspergillus niger comparado con varias especies 

de Trichoderma, como buenos productores de celulasas utilizando bagazo de caña de 

azúcar (Mandels y col 1974,  N. Toyama y Kogawa, 1972).  
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En su mismo artículo nombran al género Aureobasidium como levaduras que degradan 

xilanos y después ser utilizados en la producción de alcohol con la adición de otras 

levaduras. 

 En ese estudio todos los sustratos celulósicos fueron pretratados con diferentes métodos. 

A.V. Bolova y A.A. Klesov en 1990, publican un artículo sobre la comparación de la 

hidrólisis de celulosa microcristalina utilizando filtrados de celulasas provenientes de la 

bacteria Clostridium thermocellum a 65° C y una mezcla de los hongos de Trichoderma 

viridae, T. longibrachiatum, T. koningii, a 50° C en columnas, obteniendo 4 a 15% 

conversión en la primera y 18 a 19% de conversión en Trichoderma.  

En nuestro caso, probamos a nivel bioreactor la mezcla de dos filtrados, el de 

Aureobadisium sp. CH-Y-TE18,  descrito como celulolítico y xilanolítico, con Aspergillus sp., 

estudiado ampliamente por Aguilar y col. (1986, 1987, 1990, 1993) como pectinolítico.  

Los resultados nos muestran una mayor actividad enzimática cuando se mezclan ambos 

filtrados, llegando hasta 49 g/L que fue la mayor proporción de Aspergillus sp. 33% y 

menor de Aureobasidium 67%, que cuando la sacarificación se realiza separadamente en 

ambos filtrados, como se muestra en la figura 48.   
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Fig.48 Sacarificación del Bagacillo de caña de azúcar esterilizado 4%, con filtrados de 
Aureobasidium sp.CH-Y-TE18 y  Aspergillus sp. Durante 48 horas  
 

VI.- DISCUSION GENERAL 
 

El presente estudio se basó en la producción de enzimas celulolíticas por el hongo 

levaduriforme Aureobasidium sp. CH-Y- M18,  ya que es capaz de producir complejos 

enzimáticos extracelulares como son las celulasas, pectinasas y xilanasas entre otras, 

capaces de degradar moléculas complejas como lo es la  celulosa, hemicelulosa y pectina. 

Estas enzimas actúan sinérgicamente obteniéndose azúcares reductores como la glucosa, 

que podría ser utilizada en diversas aplicaciones. 

Este estudio se centra en la búsqueda de alternativas para la degradación de materiales 

celulósicos que consideren el posible impacto ecológico de los procesos y reduzcan las 

grandes cantidades de estos materiales en el planeta. 
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Es por esto, que nos dimos a la tarea de producir el sistema enzimático de  Aureobasidium 

sp. CH-Y- M18 para desarrollar un sistema de sacarificación y  evaluar su potencial para 

ser probado a escala industrial. 

En nuestro caso se utiliza bagazo de caña de azúcar de los cañaverales, que es un desecho 

agroindustrial subutilizado. Sin pretratamiento y con un tratamiento de esterilización. Los 

materiales celulósicos históricamente hablando desde los años 60 del siglo pasado, se han 

centrado en solucionar algunas de los problemas como: su colecta, transporte y su empleo 

eficiente con el fin de reducir los precios. Debido a la resistencia de los compuestos 

celulósicos a la hidrólisis enzimática, son sometidos a una gran variedad de 

pretratamientos que mejoran su degradabilidad pero llevan tiempo, mayores recursos y 

algunos son contaminantes.  

Se encontró que Aureobasidium sp CH-Y-TE18, produce una gama de enzimas como son: 

celulasas, β-glucosidasa, CMCasa, exo- y endo pectinasas y también xilanasas,  de manera 

natural existe un  balance de enzimas que pueden hidrolizar el bagacillo de caña. 

En este estudio se probó que el efecto de Aureobasidium sp CH-Y-TE18, es capaz de 

producir celulasas con un inóculo de 0.05 UDO, utilizando avicel como única fuente de 

carbono, la actividad obtenida es prácticamente la misma cuando el nivel de inóculo fue 

de 0.05 y 0.1 UDO (Fig. 24). Cuando el inóculo fue menor (0.01 UDO), la producción de 

celulasas fue muy pobre, cerca de 5 veces menor en esta condición que en las dos 

anteriores donde la producción fue de 4-5 U/ml. Es de hacerse notar que también se 

obtiene actividad exopectinolítica, (fig26). Sin embargo, en algunos microorganismos se 
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producen niveles basales en forma constitutiva como se ha descrito en varios trabajos 

(Aguilar, y col 1986, 1987, 1990, 1993), y este podría ser el caso en Aureobasidium sp CH-

Y-TE18. Otra posibilidad es que la producción de pectinasas este cooregulada con la de 

celulasas en esta cepa.   

En todas las fuentes de carbono probadas, en cuanto a la actividad celulolítica, los niveles 

más altos se obtienen con avicel como fuente de carbono, (fig. 28 y 29) seguida por la 

producción sobre cáscara de limón, (fig.28) y bagacillo de caña, (fig.25, 27 y 28). A 

diferencia de lo que se encontró con la actividad celulolítica, la actividad pectinolítica se 

produce en mayores concentraciones cuando se utilizó bagacillo de caña. De hecho los 

niveles de producción alcanzados con avicel fueron en promedio 60% más bajos en 

relación a los obtenidos con bagacillo de caña. (fig. 26, 29 y 30).  Esta diferencia, que 

favorece al bagacillo de caña se puede atribuir a la presencia de pectina en el bagacillo lo 

que no se da en avicel. Como ya se había mencionado, esta cepa aparentemente produce 

niveles constitutivos de pectinasas, que se incrementan por la presencia de la pectina. A 

pesar de que la concentración de pectina es muy baja en el bagacillo, es aparentemente 

suficiente para estimular la producción de las enzimas. Resultados de la producción de 

pectinasas sobre bagazo de caña se han reportado en fermentación en fase sólida por 

otros autores (Soccol, 1986; Acuña, 1983; Solis-Pereyra y col, 1988, 1993, 1996). 

Con pectina se obtienen niveles muy bajos de azúcares reductores, durante las primeras 

72 horas de fermentación, que se incrementan ligeramente después de este tiempo. Es 

interesante hacer notar que aunque la actividad es baja cuando se utiliza pectina, hay 

niveles basales de celulasas, que podrían indicar que hay un nivel constitutivo de esta 
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enzima en Aureobasidium sp CH-Y-TE18 (fig. 26, 29 y 30). Sin embargo, se presenta una 

variabilidad intrínseca de la cepa ya, que resulta lo contrario con algunos autores que bajo 

estas condiciones no detectan actividad pectinolítica (Pérez, R., 1996) 

En nuestros experimentos cuando probamos diferentes fuentes de carbono como avicel, 

bagazo de caña, cáscara de limón y también pectina, obtuvimos casi el doble de actividad 

tanto pectinolítica como celulolítica y además, en menor tiempo, lo que hace a esta cepa 

muy competitiva (Fig. 28 y 29). A las 24 horas de fermentación se alcanzan niveles 

cercanos a 30 U/ml tanto en pectina como en cáscara de limón, aunque en este último se 

alcanzan los niveles más altos, contrariamente a lo que ocurrió en el caso de las celulasas, 

la menor actividad pectinolítica, se obtuvo en avicel, contrario a lo que, algunos autores 

como Pérez Villalva R.1996, reportan que la actividad pectinolítica no se presenta cuando 

la fuente de carbono es avicel en Aureobasidium sp CH-M-1018. 

También se determinó la actividad endo-pectinolítica (Fig. 30). Esta actividad se produce 

en cáscara de limón, pectina y bagacillo de caña en orden descendente y prácticamente 

no hay actividad cuando Aureobasidium  sp. CH-Y-TE18 creció en avicel.  

Otros autores, han demostrado también que algunos desechos en la cáscara de limón 

inducen la producción de pectinasas (Aguilar, 1986, 1987, 1990, 1993) y dada la 

composición de este desecho que también contiene celulosa y hemicelulosa, es posible 

inducir también la síntesis de celulasas, pectinasas y xilanasas estas enzimas.(figs. 28, 29 y 

30) 
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Es interesante observar que en el caso de la producción de pectinasas en los desechos 

agroindustriales, se obtienen rendimientos superiores a los que se obtienen con el 

sustrato puro. Lo cual podría interpretarse como ya se mencionó, a una selección natural 

por el sustrato de donde fue aislado este hongo levaduriforme. 

Cuando probamos el bagacillo de caña lavado adicionado con extracto de levadura para 

estimular el crecimiento (figs. 8, 9), varios autores como Kolarova y Farkas, en 1981, 

muestran el efecto del extracto en la producción de celulasas encontrándose también 

como es nuestro caso, las enzimas que son constitutivas. 

Una gran vertiente en la investigación sobre celulasas no solo es para la producción o 

síntesis sino también para su utilización en otros procesos como la sacarificación basados 

en la biodegradación de residuos celulósicos en donde se utilizan pretratamientos de 

diferentes tipos, ya sean biológicos, físicos, químicos o mixtos (Figura 5, Tabla 3), 

buscando  tiempos y costos redituables. En nuestro caso se utiliza el bagacillo de caña 

esterilizado, lavado o sin pretratamiento lo cual implica diferentes tiempos, utilizamos la 

esterilización por 20 minutos, cuando el tiempo de la producción fue mayor a 48 horas, ya 

que los productos de hidrólisis son un medio altamente favorable para el crecimiento de 

microorganismos o sea se contamina, también probamos lavar el bagacillo con el objeto 

de hidratarlo por  

24 horas y de quitar algunos azúcares solubles libres que podrían tener, lo cual, también 

fue favorable y por último utilizamos el bagacillo sin ningún pretratamiento (Fig. 31, 35). A 

este respecto, Haggett y col 1979, utilizan 3 mutantes de Cellullomonas para degradar 

celulosa microcristalina de algodón sin pretratamiento en cultivos estacionarios y con 
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agitación orbital, esta última condición, le resultó la más favorable para la producción de 

celulasas, CMCasa (Choi y col, 1978) y β-glucosidasa (Hagget y col., 1978). 

Coincidimos con otros autores en cuanto a la necesidad de agitación y por lo tanto se 

favorece la aireación, por ejemplo: Sukekuni Mukataka, Nobuyuki Kobayashi, Seigo Sato y 

Joji Takahashi de Japón, en 1988 realizaron pruebas en Trichoderma reesei QM9414 de los 

componentes de celulasas variando la intensidad de la agitación rotatoria de 100, 200, 

300,  400 y 500 rpm, relacionado con el oxígeno, reportando que a 300 rpm se presentó 

mayor producción, seguido por 200 rpm. La producción de CMCasa fue mayor  a 200rpm 

27 IU/ml a las 72 horas, mientras que la producción de β- glucosidasa fue de 0.1 IU/ml. En 

cuanto a la producción de proteína extracelular a las 72 horas 200, 300 y 400 rpm de 

agitación es de 0.82. En el mismo sentido Hendy y col en 1984 y Watson y col, 1984, 

documentan el uso de agitación para la producción de estas enzimas. 

En cuanto a la producción es mayor con las sales de grado analítico, pero su costo es 

mayor y dado que la diferencia en nivel de producción no es muy grande (15% menor con 

sales industriales) consideramos que la sustitución no resulta desfavorable, se disminuye 

ligeramente la productividad pero se ahorra considerablemente en costos. De ese modo 

(fig. 34 y 35) y como obtuvimos buena actividad, con sales grado industrial, produjimos la 

enzima en jarra de 14 L. 

Las actividades enzimáticas celulolíticas, β-glucosidasa, CMCasa, exo- y endo-pectinolíticas 

y también xilanolíticas, se presentan en el filtrado en cantidad suficiente para ser utilizado 

en la sacarificación del bagacillo de caña, bajo las condiciones estudiadas (fig. 36 y 37). 
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Saha y colaboradores en 1994, en su artículo sobre producción, purificación y propiedades 

de una β-Glucosidasa termostable de una cepa de color de Aureobasidium pullulan, 

demuestran la interacción sinérgica con celulasa para aumentar la eficiencia de la 

producción de glucosa de la celobiosa proveniente de la celulosa, el sustrato induce a la 

enzima. 

D.V. Garcia-Martinez, A. Shinmyo, A. Madia y A. L. Demain, en 1980 estudian la 

producción de celulasas por Clostridium thermocellum ATCC 27405 y AS-39, produce 

endo-β-glucanasa y exo-β-glucanasa cuando crece en celobiosa o celulosa, 95 % 

extracelular, los xilanos fueron degradados por enzimas extracelulares producidos durante 

el cultivo en celobiosa pero no crece en xilanos. Posteriormente A. Donnison, C.M. 

Brockelsby, H.W. Morgan y R. M. Daniel de Nueva Zelanda, en 1988, aíslan cinco cepas de 

bacterias en las termas a 65°C, tres de ellas se comportan como C. thermocellum, se probó 

su capacidad de degradación de materiales celulósicos semejante al artículo anterior, así 

como la posibilidad de crecer en xilanos como fuente de carbono. Un sin fin de artículos 

apoyan nuestro estudio en los diferentes aspectos estudiados. 

Observamos también, que Aureobasidium sp CHY-1018 tiene ciertas variaciones en el 

color de las colonias pero  no pudimos asociar estos cambios con niveles de producción de 

celulasas ni de las otras enzimas. En este sentido Leathers, 1986 estudió la relación entre 

la variación de colores en  A. pullulans con la sobreproducción de xilanasa, sin poder 

concluir claramente la relación entre la coloración y la producción de xilanasas.  

La utilización de enzimas comerciales y sus mezclas para lograr una mejor hidrólisis de 

diferentes sustratos, así como la Sacarificación y Fermentación  Simultánea conocida 
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como SSF nos lo muestra Hidekatsu Maeda y col, en 1982, utilizan una mezcla de enzimas 

comerciales como son: celulasas provenientes de Trichoderma pseudokoningii y de T. 

reesei,  con pectinasas de  Aspergillus niger,  y de A. genus y glucoamilasas provenientes 

de  Rhyzopus delemar y de  A. niger, que se agregaron a  xilanasas inmovilizadas en un gel  

con una solución de cobre y bisulfito de sodio como conservadores y como sustrato cortes 

en cubos de Cassava tuber, a 55 °C,  ellos reportan que se requieren 213 unidades de 

enzima para hidrolizar 10 ml de la solución del  sustrato en 4 horas. Reportan haber 

obtenido el 94.4 %, de glucosa. Se podría implementar un sistema con levadura 

inmovilizada para una fermentación alcohólica para obtener etanol lo que daría un avance 

tecnológico. 

Ghosh y col, en 1982 estudian la sacarificación y fermentación simultánea de la celulosa, 

el efecto de la actividad de β-glucosidasa y la inhibición de celulasas por  etanol, utilizaron 

Trichoderma reesei QM9419 y Saccharomyces cerevisiae UNSW706800, encontraron que 

con bagazo pretratado con NaOH en la sacarificación se obtienen 21.80 de glucosa, 2.10 

celobiosa, 11.70 xilosa, dando un total de 35.60 % de azucares reductores y en la SSF 0.24 

de glucosa, 0.2 de celobiosa, 12.1 de xilosa y 15.1 de etanol y un total de azucares 

reductores de 42.08 %, el etanol inhibió la actividad celulolítica, sin embargo, la inhibición 

de SSF decreció al remover glucosa y celobiosa, utilizando una doble columna.  

El equipo de Ashok Pandey, Poonam Nigam y Manfred Vogel, de Alemania occidental en 

1988, efectúan la sacarificación simultánea y enriquecimiento de la proteína de la pulpa 

de betabel, obtenida en 48 horas  por medio de enzimas comerciales de Aspergillus  niger, 

pectinasas y hemicelulasas y celulasas de T. reesei. 
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Kolarova y  Farkas (1981), estudian la sensibilidad de algunas levaduras a los complejos 

crudos de enzimas  celulolíticas, de Trichoderma, Aureobasidium y otros 25 mas, los 

autores indican que la glucosa puede inhibir su desempeño, así como otro factores como 

la edad del filtrado deben ser probados. En nuestro caso la formación de la glucosa no 

inhibe la sacarificación. 

 Mary Mandels en 1982, en Natick, nos dice que la celulasa requerida para la hidrólisis de 

celulosa es cerca de 100 veces más que la amilasa para la hidrólisis del almidón. Esto se 

debe a la naturaleza de la celulosa insoluble y recalcitrante y resistente a la hidrólisis. La 

acción sinérgica de varias enzimas se considera un factor muy importante para mejorar la 

hidrólisis de celulosa.  

Otro reto es llevar al cabo la producción de etanol de celulosa, se proponen procesos de 

fermentación y sacarificación simultánea, conocidos como SSF, por la hidrólisis enzimática 

de celulosa a glucosa y la fermentación de la glucosa, por levaduras hasta etanol, al 

remover la glucosa formada por la hidrólisis se evitan  los efectos inhibitorios del sistema 

celulasa. 

Shin-ichiro Abe y Motoyoshi Takagi, en Japón, 1990, utilizan celulasas comerciales de 

Trichoderma reesey QM 9414 y Lactobacillus delbrueckii IFO 3534, utilizando como fuente 

de carbono el avicel y el periódico pretratado con disco y  molino de vibroenergía, 

obteniendo avicel 0.4,  sacarificación 37 y SSF 56 G/L  azúcares reductores. 

Garg y Neelakantian en 1982, comparan la producción de celulasas en Aspergillus terreus  

utilizando bagazo tratado y no tratado, relacionando la degradación del bagazo con la 
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biomasa recobrada para el bagazo no tratado fue de  1,020 y tratado 820 mg/g de 

proteína cruda y la actividad enzimática producida fue de 14.30 y  20, expresada como 

actividad específica. 

Una alternativa en la sacarificación es la reutilización de enzimas pudiendo de esta 

manera bajar los costos, además de que se ha demostrado que las enzimas celulósicas 

tienen una alta afinidad con la lignina restante y que del total, solo el 50% se encuentran 

libres después de la hidrólisis de los polisacáridos lo que es factible recuperarlas en un 

90%. Sobre este tema Desphande y Eiksson de Estocolmo, Suecia en 1984, estudian la 

sacarificación de fibras de trigo pretratado con explosión de vapor, con enzimas 

reutilizadas y con avicel, obteniendo 0.8, 0.4 y 0.08 respectivamente de azucares 

reductores en mg/min. Comparativamente, fig. 15 a y b, obtuvimos una proporción de 

azúcares reductores más elevada aunque en mayor tiempo y a muy bajo costo. 

También, en las aplicaciones actuales lo es la sacarificación y la  producción simultánea de 

alcohol, SSF como  los estudios de Blanco y colaboradores, en 1982, nos muestran un 

estudio de la sacarificación enzimática del bagazo de caña de azúcar al 5% pretratado con 

NAOH, en columna más eficiente que en matraces con la producción de etanol por vía 

fermentativa conocido como SSF, con decantamiento de levadura y reciclado del fermento 

a la columna de bagazo, se realiza a 24 o 48 horas con un rendimiento mayor al 10 % de 

cultivos agitados, se utiliza otra columna para remover la glucosa formada por hidrólisis, 

que es inhibidor de la sacarificación.  
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Sobre el efecto de la SSF. Gosh y colaboradores, en 1983, aumentan el rendimiento entre 

el 13 y 30 %, a 35°C, con requerimiento de β-D- glucosidasa. Otro estudio, se realiza en la 

prefectura de Yamaguchi, Japón desde 1983, Miyakawa y colaboradores, han utilizado 

bagazo de caña de azúcar para producir etanol en la planta- piloto, señalan dificultades 

para que se lleve a cabo este debido a la resistencia natural de la celulosa  a la hidrólisis 

enzimática , las enzimas celulolíticas son costosas y difíciles de reusar, el rango de 

hidrólisis por enzimas celulolíticas es muy limitado, las pentosas no pueden ser 

fermentadas eficientemente y los procesos de destilación convencional y deshidratación 

requieren de mucha energía.  

Para facilitar la hidrólisis combinan molienda mecánica con tratamiento alcalino. Se lleva 

al cabo la sacarificación  por 24 horas a 50°C, pH 5, usan una actividad de celulasa de 50 

IU/ml. La fermentación es continua utilizando 3 columnas de levaduras inmovilizadas en 

alginato de calcio, melasas de caña por 300 horas. En estos estudios se utiliza para 

producir celulasas a Trichoderma reesei y Sacharomyces cerevisiae para la fermentación 

alcohólica.  

Con respecto a la concentración del sustrato, Pandey y col. 2000, reportan el porcentaje 

en que se utiliza el bagacillo de caña de azúcar varía del 0.5 y 10 %, siendo el más 

frecuente  el 5 %. En todos los estudios previos se realizan pretratamientos del bagacillo 

de caña de azúcar tanto físicos, químicos o  combinados.  

S. Blanco y col, en 1982 realizan procesos de SSF, la sacarificación y fermentación 

simultánea para obtener etanol con celulasas de Miles Laboratories, USA,  con celulasas 



124 
 

de T. viridae utilizando  bagazo de caña de azúcar pretratado con NAOH 1%, a 80° por 3 h,  

lavado y secado, obtienen 0.8 azs red. Y en el no tratado 0.1, en los cultivos en columna y 

0.72 y 0.08 gm/L respectivamente, 10% menos eficiente que en matraces agitados, 

también estudian la adición de levadura decantada y reciclada, obteniendo etanol. 

Con respecto a los estudios que requieren de sistemas sofisticados y de alto costo como 

D.E. Otter  y P.A. Munro, de la Universidad de Auckland en Nueva Zelanda, en 1989, 

utilizan  celulasas de Trichoderma reesei, avicel y desorbentes como Tween 80 y asimismo 

relacionan el pH, la temperatura, el tamaño de partícula del sustrato y el tiempo de 

hidrólisis. Al utilizar glicerol en diferentes concentraciones combinado con Tween 80 a una 

concentración de 0.005%,  y Triton X-100, como detergentes se encontró un 68 % de 

desorción de la enzima del avicel en tween a pH 5.  

Mary Mandels en Natick, 1982 sobre la sacarificación dice que el cuello de botella para  

convertir sustratos celulósicos por procesos enzimáticos a azúcares fermentables y 

energía líquida son: la disponibilidad del sustrato adecuado, el pretratamiento y la 

cantidad suficiente de enzima requerida. El sustrato debe estar disponible en grandes 

cantidades durante todo el año, fácil de colectar, tener alto contenido en celulosa y 

requerir poco o ningún pretratamiento. Se requiere bajo costo.  

Lars Vallander y Karl-Erick Eriksson en Estocolmo, Suecia en 1987, estudian la recirculación 

de enzimas en la sacarificación de materiales lignocelulósicos, utilizando pretratamiento 

de explosión de vapor  del algodón aspen y paja de trigo, removieron los productos de 

hidrólisis y así obtuvieron 67 y 56 % azúcares producidas en 48 horas. 
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Claudia Martinez Anaya, Edgar Balcazar López y Edgar Dantàn Gonzalez y Jorge L. Folck 

Maltel del Instituto de investigaciones Biotecnológicas de la UAEM en Cuernavaca, 

Morelos, en 2008, estudian las celulasas fúngicas,  sobresaltando la característica 

recalcitrante del sustrato y la importancia de su uso para la bioconversión de energéticos 

de segunda generación.  

Por los resultados obtenidos en nuestro estudio Aureobasidium sp es un buen candidato 

para la producción industrial de estas enzimas estudiadas, bajo las condiciones 

experimentales y lograr la sacarificación incluso simultánea hasta biogás y etanol. 

En nuestro caso se utiliza bagazo de caña de azúcar de los cañaverales, que es un desecho 

agroindustrial, subutilizado, esterilizado o sin pretratamiento alguno.  

La utilización de materiales celulósicos históricamente hablando desde los 60’s, se han 

centrado en solucionar algunas de los problemas como bajar costos de los materiales de 

desechos en: su colecta, transporte y en la utilización eficiente.  

Debido a la resistencia de los compuestos celulósicos a la hidrólisis enzimática, son 

utilizados una gran variedad de pretratamientos que mejoran su reactividad pero llevan 

tiempo, mayores recursos y algunos son contaminantes.  

Se comprobó que Aureobasidium sp CH-Y-TE18, que fue aislado de cañaveral donde por 

selección natural ha perfeccionado su complejo enzimático. 
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Se encontró que Aureobasidium sp CH-Y-TE18, al contar con actividades enzimáticas 

celulolíticas, β-glucosidasa, CMCasa, exo- y endo-pectinolíticas y también xilanolíticas, de 

manera natural existe un  balance en  la preparación de enzimas óptima para hidrolizar el 

sustrato Bg. 

VII.- CONCLUSIONES. 

Un gran reto desde los 70´s que sigue vigente en nuestros días se refiere al desarrollo de 

procesos comerciales para convertir la celulosa y hemicelulosa en etanol, metanol u  

alcoholes, para sustituir la gasolina. 

En este estudio se sientan las bases para que se pueda continuar con pruebas para realizar  

la sacarificación y la  producción simultánea de alcohol, con miras a obtener un sistema 

eficiente a nivel industrial. 

Por los resultados obtenidos, el presente estudio es un claro ejemplo del estudio de 

nuevas técnicas de preparaciones de materiales de desecho, conversión biológica y 

productos con aplicación comercial de alta calidad, en diferentes campos tanto 

alimentarios, farmacéuticos, energéticos, entre otros.  

También, es importante señalar que este proceso contribuye a la conservación del 

ambiente y no contaminantes.  

Además, de que son desarrollados localmente con biomasa como el bagazo de caña que 

es un producto de desecho, disponible todo el año y es degradado en este estudio por 
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Aureobasidium sp, capaz de producir el sistema celulolítico completo para ser utilizado en 

la sacarificación, provenientes tanto el sustrato como el sistema enzimático completo del 

mismo nicho ecológico. 

Hacemos hincapié en que probamos algunas de las recomendaciones expresadas para 

poder aprovechar nuestros recursos, que se refieren a estudios que permitan desarrollar 

las capacidades y necesidades de energía, ensayos sobre las fuentes de biomasa, los 

requerimientos hacerlos competitivos, definir las necesidades del mercado y evaluar las 

tecnologías necesarias para convertir los recursos locales en energéticos para  llenar las 

necesidades locales. Identificamos y se podrá evaluar el posible impacto económico, 

ambiental y social, basada en estrategias de la implementación de biomasa a energía  

El organismo estudiado, presenta una gran variabilidad, tanto en su morfología como en 

su comportamiento como hemos venido señalando a lo largo de este trabajo, como la 

coloración de blanca cremosa a naranja e incluso violácea, la morfología de las colonias de 

brillante a opaca, su forma estrellada a ovoide, han permitido relacionar la variabilidad 

intrínseca, intentando separarlas en las diferentes cepas y relacionarlas con la producción 

de diferentes sistemas enzimáticos como las xilanasas, aunque no se ha logrado. 

Ya que el organismo estudiado presenta un buen perfil para ser explotado, se podrían 

seguir las técnicas de evolución racional (fig. 11 de la introducción) y evolución dirigida 

(figura 12, tabla 4)para aumentar el potencial deseado, como ha sucedido desde  los 80´s, 

Mary Mandels y col 1985, M. P. Coughan, 1985, trabajan sobre la manipulación de genes 

de hongos y B.S. Montenecourt y D.E. en 1985, J.N. Saddler en 1986, Eveleigh en 1987, 
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entre otros, han buscado modelos de acción, naturaleza del complejo enzimático, 

métodos analíticos y acercamientos para mejorar la producción.  

Por último, falta definir y caracterizar su morfología, ciclo de vida, la especie biológica, 

mapeo genético, para aplicaciones como clonación de los genes de interés industrial como 

celulasas, xilanasas y pectinasas, identificar las micotoxinas que produce así como otros 

metabolitos secundarios. 

Nosotros encontramos que al contar Aureobasidium sp. Con sistemas enzimáticos no solo 

celulolíticos, β-glucosidasa, CMCasa, sino también pectinolíticos y xilanolíticos y alta 

concentración de proteína, que dado los resultados actúan sinérgicamente, nos invitan a 

proponerles la factibilidad de su producción a mayor escala. 
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Reunión de las Partes en el Protocolo de Cartagena (manipulación, transporte, envasado e 
identificación de organismos vivos modificados; evaluación del riesgo y gestión del riesgo; 
responsabilidad y compensación; órganos subsidiarios; vigilancia y presentación de 
informes; evaluación y revisión; consideraciones socioeconómicas; concienciación y 
participación del público; y requisitos de notificación). Para obtener mayor información, 
véase el sitio web http://www.cbd.int/mop4/ para referencias y acceso a documentos 
oficiales (en árabe, chino, español, francés, inglés y ruso) y a documentos informativos (en 
inglés) o bien, póngase en contacto con secretariat@cbd.int.  
11) Biotecnología y propiedad intelectual - Enseñanza a distancia 
La Academia Mundial de la Organización Mundial de Propiedad Intelectual 
(OMPI) está impartiendo un curso especializado a distancia sobre propiedad intelectual 
(P.I.) y biotecnología. Uno de los objetivos del curso es que los participantes puedan 
aprender definiciones y conceptos que se utilizan comúnmente en la esfera de la P.I., 
especialmente por parte de profesionales que trabajan en ese ámbito. El curso cubre 
temas tales como: la naturaleza de los sistemas de protección del derecho de los 
obtentores de nuevas variedades vegetales y la P.I. como factor de peso en las actividades 
de investigación y desarrollo. Para este curso especializado se necesitan 
aproximadamente 100 horas de estudio repartidas en un período de 10 semanas. Se 
imparte dos veces por año, por ahora en español, francés e inglés. Para obtener mayor 
información, véase el sitio web  
http://www.wipo.int/academy/en/courses/distance_learning/catalog/dl204bio.htm l o 
bien, póngase en contacto con DL204e.academy@wipo.int.  
12) Reglamento regional de los OMG En su colección de documentos de estudios, el 
Instituto Internacional de Investigaciones sobre Políticas Alimentarias (IFPRI) acaba de 
publicar "Regional biotechnology regulations: Design options and implications for good 
governance" (Reglamentaciones regionales sobre biotecnología: opciones y consecuencias 
para una buena gobernanza) de R. Birner y N. Linacre. En este documento los autores 
elaboran un marco conceptual en el que se identifican los factores fundamentales que han 
de examinarse al concebir un sistema regional para la reglamentación de organismos 
modificados genéticamente. El caso de África Occidental se utiliza para ilustrar el marco, y 
se hace referencia a la Unión Europea con fines de comparación. Para obtener mayor 
información, véase el sitio web http://www.ifpri.org/pubs/dp/ifpridp00753.aspo bien, 
póngase en contacto con ifpri@cgiar.org.  

http://www.cbd.int/mop4/
http://www.wipo.int/academy/en/courses/distance_learning/catalog/dl204bio.htm
http://www.ifpri.org/pubs/dp/ifpridp00753.asp
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*** EVENTOS *** (http://www.fao.org/biotech/events_list.asp?Cat=133 
1. ELSEVIER.ES - REVISTAS 
2. ScienceDirect® 
http://redalyc.uaemex.mx 
www3.interscience.wiley.com 
 
Biodiversity Heritage Library NamebankID: 3915888, GloballyUniqueIdentifier: 
urn:lsid:indexfungorum.org:names:101771, Zipcode Zoo Species Identifier: 3289461 
 
http://zipcodezoo.com/Fungi/A/Aureobasidium%5Fribis/ 
zipcodezoo.com fungi 24-25jul 2011 920-12.45, 17 abril 2012 5.12-521 
 

 

Anexo . Panorama histórico sobre el estudio  de enzimas celulolíticas y su 

utilización en la degradación de desechos celulósicos.- (Fig.49 y 50) 

Para presentarles un panorama histórico  sobre los artículos que se reportan por décadas 

de los 60´s del siglo pasado a la fecha sobre el estudio de la producción de: celulasas, 

pectinasas y xilanasas, por medio de microorganismos tanto bacterias como hongos.  

La utilización de los desechos celulósicos agroindustriales como fuente de carbono, así 

como su hidrólisis y sacarificación y su aplicación para obtener biocombustibles como el 

etanol y otros, por procesos fermentativos. 

Decidimos realizar un sondeo en Internet, particularmente con el buscador Google 

schollar advanced, cuyos resultados se muestran en la figura  49 y 50. 

Al principio se inicia el estudio de las celulasas, pectinasas y xilanasas,  como una 

alternativa de energía no convencional debido a la posible escasez de petróleo y otros 

energéticos convencionales en corto tiempo.(figura 50) 

Así que el estudio  del sistema celulolítico, pectinolítico y xilanolítico para ser utilizado 

sobre los sustratos celulósicos y así obtener energéticos para formar biocombustibles  

http://www.fao.org/biotech/events_list.asp?Cat=133
http://www.doyma.es/revistas/ctl_servlet?_f=7014&articuloid=13010759&revistaid=64
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fbiodiversitylibrary.blogspot.com%2F2007%2F12%2Fname-services-last-updated-12052007-cdf.html
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fwww.ubio.org%2Fbrowser%2Fdetails.php%3FnamebankID%3D3915888
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Flsid.tdwg.org%2Furn%3Alsid%3Aindexfungorum.org%3Anames%3A101771
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=&to=es&a=http%3A%2F%2Fzipcodezoo.com%2F
http://zipcodezoo.com/Fungi/A/Aureobasidium_ribis/
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como el biogás y el bioetanol por vía fermentativa aún continúa con la SSF sacarificación 

simultánea y fermentación. 

Encontramos que los estudios son muy diversos: sobre la enzima y los organismo que la 

producen, que van desde la caracterización de cada una de las diferentes actividades 

enzimáticas, el sinergismo, el aislamiento, la purificación, las técnicas de ARN 

recombinante a partir de los 70´s, la formación de clones y de hiperproductores, 

empleando técnicas de manipulación genética hasta formar los transgénicos y  

actualmente se muestra un interés particular en estudiar rutas metabólicas y a lo largo de 

esta revisión, así como la patentes y su comercialización. Estos estudios mostraron ser de 

una amplia variedad como los estudios del rumen, de bacterias y de hongos, tomando 

generalmente como patrón a Trichoderma y su descendencia como se muestra en el 

cuadro 33 y 34. 

Sobre el sustrato a hidrolizar es de gran diversidad, ya sea desecho agroindustrial de todo 

tipo  o humano, o bien, provenientes  de industrias como el papel. También se utiliza todo 

tipo de pretratamiento con el fin de obtener fibras celulósicas fácilmente digeribles desde 

los más simples como el cernido en partículas pequeñas hasta los más sofisticados y caros, 

como la explosión de vapor. (Cuadro 33) 

La aplicación a nivel comercial que se lleva a cabo en diferentes industrias alimentarias 

tanto humano como de animales, medicina, agronomía, textiles,  el ensilaje, tanto 

productoras de estas enzimas como su utilización. (Cuadro 33) 

En la naturaleza para determinar su actividad edáfica, ciclos biogeoquímicos, relación con 

plantas como las micorrizas, remediación y  composta. 
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Asimismo se estudia el efecto que estas enzimas pueden ocasionar y que se presenta en 

enfermedades ocupacionales como la de panaderos, que se traduce en alergias como la 

rinitis e incluso asma. 

Otra línea de investigación es la relación huésped- hospedero como es el caso de los 

parásitos de plantas, que hidrolizan la pared celular con celulasas producidas por 

bacterias, hongos e insectos principalmente. (figura 50) 

Un tema actual es sobre el posible daño que puede causarse a la alimentación en general 

si se utilizara la producción agrícola para formar biocombustibles como prioridad dejando 

de lado la producción de alimentos, que tradicionalmente se ha ponderado. (figura 49 y 

50) 

Encontramos en este acercamiento que los resultados se deben tomar con cautela ya que, 

por las siguientes razones los datos obtenidos no son exactos, pues muchos artículos se 

repiten en Internet o bien tratan diferentes tópicos de nuestro análisis.  

Elegimos el buscador scholar Google advanced, porque es el que nos dio mayor cantidad 

de artículos.  

De estos el número de artículos total que se presenta en cada década no se encontró al 

100%, porque no aparece o bien porque se repiten a lo largo de la búsqueda, ya que 

puede citarse un artículo de los 60´s en adelante y aparecerá tantas veces como sea 

citado. En los primeros años no se utilizaba el Internet o bien ya no aparecen muchos de 

los artículos publicados en revistas científicas. (Figura 49 y 50) 

En Wiley Inter Science, www3.interscience.wiley.com la búsqueda arroja 22563, artículos 

solo para celulasas, bagazo y Aspergillus terreus. 
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DECADAS DE 1960 A 2009 TEMA CENTRAL Y # ARTICULOS 
NUMERO TOTAL 

DE ARTICULOS 

1960 a 1969 

Alimento forrajes caprinos, pollos, 
porcinos 8  
Almacenamiento de semillas Silage, 5 
Comerciales 6 
Detergentes biológicos 8 
Enfermedades de las plantas 4 
Etanol bacterias, levaduras, hongos 23 
Hidrólisis 4 
Inhibidores 3 
Mandels y Reese 6 
Optimización 4 
Producción  5 
Purificación y Caracterización, 15 
Rumen 13 
Utilización de celulasas y pectinasas: 
separar 3 

370 a 3190 

¿9130  

1970 a 1979 

Biotecnología Moderna RNA 
recombinante 
Actividad en el suelo, 5  
Aislamiento organismos C, P, X , 33 
Alimento forrajes 18  
Almacenamiento de semillas Silage, 3 
Biocombustibles, 5 
Biocidas, Pesticidas, 6 
Daños por insectos, 4. bibliotecas 3 
Detergentes biológicos, 8  
Determinación de actividades: β-
Glucosidasa, CMC, exo, endo. 26 
Enfermedades de las plantas, 9  
Fermentación Etanol y biodiesel: bact., 
levaduras, hongos 42 
Geles de acrilamida, 5 
Genotipo levadura varias especies 
Saccaromyces,3 
Hidrólisis 8 
Industrias productoras, 5 
Inhibidores del crecimiento, 9  
Ingeniería genética, 4 
Mandels y Reese 12 
Materiales celulósicos, 34 
Medicina digestivas, fibras de dietas, 15 

658 a 2490 
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Papel, 44 
Producción  92 
Purificación, Caracterización y cinética 99 
Regulación 37 y expresión  211 génica 
Rumen,  55 
SSF 22 
Sustratos celulósicos, 95 BS, 35 
Trichoderma y mutantes 95 
Utilización de celulasas, pectinasas y 
xilanasas:  
Inhibición de organismos no deseados 
como hongos e insectos en frutas, granos. 
Aromatizante, 4, Floración, 5  
Medicina 5, aditivos 17, digestivas 28, 
laxantes 34   
Textiles, 44.  
Micorrizas, 8 
Patentes 34 

2000 a 2009 

Actividad en el suelo, 49  
Aislamiento org. C, P, X: Bacterias, 286. 
Hongos 241 
Aislamiento, caracterización, 328,  
secuenciación de genes , 341 
Alimentos humanos: ablandadores, 43, 
aditivos, 25, Conservas, 8 jugos- 
viscosidad,52 vinos 19 
Alimento forrajes 86   
Almacenamiento de semillas ensilaje, 261 
Biocombustibles, 221    bioetanol, 392, 
biodiesel 140 
Biocidas, 32,Pesticidas, 5 Control 
biológico, 59 
Bioseguridad 9 
Composta 76 
Clonación, 22 
Detergentes biológicos, 273  
Determinación de actividades: β-
Glucosidasa, CMC, exo, endo. 328 
Enfermedades de las plantas, 65. Hombre: 
Asma y alergias causadas por CPX  87 
Hidrólisis, 82 
Hiperproductores, 224  
Industrias productoras, 86 
Inhibidores del crecimiento, 7  

5870 a 6840 

encontrados587 
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Mutantes 12 
Optimización, 8  
Patogeneicidad 3  
Papel Reciclado, 4 
Producción  12 
Purificación y Caracterización 12 
Regulación 5 y expresión 6 génica 
Rumen, 18 
Utilización de celulasas, pectinasas y 
xilanasas:  
Inhibición de organismos no deseados en 
frutas, granos. Vegetales, jugos, pieles, 
textiles. 32 

1980 a 1989  

Actividad en el suelo, 5  
Aislamiento organismos C, P, X , 83 
Alimento forrajes 28  
Almacenamiento de semillas ensilaje, 9 
Biocombustibles, 25 
Biocidas, Pesticidas, 6 
Clonación , 5 
Daños por insectos, 4. bibliotecas 1 
Detergentes biológicos, 5  
Determinación de actividades: β-
Glucosidasa, CMC, exo, endo. 36 
Enfermedades de las plantas,7  
Fermentación Etanol y biodiesel: bact., 
levaduras, hongos 22 
Geles de agarosa y acrilamida, 3 
Genotipos,53 
Hidrólisis, 38 
Industrias productoras, 55 
Inhibidores del crecimiento, 4  
Ingeniería genética, 44 
Mandels y col 42, Cel. cap. II(cita 258 de 
79-80) 
Medicina digestivas, fibras de dietas, 26 
Mutantes 32 
Optimización, 48  
Patogeneicidad 3  
Papel Reciclado, 4 
Producción  42 
Purificación, Caracterización y cinética 29 
Regulación 9 y expresión 11 génica 
Rumen, 38 

983 a 2710          
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SSF 12 
Sustratos celulósicos, 334 
Trichoderma y mutantes 45 
Utilización de celulasas, pectinasas y 
xilanasas:  
Inhibición de organismos no deseados 
como hongos e insectos en frutas, granos. 
Vegetales, conservas, jugos- viscosidad, 
papel, papel reciclado, pieles, textiles. 154  

1990 a 1999 

INGENIERIA GENETICA 
HIPERPRODUCTORES, CLONACION. 
FAO  
Actividad en el suelo, 15  
Aislamiento org. C, P, X: Bacterias, 33. 
Hongos 58 
Aislamiento, caracterización, 76,  
secuenciación de genes , 41 
Alimentos humanos: ablandadores, 15, 
aditivos, 5, Conservas, 5 jugos- 
viscosidad,12 vinos 9 
Alimento forrajes 42   
Almacenamiento de semillas ensilaje, 17 
Biocombustibles, 45    bioetanol, 47, 
biodiesel 12 
Biocidas, 8,Pesticidas, 6 Control 
biológico,7 
Bioseguridad 7 
Composta 27, vermicomposta 9 
Clonación, 15 
Detergentes biológicos, 15  
Determinación de actividades: β-
Glucosidasa, CMC, exo, endo. 88 
Enfermedades de las plantas, 7. Hombre: 
Asma y alergias causadas por CPX  29 
Hidrólisis, 58 
Hiperproductores, 31  
Industrias productoras, 6 
Inhibidores del crecimiento, 3  
Ingeniería genética, marcadores ADN 32 
Medicina digestivas, fibras de dietas, 26 
Mutantes 32 
Optimización, 88  
Patogeneicidad   8 relación huésped-
hospedero 5 

1340 a 3410 

¿24000 
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Ingeniería genética, marcadores ADN 158 
Medicina 45, aditivos 37, digestivas 46, 
fibras de dietas y laxantes 47   
Mutantes 469 
Optimización, 145  
Patogeneicidad   8 relación huésped-
hospedero 28 
Papel, 176 
Producción  289 
Purificación, Caracterización y cinética 
199 
Regulación 97 y expresión  283 génica 
Rumen,  72 
Rutas metabólicas 12 
SSF 179 
Sustratos celulósicos, 221 BS, 57 
Transgénicos 23 
Tratamiento de residuos humanos, 12 
Trichoderma y mutantes 195 
Utilización de celulasas, pectinasas y 
xilanasas:  
Inhibición de organismos no deseados 
como hongos e insectos en embutidos, 
frutas, granos, 126. Aromatizantes, 9, 
Floración, 15 
Textiles, 72 tratamientos de mezclillas 9.  
Micorrizas, 22 
Patentes 134 
 

Total   
9221- 18540 

¿14000 

Fig.49 Cuadro de la  Revisión  de  artículos por décadas de 1960 a 2009. Buscador Google 
scholar avanzado.  
Compilado en este trabajo, M.E. Ochoa, 2009 

Otra representación gráfica de acuerdo al número de artículos encontrados en nuestra 

búsqueda por décadas, de 1960 a 2010. (Fig. 50) Es de hacerse notar el adelanto 

tecnológico-científico y social que nuestro tema de estudio ha despertado según la década 

en donde se muestran altas y bajas hasta la actualidad en donde las xilanasas, pectinasas y 
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celulasas, así como β-glucosidasa y CMCasa entre otras, son producidas industrialmente 

con múltiples aplicaciones como lo pudimos observar en el siguiente cuadro  (Fig. 49 y 50). 

Solo sobre el género Aureobasidium, se encontraron 724 citas con este buscador Google 

Chrome en julio del 2011) 

Por otro lado, los materiales celulósicos de desecho o productos agroindustriales, son 

abundantes como lo es la celulosa en la naturaleza, lo que lleva a ser sujeto de estudio con 

todas las variantes de pretratamientos y condiciones de hidrólisis. 

En la figura 34 se muestran el total de artículos encontrados por décadas de 1960 a 2009. 

Revisión por decadas de 1960 a la fecha

NUMERO DE ARTICULOS

0 2000 4000 6000 8000

1

2

3

4

5

 

5.    Años 2000  a 2009 = 5870 - 6840 
4.-    1990 a  1999 = 1340 - 3410 
3.-    1980 a 1989 = 983- 2710 
2.-    1970  a  1979= 658 a 2490 
1.-    1960 a 1969=  370 – 3190 
Total  50 años artículos encontrados 9221  referidos por duplicidad 18 540 
Fig.50 C Artículos citados como resultado de la revisión en el buscador Google Scholar 
Advance  
Compilado en este trabajo M.E. Ochoa. 


	Portada
	Resumen
	Índice
	I. Introducción General
	II. Objetivos y Justificación
	III. Antecedentes
	IV. Material y Métodos
	V. Resultados y Discusión
	VI. Discusión General
	VII. Conclusiones
	VIII. Referencias

