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RESUMEN

El proposito de este trabajo fue investigar la habilidad de diversas cepas fungicas
(Asperigillus Spp.y Tricoderma viride) para producir la enzima celobiohidrolasa, al ser
cultivadas en presencia de residuos lignocelulésicos como el salvado de trigo. La
produccién de celobiohidrolasa secretada por las cepas, se evalud a través de cuantificar la
cantidad de  P-nitrofenol liberado del sustrato 4-nitrofenil-[1-D-celobiosido utilizando la
técnica de fermentacion en fase sélida. Las cepas de A. niger y A. fumigatus produjeron la
mayor cantidad de celobiohidrolasa en las condiciones de crecimiento utilizadas para la
seleccién, un pH de 5 y un porcentaje de humedad del 70%; con actividades exoglucanasas
de 0.2 U/ml y 0.5 U/ml cuantificadas respectivamente, a los 15 dias para A. niger y a los
10 dias para A. fumigatus. Las condiciones de produccion de la enzima para estas cepas
fueron optimizadas. La cantidad de sustrato y la cantidad de inoculo, fue optimizado
variando una de ellas a valor constante de la otra; para luego variar la otra manteniendo a
valor constante el valor obtenido en la primera optimizacion, obteniéndose las siguientes
condiciones para la cuéles se obtuvo la mayor produccion: utilizando 5 g. de salvado de
trigo y con un inéculo de 5*10" esporas para la especie A. niger, se utilizaron estas
condiciones para la optimizacién posterior de la especie A. fumigatus con el método de
Box Wilson. El pH, el porcentaje de humedad y el tiempo de produccion se optimizaron
utilizando el método de Box-Wilson. En estas nuevas condiciones la produccion de
celobiohidrolasa incrementd entre 1.5 y 3 veces para A. fumigatus y A. niger
respectivamente, con valores de 0.3 U/ml y de 0.76 U/ml. La actividad avicelasa que se
determind utilizando celulosa cristalina con los extractos optimizados fue similar para

ambas cepas de alrededor de 0.1 U/ml a 40 °C, aunque con menor valor que la detectadas



con el paranitrofenil-celobiésido. Cuando el ensayo con avicel se realizé a 50 °C la
actividad producida por A. fumigatus disminuyé mientras que la de A. niger se incremento
con valores de 0.08 U/mL y de 0.14 U/mL respectivamente. Los extractos de A.fumigatus
podrian utilizarse para la produccién masiva de ésta ya que su produccion exoglucanasa
cuantificada fue mayor que la cuantificada con una preparacion comercial con un valor

0.655 U/ml en paranitrofenilcelobidsido.



1. INTRODUCCION.

Los residuos lignocelulésicos son generados como subproductos de la
actividad agroindustrial y/o de la actividad forestal. Representando la mayor
fuente de materia organica renovable ya que se produce durante la conversion
de energia solar por la fotosintesis de las plantas, y constituye el 60 % de la
biomasa total de las plantas terrestres (Pérez y col., 2002). Sus componentes
principales son los biopolimeros de la pared celular vegetal: celulosa,
hemicelulosa, y lignina (Kim, 2012). En la Tabla 1 se muestran las

composiciones tipicas de los biopolimeros en algunos de estos residuos.



Tabla 1 Proporcién de celulosa, hemicelulosa y lignina en algunos residuos

lignoceluldsicos

Material lignocelulosico | Celulosa(%wiv) | Hemicelulosa (%wrv) | Lignina(% wiv)
Tallos de madera dura 40-55 24-40 18-25
Tallos de madera suave 45-50 25-35 25-35
Cascara de nuez 25-30 25-30 30-40
Mazorcas de maiz 45 35 15
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Cascarilla de arroz 321 24 18
Basura clasificada 60 20 20
Hojas 15-20 80-85 0
Pelo de semillas de 80-95 15

algodon

Periddico 40-55 25-40 18-30
Residuos de la pulpa de 60-70 15 7.5
papel

Sélidos primarios de agua 12 NA 24-29
residual

Bagazo fresco 33.4 30 18.9
Abono sélido de ganado 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7
Césped americano 45 314 12

Como se observa en la Tabla 1, el compuesto estructural de la pared celular
mas abundante de la mayoria de los residuos lignocelulésicos es la celulosa y
solo en las hojas, la hemicelulosa es el polimero méas abundante. Debido a que
la hidrdlisis enzimatica de la celulosa produce glucosa y ésta a su vez es

utilizada como sustrato fermentable para diversos procesos biotecnologicos



como la produccion de: etanol, vitaminas, acidos organicos, aminoacidos,
enzimas de uso industrial, colorantes, saborizantes, farmacos, entre otros. A
pesar de todas estas posibles aplicaciones, la produccion de glucosa a partir de
residuos lignoceluldsicos aun no es econémicamente competitiva por lo en las
ultimas tres décadas, numerosas investigaciones han sido realizadas con el
fin de lograrlo. Sin embargo, se ha podido establecer que la viabilidad
econdmica de la hidrdlisis enzimatica de la celulosa presente en los materiales
lignocelulésicos requiere de abaratar los siguientes procesos: la remocion de la
lignina y de la hemicelulosa que recubren a la celulosa, la disminucion de la

cristalinidad de esta Gltima y el costo de las enzimas hidroliticas.

En la actualidad, la mayoria de los métodos efectivos utilizados para remover
la lignina y la hemicelulosa de los residuos lignoceluldsicos también
disminuyen la cristalinidad de la celulosa, lo que facilita su hidrdlisis por
celulasas comerciales de origen fungico. Se menciond con anterioridad que la
glucosa liberada por estos procesos, no es econémicamente rentable para su
utilizacion como sustrato fermentable, por lo que surge la necesidad de
desarrollar estrategias menos costosas que permitan la produccion de glucosa
a partir de residuos lignocelulosicos. Con finalidad de producir glucosa a
partir de esto residuos, en el laboratorio 104 del departamento de Bioquimica,

se han combinado métodos fisicoquimicos y enzimaticos, que permiten aislar



celulosa con un menor costo que él de los métodos tradicionales como el de
hidrolisis acida y basica que son descritos mas adelante; pero la celulosa que
queda después de estos tratamientos aun presenta un alto grado de

cristalinidad, lo que limita su hidrolisis efectiva por celulasas comerciales.

Las exoglucanasas son las enzimas encargadas de hidrolizar a la celulosa
cristalina. Desafortunadamente, la mayoria de las celulasas comerciales no
contienen suficiente cantidad de estas enzimas; por lo que el objetivo de este
trabajo fue el de seleccionar cepas de hongos filamentosos de los géneros
Aspergillus y Trichoderma, gque produjeran exoglucanasa en una alta cantidad

y en condiciones de produccion ¢ptimas.
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2. ANTECEDENTES
La estructura y composicién quimica de los componentes de la pared celular,
constituyen el principal obstaculo para el aprovechamiento integral de los

materiales lignocelulésicos.

2.1 Estructura de la pared celular

La pared celular de las plantas es una capa rigida localizada en el exterior
de la membrana plasmaética. Su funcion es la de proteger el contenido de la
celula y le otorga soporte a los tejidos. La lamela media es el componente
mas externo en la pared de la célula vegetal y las estd uniendo fisicamente
como se muestra en la figura 1 A, seguida de la pared primaria y las pared
secundaria que se une finalmente a la membrana celular; la pared secundaria
estd ubicada en la parte mas externa en comparacion con la pared primaria
como se observa en la figura 1 B.

La pared primaria, estd presente en todas las células vegetales que se
encuentran en etapa de reproduccién. Su contenido de celulosa es del 9 al 25
% y no contienen lignina (Fig. 1C); y la secundaria que se forma en la
parte interior de la pared celular primaria cuando las células han detenido su
crecimiento (Fig. 1B). A diferencia de la pared celular primaria, contiene una
gran proporcion de celulosa, hemicelulosa vy lignina (Fig. 1D). En la pared

celular primaria las fibrillas estan entrelazadas, dispuestas aparentemente al
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azar (Fig. 1C); en la pared secundaria estan dispuestas paralelamente (Fig.

1D).

pared secundaria
capa Interna

B

pared secundaria
capa externa

pared secundaria
capa media

pared primaria

IAmina media

Bioenergy A:,rop
A )’ Plant cells

Cellulose
microfibril

Sugar
molecules

]ln(osr

Figura.1 Esquema de la estructura de la pared celular vegetal donde se observan

las interacciones entre sus componentes.

A. Pared celular primaria y secundaria B. Arreglo espacial de las paredes primaria y secundaria
C. Estructura de la pared primaria D. Estructura de la pared secundaria.
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http://www.biologia.edu.ar/plantas/cell vegetal.htm.

Ademas, en la pared celular secundaria la celulosa se encuentra cubierta y
entrelazada con la lignina y la hemicelulosa, a su vez estos dos componentes
también interaccionan entre ellos. Las paredes celulares abundantes en los
residuos lignoceluldsicos son de tipo secundario.

2.2 Composicion Quimica y estructura de los polimeros de la pared
celular secundaria.

La lignina esta constituida por alcoholes aromaticos (Fig 2A) polimerizados

de manera azarosa formando una malla amorfa (Fig 2B).

A B
(I:HZOH (|:H20H (EHPH
CH CH CH
E\H CH CH

V4 \‘\ /// L\\ // N

Y /J (:H:p['\x.5 /J CH30 \ /JO CH:
8 8 8

H H H
cumarilico coniferflico sinapilico

Componentes basicos
de la lignina

Estructura de la lignina
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http://www.biologia.edu.ar/plantas/cell_vegetal.htm

Figura 2. Estructura de la lignina y sus componentes basicos
https://es.wikipedia.org/wiki/Lignina.

Mientras que la hemicelulosa es un heteropolimero formado por una cadena
principal y ramificaciones cortas de diversos azucares como la D-xylosa, la D-
manosa, la D-galactosa, la D-glucosa, y la L-arabinosa. En la figura 3 se
muestra un esquema de xiloglucano, hemicelulosa presente en los residuos

lignoceluldsicos de origen agricola.

O Glucoss

ol 1e

Figura 3 Representacion esquematica de la estructura
quimica de un xiloglucano

http://www.posgradoeinvestigacion.uadec.mx/AQM/N0.%204/AQM4hemicel
ulosas.html
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Tanto, la lignina como la hemicelulosa forman la parte amorfa, la matriz no
fibrosa, en la que se encuentra embebida la celulosa, que constituye la parte

fibrosa de la pared celular.

Por su parte, la celulosa es un homopolimero lineal compuesto de unidades de
B-D-glucosa (Fig. 4A) unidos exclusivamente a través de enlaces [(-1,4-
glucosidicos (Richmond, 1991). El grado de polimerizacion (DP) en las
cadenas individuales de celulosa, también denominadas moléculas de celulosa
varia desde 200 hasta mas de 15000 residuos de glucosa (Sjostrom, 1993;
Kuga y Brown, 1991). Cuando se asocian 20 de estas cadenas de celulosa, a
través de puentes de hidrogeno (Fig. 4B), se forma una microfibrilla (Fig.
4C), observable con el microscopio electronico, 10-25 nanometros (Nishiyama
et al., 2002; 2003). Las interacciones entre las moléculas de celulosa para
formar las microfibrillas no se realiza a lo largo de toda la cadena de celulosa
por lo que en las microfibrillas de celulosa se distinguen dos regiones: una

amorfa y otra cristalina (Fig 4D).
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cuzou cuzon

nh on m\t i on H\H Estructura de una cadena de
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CHz0H CH,0H

B g$ Enlace intramolecular

i

‘ 52 %/%/ \% Interacciones de puentes de hidrégeno
K 1 Inter e intramoleculares entre las cadenas de

%”} %\#W& celulosa.

.} Enlace intermolecular

R

\

x

Microfibrilla

D e Areas cristalinas y amorfas

. en las microfibrillas
Area

Area  Area
amorfa

amorfa cristalina

Figura 4 Organizacion de las cadenas de celulosa

http://www.barnhardtcotton.net/technology/cotton-properties/

La agregacion de 250 microfibrillas, constituye una fibra de celulosa. Debido
a que las unidades de glucosa estan rotadas 180° alrededor del eje del
esqueleto de celulosa la unidad repetitiva estructural basica de la celulosa es
la celobiosa antes que la glucosa (Blackwell, 1982; Atalla, 1984) como se

muestra en la figura 5.
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Figura 5. Celobiosa como una unidad de repeticion en una cadena de
celulosa.

http://biologiadelatortilla.blogspot.mx/2013/03/la-pared-celular-vegetal-
composicion_1.html

La CBH I actla en los extremos reductores y la CBH Il actia en los extremos

no reductores de esta unidad estructutal en la celulosa cristalina (Teeri, 1997).

2.3 Biodegradacion de materiales lignocelulosicos.

En la naturaleza, los residuos lignoceluldsicos son degradados por las
enzimas producidas por hongos Basidiomicetos que pudren la madera
(Ravinovich y col., 2004). Los basidiomicetos son uno de los grupos mas
diversos de hongos, formado por unas 20 000 especies entre las cuales se
encuentran las setas, los bejine, falos, hongos de madera, las royas y los
carbones; entre todos forman el 30% de los hongos conocidos. Su

caracteristica principal es la formacidén de basidios, meiosporangios que
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producen basidioesporas exdgenas, uninucleadas y haploides. Su micelio esta
formado por hifas bien desarrolladas, septadas, que penetran el sustrato de
donde absorben su alimento; son microscopicas, pero en ocasiones es posible
observar un micelio en zonas humedas; normalmente es blanco, pero en
ocasiones toma coloraciones azules, amarillas y anaranjadas. Este tipo de
hongos se clasifican en tres grandes grupos: los de A) pudricidn blanca, B)
pudricién café y C) pudricion suave (Haglund, 1999; Dhouib y col., 2005).

A) Los hongos de pudricion blanca son los mas estudiados (Mester and Field,
1998) en el area de la utilizacion biotecnologica de residuos lignoceluldsicos.
Cuando la madera es atacada por hongos de pudricion blanca selectiva,
como en los casos del Ganoderma australe, Phlebia tremellosa, o Pleurotus
spp., la madera pierde sus caracteristicas de calidad y toma una apariencia
blanquecina debido a la oxidacion y pérdida selectiva de la lignina, la cual es
ligeramente café. La oxidacion de la lignina, la realizan el conjunto de
enzimas lignoliticas secretadas por estos hongos, entre las que se encuentran
la versatil peroxidasa, la manganeso peroxidasa, la lignina peroxidasa y la
lacasa entre otras. En otros casos la pudricion blanca es simultanea, debido
a que se hidroliza, tanto la lignina como los polimeros de azlcares, aunque la

hidrolisis de estos ultimos es tardia. Este tipo de pudricion la realizan los
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hongos: Phanarechoate chrysosporium, Pleurotus ostreatus, o Trametes
versicolor.

B) Los hongos de pudricion café degradan las hemicelulosas y la celulosa a
través de un sistema celulitico que trabaja en conjunto, estos azlcares son
utilizados por los hongos como fuente de carbono. Debido a que estos hongos
s0lo modifican parcialmente a la lignina, la madera luce un color café oscuro
debido a la lignina residual. Ejemplo de estos hongos son: Fomitopsis
pinicola, Poria placenta, Tyromices palustres.

C) Pudricion suaves. Este tipo de pudricion es realizada por hongos
filamentosos que hidrolizan la pared celular alrededor de las hifas, por lo que
la pudricion es solo superficial. La pudricion blanda la causan, generalmente,
los hongos des-componedores de la familia de los ascomicetos, aungue
algunos basidiomicetos pueden causar una pudricion similar a la pudricion
blanda. Los hongos causantes de pudricién blanda usan un tipo de ataque
similar al utilizado por los causantes de pudricion marrén; se degrada
preferentemente la celulosa. Los hongos de pudricion blanda atacan la
celulosa de las paredes celulares y forman a menudo cavidades microscopicas
en la pared secundaria celular (Schwarze et al. 2000).

La degradacion de la lignina y la celulosa que los hongos de pudricién blanca

llevan a cabo sobre la madera, también la realizan sobre todo tipo de
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materiales lignoceluldsicos; siendo ésta la razon por lo que en la actualidad, la
produccion comercial de enzimas lignoliticas y celuliticas es en su mayoria a
partir de hongos Basidiomicetos de pudricién blanca.

En la actualidad, la deslignificacion enzimatica de materiales lignocelulésicos
no es efectiva, por lo que se han desarrollado métodos fisicoquimicos que
permiten la deslignificacion de estos materiales, como pretratimentos acidos y
basicos, explosion de vapor, térmicos, entre otros. A continuacion se describen

los métodos mas utilizados para este proposito.
2.4 Pretratamamientos para deslignificar residuos lignocelulosicos.

2.4.1 Mecanico
Este procedimiento consiste en la molienda que es el corte de residuos
lignoceluldsicos en pequefios pedazos. Es un pre tratamiento mecénico de la

materia lignocelulosica.

2.4.2 Térmico

En este tratamiento la biomasa lignocelulésica es calentada. Si la temperatura
se incrementa entre 150-180 °C, primero la hemicelulosa y luego la lignina se
comienzan a solubilizar (Bobleter, 1994; Garrote y col., 1999).

Dentro de las desventajas de este pretratamiento con calor en el cual se
forman hemicelulosa y lignina soluble, se tiene el riesgo de formacion de

compuestos fenolicos y heterociclicos como la vainillina, el alcohol
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vainillilico, el furfural y el 5-hidroximetil furfural (Ramos, 2003), los cuales
inhiben el crecimiento de diversos microorganismos. También el
pretratamiento térmico puede generar un aumento en el indice de cristalinidad
de la celulosa (Weimmer y col.1995) este aumento en la cristalinidad
complica su hidrolisis, ya que este tipo de celulosa es de dificil degradacion.
2.4.3 Explosion de vapor.

En este caso la biomasa se coloca dentro de un reactor que se calienta con
vapor de agua a temperaturas mayores de 240 °C, por algunos minutos.
Después de un cierto tiempo, el vapor es liberado y la biomasa se enfria
rapidamente. El objetivo del pretratamiento con vapor es solubilizar a la
hemicelulosa para hacer la celulosa mas accesible a la hidrolisis enzimética y

evitar la formacioén de inhibidores, como el furfural.

2.4.4 Agua Caliente Liquida (LHW)

En este pretratamiento se usa agua caliente en lugar de vapor, con el objetivo
de remover la hemicelulosa para hacer la celulosa mas accesible y evitar la
formacion de inhibidores. Para evitar la formacién de estos inhibidores, el pH

se mantiene entre valores 4 a 7.

2.4.5 Acido
El pre tratamiento de lignocelul6sicos con &cidos a temperatura ambiente se

utiliza para aumentar la eficiencia de degradacién enzimatica. La reaccion que
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ocurre durante el tratamiento acido es la hidrolisis de hemicelulosas, estos
oligébmeros, pueden ser hidrolizados produciendo furfural, monémeros, HMF
y otros productos inhibitorios para el crecimiento de los hongos (Fengel y
Wegener, 1984).

Independientemente de cual de los pretratamientos anteriores sea utilizado
para deslignificar, el paso siguiente en la degradacion de materiales
lignoceluldsicos es la hidrdlisis enzimatica de la celulosa, lo que permite la

obtencion de glucosa y dextrinas solubles.

2.5 Degradacion enzimatica de celulosa.

Las enzimas llamadas celulasas son las responsables de la degradacion de
celulosa a glucosa. Las celulasas se ubican dentro de las enzimas del tipo
Glucosil hidrolasas y éstas a su vez forman parte de las carbohydrate active
enzymes, las cuales son responsables de la ruptura, modificacion y sintesis de
los enlaces glicosidicos (Cantarel y col., 2009).

Las celulasas de origen fungico son un conjunto de 3 tipos de actividades
enzimaticas diferentes (Goyal y col, 1991; Rabinovich y col., 2002):
endoglucanasas (endo-1,4-B-d-glucanasa), celobiohidrolasas (exo-1,4-B-d-
glucanasa) y B-glucosidasas (1,4-B-glucosidasa) (Hong y col., 2001; Li y col.,

2006).
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Las endoglucanasas, son frecuentemente llamadas carboximetilcelulasas,
debido a que su actividad se determina utilizando como sustrato
carboximetilcelulosa, que es un compuesto organico, derivado de la celulosa,
compuesto por grupos carboximetil, enlazados a algunos grupos hidroxilo,
presente en polimeros de la glucopiranosa no cristalinos. Las endoglucanasas
inician su atague en multiples sitios internos de las regiones amorfas de las
fibras de celulosa, lo que ocasiona la apertura de sitios para que las enzimas
celobiohidrolasas actien posteriormente (Lynd y col., 1991). Las
celobiohidrolasas frecuentemente llamadas exoglucanasas son el mayor
componente del sistema celulitico fangico acumulando del 40 al 70% del total
de proteina celulitica, estas actividades pueden hidrolizar celulosa altamente
cristalina (Esterbauer y col.,, 1991). Las celobiohidrolasas remueven
monomeros y dimeros de la parte terminal de la cadena de glucanos.
Generalmente, las endoglucanasas y las celobiohidrolasas trabajan
sinérgicamente en la hidrolisis de celulosa (figura 7), pero los detalles de los
mecanismos involucrados en el proceso son todavia desconocidos (Rabinovich

y col., 2002).
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Figura 6. Hidrolisis enzimética de celulosa, mostrando
el sinergismo entre endoglucanasa y exoglucanasa.

http://biotechnologyforbiofuels.biomedcentral.com/articles/10.1186/1754-
6834-3-4

Las celulasas son producidas por muchos organismos incluyendo hongos y
bacterias. En general, las celulasas bacterianas son producidas
constitutivamente, en cambio las celulasas fungicas son inducibles por la
presencia de celulosa (Suto y Tomita, 2001). Los hongos filamentosos;
particularmente los géneros de Aspergillus y Trichoderma son conocidos por

ser los mejores productores de celulasas (Peig y col., 1998).
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3. Justificacion y Objetivos

En las ultimas tres décadas, la conversion de biomasa lignocelulésica, ha
mostrado un gran interés en el uso potencial de los carbohidratos y de la
lignina debido a que son fuentes sustentables para producir bioetanol, a si
mismo de productos precursores para ser utilizados en las biorefinerias
(Kann y Kamm, 2004) y en aplicaciones biotecnologicas que incluyen
productos quimicos y/o farmacéuticos, cémo: detergentes, combustibles,
alimentos, alimentos para animales, cosméticos, entre otros (Sanchez, 2009).
Sin embargo, aun no se ha demostrado su viabilidad economica debido a los
altos costos que representan el pretratamiento del material lignoceluldsico,
para la remocion de lignina y hemicelulosas; asi como el de las enzimas
utilizadas en la hidrolisis de la celulosa. Es por ello que el desarrollo de
nuevas tecnologias, es un requisito para el aprovechamiento de biomasa
recalcitrante, que permita el acceso a la celulosa y hacer que el paso de
hidrdlisis sea un proceso barato y competitivo (Talebnia y col., 2010).

En el laboratorio 104 del departamento de bioquimica, se ha implementado un
pretratamiento combinado, que utiliza una menor temperatura que los métodos
tradicionales y disuelve tanto a la hemicelulosa como a la lignina; sin
embargo, la celulosa no es hidrolizada eficientemente por celulasas
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comerciales debido a que presenta un alto grado de cristalinidad. Por lo
anterior, este trabajo se orientd hacia la produccion de actividades de
exoglucanasas que degraden a la celulosa cristalina, utilizando hongos del

género Aspergillus y Trichoderma viride para producir estas enzimas.
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3.1 Objetivo General:

Optimizar las condiciones de produccion de las cepas fungicas con mayor
capacidad para producir celobiohidrolasas.

3.2 Objetivos Particulares

e Seleccion de las cepas fangicas que produzcan una mayor actividad
enzimatica de celobiohidrolasa, a partir de una fermentacion en fase
solida, usando como fuentes de carbono: salvado de trigo y una mezcla
50:50 de salvado de trigo y avicel.

e Optimizacion de produccion de la actividad celobiohidrolasa,
cuantificando dicha actividad en paranitrofenil celobidsido; para lograr
esto se modificd una variable de interés, mientras las demas variables
se mantuvieron constantes, estas variables fueron: cantidad de sustrato,
cantidad de glucosa en el medio basal y el tipo y cantidad de in6culo.

e Optimizacion de la produccion de la actividad celobiohidrolasa.
cuantificando dicha actividad con el sustrato paranitrofenil celobidsido.
Para ello se utilizo el método de box Wilson para optimizar: el pH, el

porcentaje de humedad y el tiempo de fermentacion.

27



e Cuantificacion de la actividad avicelasa de los extractos producidos en
condiciones optimizadas, utilizando el avicel como sustrato para esta

determinacion.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Microorganismos y mantenimiento de las cepas

Las cepas fungicas utilizadas fueron cuatro pertenecientes al género
Aspergillus (A. niger, A. oryzae, A. fumigatus y A. terreus) y una del género
Trichoderma (T. viride). Todas las cepas fueron facilitadas por el cepario de
la Facultad de Quimica. Inicialmente estas cepas fueron aisladas del jardin de
la Facultad de Quimica y se conservaron en el cepario. Para el trabajo aqui
desarrollado, las cepas fueron conservadas en el laboratorio en tubos con agar
papa dextrosa (PDA) en refrigeracion a 4 °C resembrandose cada dos meses.
4.2 Medio Basal

Como medio basal se utilizd una solucién de 1 % glucosa, 0.1 % tiamina, 0.1

% elementos trazay 1 % de sales de nitrato (Kaminsky, 2001).

4.3 Fermentacion en fase soélida

En matraces Erlenmeyer de 500 ml se colocaron 10 g de salvado de trigo 0 5 g
de salvado de trigo con 5 g de avicel adicionando, 20 ml del medio basal antes
descrito. Estos matraces se esterilizaron a 121 °C, 15 psi por 15 minutos; una
vez frios, en condiciones estériles se inocularon con 1 cm® o més de agar
recortado de cajas Petri con 5 dias de crecimiento de la mezcla del hongo con

el agar, se uso esta medida para hacer constante el inoculo considerando que
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no hay mucha variacion de esporas inoculadas de 1 cm® a otro. Los matraces
se incubaron a 30 °C en una incubadora sin agitacion de Craft. Cuatla
Morelos, durante 5, 10 y 15 dias. A cada tiempo se retird un matraz de la
incubadora para obtener el extracto enzimatico y determinar actividades
celuliticas.

En otra serie de experimentos se utilizaron 5, 6, 0 7 g. de salvado de trigo y se
les adicionaron 10 ml de medio de cultivo basal. Estos matraces se
esterilizaron a 121 °C, 15 psi, por 15 minutos. Una vez frios se inocularon con
la misma cantidad de esporas, para escoger la cantidad de sustrato mas
conveniente. Posteriormente, se inocularon matraces que contenian, 5g de
salvado de trigo con diferentes cantidades de inoculo: 10°, 5*10°107, 5*10 y
10° esporas para determinar la cantidad de esporas que produce, una mayor
actividad enzimaética.

4.4 Obtencion del extracto enzimatico.

Al término de la fermentacién, al matraz se le adicionaron 30 ml de
amortiguador de acetatos 50 mM, pH 5. EIl contenido se agitd con una
espatula metalica para resuspender el sélido en el liquido y los matraces se
agitaron a 150 rpm, en un agitador orbital, a 4 °C durante toda la noche; el
contenido de esta extraccion se conservd en refrigeracion a 4 °C en un tubo

falcon de 50 ml. La segunda extraccion se realizo con la adicion de otros 30
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ml de amortiguador de acetatos. Esta segunda extraccion se realizo por 5 h en
las condiciones antes mencionadas. Los extractos se reunieron y se guardaron

a 4°C hasta su uso para la cuantificacion de actividades enzimaticas.

4.5 Determinacion del crecimiento flngico.
Se cuantifico la proteina total del hongo, en la mezcla residual de micelio con
sustrato después de extraer los extractos enzimaticos por el método propuesto

por Parry (1981).

4.6 Cuantificacion de la produccion de celulasas en caja de Petri.

Se preparo el medio de produccion enzimatica que contenia por litro: 3 g de
nitrato de sodio, 1 g de fosfato dibasico de potasio, 0.5 g de sulfato de
magnesio, 0.5 g de cloruro de potasio, 0.01 g de sulfato ferroso, 20 g de agar y
5 g de avicel o de carboximetil celulosa, el pH se ajusto a 5.0 y se esterilizo a
121°C, 15 psi, por 15 min (Farinas, 2012). EIl medio se dej6 enfriar hasta 60
°C y se vertieron 25 ml, a cada una de las cajas Petri en condiciones estériles.
Una vez que las cajas solidificaron, en cada una se coloco un cuadro de agar
con micelio fingico de 1 cm? que fue previamente incubado durante 5 dias a
30 °C en medio de crecimiento de agar papa dextrosa. Las cajas inoculadas
con los cuadros, se dejaron durante 5 dias a 30 °C; después de este tiempo, se
tifieron con rojo Congo al 2.5% y se lavaron después de 15 minutos con una

solucion 1 M de NaCl. Las areas no tefiidas con rojo congo, indicaron dénde

32



la CMC o el avicel fueron hidrolizados a glucanos que contienen siete o

menos residuos de glucosa.

4.7 Determinacion de azucares reductores

El método del acido dinitrosalicilico (Miller, 1959) se utiliz6 para determinar
la cantidad de azUcares reductores.

4.8 Ensayo de Carboximetilcelulasa (CMCasa)

La actividad CMCasa fue determinada usando el método descrito por Wood
and Bhat (1988) cuantificando la cantidad de azlcares reductores liberados.
4.9 Ensayo de la actividad de Celulasas.

Esta actividad enzimatica, se midio de acuerdo a los métodos de Wood y Bhat
(1988). La actividad en unidades sacarificante de papel filtro, se midié de
acuerdo a la cantidad de glucosa liberada. Una unidad se defini6 como un
umol de glucosa equivalente a aztcares reductores liberada por minuto.

4.10 Ensayo de B-glucosidasa

La actividad p-glucosidasa se midio por el método propuesto por Wood y Bhat
(1988), se utilizd como sustrato p-nitrofenil-p-D-glucésido y se cuantifico la
cantidad del p-nitrofenol liberado. La actividad de B-glucosidasa se expreso en
unidades, definidas como 1 umol de paranitrofenol liberado por la enzima en

un minuto.
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4.11 Actividad de avicelasa

Se pesaron 15 mg de avicel en un microtubo al que se le agrego
posteriormente 1 ml del extracto enzimatico, 75 puL de amortiguador de
citratos y 425 pL de agua, el microtubo se colocdé en un agitador de
movimiento circular en una incubadora a 50 °C y se incubd durante 30 min.
Posteriormente se cuantificaron los azlcares reductores con el reactivo de
DNS (Miller, 1959).

4.12 Actividad de celobiohidrolasa

Se colocaron 10 pL del extracto y 10 uL de amortiguador de citratos 0.05 M,
pH 5 en un pozo de una placa Nunc de polipropileno la mezcla se preincubd
durante 5 min a 50 °C. Pasado el tiempo se le agregaron 10 pL del sustrato
PNCB de una concentracién 1mM. La caja se incub6 otros 15 min a 50 °C. Al
terminar la reaccion se agregaron 200 pL de Na,CO3; 1M. La intensidad del
color se ley6d a 420 nm en un espectrofotdmetro para placas.

4.13 Determinacion del efecto de la glucosa en la produccion de la biomasa y
la actividad de celobiohidrolasa.

De los tubos que fueron proporcionados por el cepario de la Facultad que se
encontraban en refrigeracion, se tomé en la campana de flujo laminar un
pedazo de agar con micelio con la ayuda de una espéatula, que se sembro en

cajas Petri con medio PDA, las cajas se incubaron a 30 °C durante 5 dias,
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después de este periodo se transfirio 1 cm® de las especies A.niger 'y
A.fumigatus en matraces que contenian 10 g de salvado de trigo y 20 mL de
medio basal con o sin glucosa a un pH de 5.0. Los matraces se incubaron a
30 °C por 5y 8 dias. A cada tiempo, el contenido de los matraces se agitd con
una espatula y se les adiciond 30 ml de buffer de citratos 50 mM, vy se
agitaron durante toda la noche en movimiento circular a 4 °C, después se
filtrd6 el extracto y al soOlido restante se le agregaron otros 30 ml de
amortiguador de citratos 50 mM para agitarlo nuevamente a 4 °C durante 2
horas. Se volvio a filtrar el contenido del matraz para quitar los residuos
solidos, y este extracto se juntd con el primer extracto en un tubo Falcon de 50
ml; éste extracto se utiliz6 para los ensayos de actividad de la exoglucanasa.
Los residuos solidos se almacenaron en cajas metalicas, para luego secarlos en
una estufa a vacio durante tres dias para la determinacion de proteina total.

El contenido proteico se determind calentando muestras de 100 mg con 100
ml al 0.1% de Docecil Sulfato de Sodio (SDS), por 3 minutos a 100 °C, se
centrifugd y determin0 la proteina por la técnica de Bradford tomando del
sobrenadante 800 pL y se adiciond 200 uL del reactivo de Bradford, de la
siguiente manera: se agito el contenido de la celda y se incub6 por cinco
minutos. Posteriormente, las celdas se leyeron a 595 nm en un

espectrofotémetro.
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4.14 Obtencion de esporas.

De los tubos que fueron proporcionados por el cepario de la Facultad que se
encontraban en refrigeracion, se tomo en la campana una muestra de agar
con micelio, con la ayuda de una espatula, que se sembrd en cajas Petri con
medio PDA, las cajas se incubaron a 30 °C durante 5 dias. A este tiempo, en
condiciones de esterilidad, se adicionaron 5 ml de una solucién salina
isoténica con tween 80 al 0.1% a cada caja. El sobrenadante de dos cajas de
Petri se reunio en un tubo Falcén esteéril. El tubo se centrifugé a 5000 rpm en
una centrifuga. En condiciones de esterilidad se separ0 el sobrenadante que se
coloco en tubo de precipitados para desecharlo posteriormente. A la pastilla se
le adicionaron 10 ml de solucion salina isotonica con tween 80 y se mezclo
con ayuda de un vortex, esta operacion, se realiz6 por 3 veces consecutivas
para obtener las esporas de cada cepa. Al final se realizd un conteo de esporas
con la ayuda de un microscopio Optico y de una camara de Neubauer, se
hicieron las diluciones correspondientes para poder observar las esporas en los
cuadritos de la cdmara, colocando 10 pL de esta dilucién en la camara y
realizando el conteo correspondiente.

Se utilizo la siguiente formula para realizar el conteo.

(Conidias)*(10)*(Fd)
4

conidias/pL=

Fd= factor de dilucion
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Este conteo se realiz6 con la intencion de hacer el ajuste del inoculo para
inocular una cantidad especifica de esporas. Se calculd el volumen del

inoculo conteniendo la cantidad de esporas necesarias para un especifico.
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5. Resultados

5.1 Evaluacion de la actividad celulitica en placa de las distintas cepas
fangicas.

Al comparar con el control cada una de las cajas donde crecieron las
diferentes cepas fungicas, se observan zonas de decoloracion y otras mas

oscuras (Figura 7).

A. oryzae Control A. fumigatus

A. niger A. terreus

T. viride

Figura 7 Evaluacion cualitativa de la produccién de celulasas
por diversos hongos en placas de CMC-agar, reveladas con rojo congo al 2.5 %

Las zonas de decoloracion indican que la CMC fue degradada por las enzimas
celuliticas (Piontek y col.,1998; Ten y col., 2004) mientras que la zona

obscura se interpretd como micelio creciendo densamente al cual se encuentra
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asociada la B-glucosidasa (Pointing, 1999). De acuerdo a este experimento A.
niger, A. terreus y A. oryzae son las cepas que produjeron mayor cantidad de
celulasas secretadas ya que en el primer caso, toda la caja disminuy6 su color
y en A. terreus se detecta una amplia franja sin color. Para las otras tres cepas
es dificil establecer cuél de ellas secretd mayor actividad, pues en todos los
casos se detectdé un circulo central con escasa decoloracion. Tomando en
cuenta que la zona oscura representa el micelio creciendo densamente al cual
estd asociada la B-glucanasa, A. fumigatus fué la cepa con mayor crecimiento
y produccién de B-glucanasas, pues la mayor parte de la caja presento zonas
oscuras, seguido de A. terreus y A. oryzae. Mientras que la de A. niger y la de
T. viride constituyen las cepas con menor capacidad de crecimiento en este
sustrato ya que las zonas oscuras que presenta son pequefias. Los resultados
anteriores se indican como los hongos aqui estudiados, sintetizaron celulasas
especialmente del tipo de las endo B-glucanasas. Los resultados anteriores,
estdn de acuerdo con resultados previos que demuestran que el genero
Aspergillus spp. es un buen productor de enzimas celuliticas (Hoshino y
col.,1997). El género Trichoderma ha sido més utilizado para la produccion
de enzimas celuliticas, las cepas de este género pueden producir altas

actividades endo y exoglucanasas, pero no son buenas productoras de f-
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glucosidasas; pero sin embargo, en las condiciones aqui utilizadas el
crecimiento de esta cepa fue limitado y por tanto su produccion enzimatica.

Teniendo en cuenta que la CMC es una molécula modelo de celulosa amorfa,
los resultados anteriores sugieren que las cepas usadas poseen el potencial
celulitico para degradar celulosa amorfa, por lo que el siguiente paso fue
observar si estos hongos también pueden degradar celulosa cristalina,
produciendo exoglucanasas. Para esto se utilizo el sistema de evaluacion de
celulasas en placa, utilizando avicel como sustrato cristalino. Previo a su

utilizacion se cuantifico la cristalinidad del avicel (Fig. 8) que fue de 67.7 %.

Facultad de Quimica, USAI, UNAM México
AVIC (Coupled TwoTheta/Theta)

J
L

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1,54060

Figura 8. Espectro de difraccion de rayos X de avicel.

A continuacion, se muestran los resultados del crecimiento de los hongos en
celulosa cristalina (Fig. 9). Debido a que en el ensayo en placa, para detectar
la actividad celulitica, el crecimiento fungico se observa como zonas oscuras

(Pointing, 1999), el crecimiento de las cepas de Aspergillus en avicel fue
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menor que el observado en CMC. Probablemente, como consecuencia de una
menor disponibilidad de sustrato, ya que la hidrolisis de la celulosa
microcristalina, el avicel, es méas lenta que la de la celulosa amorfa, la CMC
(Lynd, 2004). En esta misma figura, también se observa que la apariencia de
la caja control luce diferente en las diversas tomas fotogréficas, por lo que la
evaluacion cualitativa de la actividad celulitica, se realiz6 comparando las
cajas donde se crecieron los hongos. En las placas donde crecieron las cepas
de A. niger (Fig. 9A) y de A. terreus (Fig. 9B) se observan pequefios listones
oscuros Yy la superficie de la primera es menos opaca que la de la segunda. Los
pequefios listones se interpretaron como crecimiento fungico y la mayor
luminosidad como una mayor degradacién del avicel. En el caso de A. niger
también se observan dos pequefios circulos oscuros, similares a los observados

en las placas de CMC y que corresponden a crecimiento flngico.
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Figura. 9. Crecimiento de las cepas A. niger (A) y A. terreus (B)
en placas de avicel, reveladas con rojo al 2.5% y 5 dias de
incubacion a 30 °C,al lado izquierdo de cada figura estan los
controles, que no contienen micelio fungico pero si el colorante
de rojo congo al 2.5%.

En el caso de A. oryzae (Fig. 10A) en el centro de la placa se observa un
circulo central oscuro, y a su alrededor una zona mas clara y luminosa. El
primero corresponde al inoculo utilizado al inicio del experimento y la
segunda indica degradacion del avicel por las enzimas secretadas por el
hongo. Aparentemente, los productos de la hidrolisis del avicel por A. oryzae
no son adecuados para sostener el crecimiento. Se observo que la apariencia
de la caja inoculada con A. fumigatus (Fig. 9B) luce diferente a la de las otras
cepas. El color es café y la periferia de la caja luce mas oscura y opaca que el

resto de la caja. Lo que es muy claro en esta caja son las pequefias areas de
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total decoloracidn, las cuales tambien estan presentes en A. niger, indicando
la hidrolisis total del avicel. EI método de la determinacién de actividad
celulitica en placa, es utilizado frecuentemente para seleccionar rapidamente
cepas productoras de celulasas. Sin embargo, los resultados de estas
determinaciones no fueron concluyentes para escoger las cepas con mayor
produccién de exoglucanasa, por lo que se decidio realizar experimentos de
fermentacion solida para cuantificar las diversas actividades enzimaticas del

complejo celulitico.
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Figura. 10. Crecimiento de las cepas A. oryzae (A)y A.
fumigatus (B) en placas de avicel,reveladas con rojo
congo al 2.5% y 5 dias de incubacion a 30 °C, al lado
izquierdo estan los controles, que no contienen micelio
fungico pero si el colorante de rojo congo al 2.5 %.

5.2 Cuantificacion de la produccion de celulasas en fermentacion sélida
por diversas cepas fungicas.

El crecimiento fangico se realizo al 66 % de humedad y pH 5. Utilizando
como sustrato de crecimiento salvado de trigo o bien una mezcla (1:1) de
salvado de trigo y avicel. El inoculo en todos los casos fue 1cm? de agar
conteniendo micelio fresco.

La actividad de celulasas se realizd como actividad sacarificante, o bien
cuantificando la actividad de cada una de las enzimas que constituyen la
actividad celulitica. En la primera se utilizo papel filtro y en el segundo con

sustratos especificos para cada actividad.
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En la figura 11 se muestran los resultados de la actividad sacarificante de cada
una de las cepas en los diferentes sustratos utilizados para la produccion de
celulasas. A los cinco dias de fermentacion en salvado de trigo o0 en mezcla de
salvado de trigo y avicel todas las cepas produjeron celulasas y con excepcion
de T. virida y A. terreus, la produccion de celulasas disminuyé a medida que
se incrementd el tiempo de fermentacion. Este comportamiento fue
independiente del tipo de sustrato de crecimiento. En algunas cepas, la
presencia de avicel incrementd la produccion de celulasas con respecto a la
produccion observada en salvado de trigo, estas cepas fueron: A. niger, A.
fumigatus y A. oryzae. También resalta el comportamiento de la produccién
de celulasas en las cepas A.terreusy T. viride crecidas en salvado de trigo ya

que el maximo de esta actividad se detecta hasta los 10 dias de fermentacion.
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Figura. 11. Actividad sacarificante cuantificada en papel filtro en funcion del tiempo de
fermentacion, producida por diversas cepas fungicas, usando como sustratos: A) salvado de
trigo B) mezcla 50:50 salvado de trigo y avicel, a 30 °C.

El hecho de que el extracto enzimatico sea capaz de hidrolizar papel filtro

indica la presencia de las tres actividades que constituyen el complejo

celulitico efectivo: endoglucanasa, [I- glucosidasa y celobiohidrolasa (Wood

y Bhat, 1998), por lo que estas actividades fueron cuantificadas.

La méaxima actividad de endoglucanasa (Fig. 12) fue producida por T. viride y

A. terreus 10 dias después de iniciada la fermentacion; y para T.viride la

presencia de avicel incrementd la produccion de esta actividad endoglucanasa

respecto a la producida en solo salvado de trigo. En las otras cepas la

produccion de endoglucanasa permanecié casi constante a lo largo del periodo

estudiado, con excepcion de A. niger que a los 15 dias present6 un incremento

de mas de dos veces, cuando se utilizé la mezcla de salvado de trigo y avicel.
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actividad endoglucanasa Actividad endoglucanasa

Actividad(pumol/mL* hr)
©

dias

A B

Figura 12. Actividad endoglucanasa cuantificada en carboximetil celulosa en funcion del
tiempo de fermentacion, producida por diversas cepas fungicas en funcion del tiempo de
fermentacion, usando como sustratos: A) mezcla 50:50 salvado de trigo y avicel y

B)salvado de trigo a 30 °C.

En la Fig.13 se observan las actividades B-glucosidasa, las cuales fueron
menores que las producidos para la endoglucanasa y su mayor produccion se
detectaron hasta los 15 dias de fermentacion. Los mejores productores de esta
actividad fueron A. niger y A. terreus. El efecto del avicel no fue significativo
para la mayoria de las especies, excepto para las especies A. fumigatus y A
terreus, en las que se observo una disminucion a la tercera parte de la

actividad inicial para A. fumigatus y un aumento al triple para A.terreus.
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Figura 13. Actividad B-glucosidasa, cuantificada en p-nitrofenil-B-D-glucosido, producida por diversas
cepas fungicas en funcion del tiempo de fermentacion,, usando como sustratos: A) salvado de trigo B)

mezcla 50:50 salvado de trigo y avicel, a 30 °C.

Las mejores cepas productoras de celobiohidrolasa (Fig.14) fueron A.

fumigatus y A. terreus. Ambas presentaron la mayor produccion a los 10 dias

de incubacion, pero para la primera el mejor medio de produccion fue el

salvado de trigo, mientras que para la segunda fue la mezcla de salvado de

trigo con avicel. En esta figura llama la atencién que la deteccion de esta

actividad se produjo a posteriori de la endoglucanasa y la [1-glucosidasa.
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Figura 14.Actividad celobiohidrolasa, cuantificada en p-nitrofenil-p-D-celobidsido v producida por diversas

cepas fingicas en funcion del tiempo de fermentacion, usando como sustratos: A) salvado de trigo B)
mezcla 50:50 salvado de trigo y avicel, a 30 °C.

5.3 Eleccidn de las cepas productoras de exoglucanasas.

Como se puede observar en la figura 14 la fuente de carbono cristalina avicel
es capaz de inducir la enzima B-celobiohidrolasa que es la que libera el p-
nitrofenol del paranitrofenil-B-D celobidsido (Gilkes y col., 1992). Con
excepcion de A. oryzae, a los 10 dias de crecimiento se puede observar la
induccion de celobiohidrolasas por avicel, siendo mayor para A. terreus. Sin
embargo, la maxima actividad detectada para A. terreus en este sustrato fue
dos veces menor que la cuantificada para A. fumigatus en salvado de trigo.
Mientras que para A. niger en salvado de trigo a los 15 dias de crecimiento

produjo casi la misma actividad que A. terreus en salvado de trigo mas avicel,
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por lo anterior se escogieron las cepas de A.niger y A.fumigatus con salvado

de trigo como sustrato.

5.4 Efecto de la glucosa, del tiempo de fermentacion, cantidad de sustrato
y de indculo en la produccidn de celobiohidrolasa por las cepas A. niger y
A. fumigatus.

La glucosa desempefia un papel dual y antagdnico en los medios de cultivo en
que se crecen hongos productores de celulasas; puede actuar como represor
de la sintesis de estas hidrolasas (Beguin, 1990; Fowler, 1993) pero tambiéen
es requerida para la produccién de biomasa. En base a lo anterior, se
realizaron experimentos para estudiar el efecto de la glucosa en los medios de
fermentacion en la produccién de celobiohidrolasa. Para lo cual se cuantifico
la produccién de celobiohidrolasa en presencia y ausencia de glucosa en el
medio de fermentacidn en fase solida. En la tabla 2 se puede observar que en
ausencia de glucosa los hongos, independientemente de la especie, no crecen
ni producen celobiohidrolasa. También se observa que la glucosa es necesaria
para el crecimiento de los hongos y para la produccion de la celobiohidrolasa.
La velocidad de crecimiento para A. fumigatus es mayor a los 5 dias, pero a
los ocho dias este mismo parametro es mayor para A. niger (1.5 veces) que
para A. fumigatus. Asi mismo, la produccion de celobiohidrolasa a los ocho

dias de fermentacion es mayor para A. niger (2 veces) que para A. fumigatus.
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Estos resultados indican que en estas especies de hongos, la glucosa no sélo
acelera el crecimiento si no también incrementa la actividad celobiohidrolitica.
Tomando en cuenta los resultados anteriores se utilizara glucosa en los

medios de fermentacion.

Tabla 2. Efecto de la glucosa en actividad celobiohidrolitica y el

crecimiento fungico.

Dias de Cepa medio inéculo | Proteina total U/mL)
fermentacion (mg)
5 A.fumigatus |glucosa lcm? 104.515 0
5 Afumigatus |no glucosa |lcm? 0 0
5 A.niger glucosa lcm? 0 0
5 A.niger no glucosa |lcm? 0 0
8 A.fumigatus |glucosa 1cm? 207.271 0.0511
8 Afumigatus [no glucosa |lcm? 0 0
8 A.niger glucosa lcm? 311.785 0.105
8 A.niger no glucosa |lcm? 0 0

La cantidad de sustrato como fuente de carbono y el tiempo de produccion,
fueron  optimizados ya que estos dos parametros también influyen en la
produccion de las enzimas (Ramos y col., 1993).

Para determinar el tiempo de fermentacién requerido para la mayor
produccion de celobiohidrolasa, se realizé una cinética de producciéon de
celobiohidrolasa para ambas especies. Los resultados se muestran en la figura

15. Aparentemente la produccion de celobiohidrolasa es ciclica. Para A. niger

hay un pico de méxima actividad a los ocho dias, mientras que para A.
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fumigatus la maxima actividad se alcanzé a los 10 dias. En ambos casos,
después de la méaxima produccién hay una abrupta caida de actividad, para
después incrementarse. En el caso de A. niger esta recuperacion de actividad
fue el doble de la observada a los ocho dias. En cambio para A. fumigatus la
actividad recuperada fue de tan solo el 50 % de la actividad observada a los 10

dias de fermentacion.

Actividad celobiohidrolasavs
tiempo

0.3 ~ —e—A.niger(S)

0.2 —e—A fumigatus(S)

Actividad(pmol/min*mL)

01 5 10 15

Figura 15. Cinética de produccion de celobiohidrolasa de las especies
A.Nigery A.fumigatuscrecidas en salvado de trigo a 30 °C.
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Actividad{pmol/min*mL)

Los resultados de otros autores muestran que una alta concentraciéon de
sustrato, ocasiona un bajo rendimiento enzimatico por efecto de inhibicion por
producto (Ramos y col., 1993; Sherief, 2010). Por lo que se realizaron
experimentos para definir la cantidad del sustrato a utilizar. Se usaron 10’
esporas por experimento y con diferentes cantidades de sustrato en la
fermentacién: 5, 6, 7 ,8 g., en cada caso el porcentaje de humedad fue de 66 %
y pH 5. Las enzimas se extrajeron como ya se describid, pero en este caso se
adiciond al amortiguador de extraccion PMSF 1mM para impedir la accién de
proteasas de serina. En la figura 16 se observa que la actividad de
celobiohidrolasa es mayor cuando se utilizan 5 g de salvado, que cuando se

utiliza mayor cantidad, aun cuando el crecimiento fingico sea mayor al

Efecto de la cantidad de la fuente Efecto de sustrato en el crecimiento
de carbono en actividad 200.00
celobiohidrolasa "
Q
w© 150.00
0.2 § m5
ms 8 100.00 m6
K
0.1 m6 - 7
s 50.00
7 o 8
=]
8 £  0.00
0
gramos de sustrato gramos de sustrato
A B

Figura 16. Efecto de A) la cantidad de sustrato en la produccion de celobiohidrolasa
y en B) el crecimiento de la cepa A. niger, se utilizaron 107 esporas para el inéculo y se
fermento a 30 °C.

utilizar 7y 8 g de sustrato.
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De acuerdo a las figuras anteriores se observa que la maxima produccion
enzimatica se obtuvo utilizando 5 g. de sustrato para la especie A.niger.

Otro parametro que debe optimizarse es la cantidad de inoculo. Con la
finalidad de lograr un balance entre la proliferacion fungica y la produccion de
enzima, la cantidad de inoculo también debe optimizarse (Ghanem y col.,
2000; Ramachandran y col., 2004). Para optimizar la cantidad de inoculo se
realizaron experimentos con 5 g. de sustrato, 66 % de humedad relativay pH 5
con diversas cantidades de esporas o con diversas cantidades de agar tomado
de cajas Petri con cinco dias de crecimiento del hongo. En ambos casos la

fermentacion se realizo por siete dias.
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Efecto del indculo sobre

actividad celobiohidrolasa Actividad celobiohidrolasa vs esporas
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Figura 17. Efecto del inoculo en la actividad celobiohidrolasa producida usando A)
indculo de area definida o B) indculo con esporas por la especie A. niger a los 7 dias
de produccién a 30 °C.

Se encontrdé que la maxima produccion se obtenia inoculando con 5*107
esporas, por lo que se escogio esta cantidad de esporas para inocular 5 gramos
de sustrato, asi mismo se decidid utilizar glucosa al 1 % en los medios de
fermentacién y un tiempo de fermentacion de 8 y 10dias para A.niger y
A.fumigatus respectivamente, la cantidad de sustrato e inoculo Optimas para
A.niger también se utilizaron para A.fumigatus. Posteriormente, se procedio a
optimizar algunas otras variables como son humedad relativa, pH y tiempo

de fermentacion utilizando el método de Box Wilson (Davies, 1956).
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5.5 Optimizacion de la produccién de celobiohidrolasas de las especies
A.niger y A.fumigatus utilizando el método de Box Wilson.

El método de Box Wilson es una modificacion del disefio factorial 2", se
utiliza cuando se desea optimizar un medio de cultivo, o las condiciones para
producir un metabolito. En este método se estudian X numero de variables a
dos niveles, un nivel inferior y un nivel superior. Los resultados del disefio
factorial, se utilizan para encontrar los componentes o condiciones que mas
afectan los resultados y asi proponer una nueva serie de experimentos en
donde, algunos componentes se incrementan y otros se disminuyen hasta
llegar al nivel optimo de cada componente. En este caso se utilizaron como
variables el pH, el tiempo de produccion y la humedad relativa. En la tabla 3
se muestra el disefio de las matrices para realizar la optimizacién de estas

variables para cada especie estudiada.
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Tabla 3. Disefos de la matriz para la cepas A.niger y A.fumigatus

Cepa Variables | Nive | Nivel | Nivel % U. de
I minim | maximo | variacion | variacion
basal | 0
A. niger A (pH) 5 4 6 16 1
B (% 70 55 85 21 15
humedad)
C(tenh) | 192 168 216 20 24
A. fumigatus A (pH) 5 4 6 16 1
B (% hum) | 70 55 85 21 15
C(tenh) | 240 216 264 20 24

Como nivel basal para el pH se escogio 5, como % de humedad 70 % y como
tiempo de produccion, expresado en horas, 192 horas (8 dias) para A. niger y
240 horas (10 dias) para A. fumigatus. En base a estos valores se elaboro una

matriz de los experimentos a realizar (Tabla 4).
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Tabla 4. Matriz de los experimentos a realizar.

ACTIVIDAD (umol/min*mL) (umol/min*mL) (umol/min*mL)

Tratamientos A B C
1 - - -
2 i - i
3 - - i
4 - i i
5 - i -
6 i i -
7 - i i
8 i i i
9 T - -
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En la tabla 4 las casillas con el signo negativo representan el nivel inferior, las
casillas con el signo positivo representan el nivel superior al nivel basal.

Se sembraron 5*10° esporas en matraces que contenfan 5 g. de salvado de
trigo, que fueron las mejores condiciones obtenidas en los experimentos de
optimizacién de estos pardmetros y los matraces se incubaron a una
temperatura de 30 °C en SSF.

Tabla 5A. Resultados de matriz para la especie A.niger

Tratamientos Actividad(umol/min*mL)  ActividadO(umol/min*mL)  Actividad(pmol/min*mL)

1 0.32 0.10 0.15
2 0 0.02 0.16
3 0.06 0.2 0.09
4 0.05 0.02 0.12
5 0.06 0 0.11
6 0 0.17 0.25
7 0 0.14 0.02
8 0 0.02 0.15
9 0.08 0.07 0.30
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Tabla 5B Resultados de matriz para la especie A.fumigatus.

Tratamientos  Actividad(pmol/min*mL) Actividad(pmol/min*mL) Actividad(umol/min*mL)

1 0.11 0.11 0.11
2 0.10 0.03 0.06
3 0.20 0.04 0.06
4 0.07 0.20 0.34
5 0 0.49 0.42
6 0 0.30 0.36
7 0.02 0.20 0.03
8 0.09 0.20 0.06
9 0.10 0.06 0.23

60



En las Tablas 5A y 5B se observa que no hubo reproducibilidad entre la
actividad cuantificada en los triplicados, lo que sugiere que, la forma de
extraer la enzima o la preparacion de las unidades experimentales no fue
reproducible. Sin embargo estos datos se utilizaron para plantear las
ecuaciones que muestran la dependencia de la produccion de celobiohidrolasa
respecto de las tres variables estudiadas.

a) Y=0.1055-0.004974 A + 0.202B + 0.078C

b) Y=0.187 +0.0369A -1.589B+ 1.079C

Las ecuaciones anteriores muestran la dependencia de la actividad
celobiohidrolasa en funcion de las variables estudiadas para cada cepa: a)
A.niger y b) A.fumigatus. La variable independiente con el coeficiente de
variacion mayor en términos absolutos, indica que esa es la variable que afecta
mas la variable independiente que en este caso es la actividad enzimatica.
Dado que el coeficiente de variacidbn mayor para ambas cepas fue el de la
variable B, este se utilizé para calcular las unidades de variacion y se

plantearon nuevos experimentos (Tabla 6).
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Tabla 6. Condiciones experimentales finales propuestos para a) A. niger y

b) A. fumigatus.

a)

A B C
Basal 5 70 192
unidades de
variacion -0.02 1 0.39
1 4.98 71 192.39
2 4.95 72 192.77
3 4.93 73 193.16
4 4.90 74 193.54
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b)

A B C
Basal 5 70 240
unidades de
variacion 0.02 -1 0.68
1 5.02 69 240.68
2 5.04 68 241.36
3 5.07 67 242.04
4 5.1 66 242.70

En las tablas anteriores se pueden observar los experimentos planteados una
vez hecho los calculos de optimizacion. En base a lo anterior, de los 4
experimentos planteados solo se realizaron los basales y el tratamiento 4 para
ambas cepas. En esta ocasién se hizo por duplicado. Los resultados se
muestran en la tabla 7. Se observa que la variacion del % de humedad para la
cepa A. niger no tiene un efecto considerable en la actividad celobiohidrolasa
por lo que su produccion se podria realizar a una humedad relativa del 70-

74%.
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Tabla 7. Resultados finales de actividad obtenidos
con la optimizacion de box Wilson. AN (A.niger) y AF
(A.fumigatus).

Cepa % humedad Actividad(umol/min*mL)
AN 70 0.29
AN 74 0.3
AF 70 0.76
AF 66 0.66

El efecto de la variacion en el porcentaje de humedad del 70 al 66% para A.
fumigatus si tuvo un efecto significativo, ya que la actividad disminuyé en 0.1
U. Estos valores son mayores que los obtenidos cuando se realiz6 la primera
exploracion de actividad (Fig.15). En el primer caso se obtuvo un incremento
de 3 veces, mientras que en el ultimo el incremento fue de 1.5 veces. Asi pues
los valores maximos alcanzados de actividad celobiohidrolasa finalmente
fueron de 0.3U/mL para la especie A.niger y de 0.76 U/mL para la especie
A.fumigatus. Estos valores fueron del mismo orden de la actividad de
celobiohidrolasa detectada para la enzima comercial acelerasa 1500 que fue de
0.655 U/ml actividad menor que la registrada por A.fumigatus , pero mayor

que la de A.niger.
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5.6 Degradacion de celulosa microcristalina por los extractos obtenidos en
las condiciones optimizadas de las especies A.niger y A.fumigatus y
comparacion con una enzima comercial.

El avicel es celulosa con un porcentaje de cristalinidad que varia dependiendo
de la marca comercial. La cristalinidad del avicel aqui utilizado mostré un
porcentaje de cristalinidad del 69 % cuando se determiné por rayos DXRS (fig
8). Utilizando este avicel como sustrato para explorar la capacidad de
hidrdlisis de celulosa cristalina, se encontré que la actividad de avicelasa fué

dos veces mayor para el extracto obtenido de A. niger que para A. fumigatus.

Tabla 8. Actividad de celulasas en extractos enzimaticos producidos en condiciones
optimizadas.

Actividad enzimatica (Ul/ml)

Especie Avicelasal Sacarificante? | Endocelulasa? [-glucosidasa’

A. fumigatus 0.03776667 0.053777778 0.382774879

0.071377778
A. niger 0142755556 | 0.05194444  10.046444444  [0.269113043

Lo mismo pudo observarse cuando se utilizo papel filtro como sustrato, el cual
también contiene un porcentaje de celulosa cristalina. Sin embargo, la
actividad de endocelulasa, y de []-glucosidasa fué mayor en A. fumigatus que

en A. niger.
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Los resultados anteriores podrian deberse a que la estabilidad de las enzimas
a 50 °C, temperatura al que se realiza la actividad de las enzimas es diferente,
0 a que la procesividad de las exoglucanasas de A.niger es mayor que las
exoglucanasas de A.fumigatus. Para explorar la primera posibilidad, se
determino la estabilidad de la celobiohidrolasa para ambas especies en los 30
min que dura el bioensayo.

Los resultados se muestran en la figura 18. La actividad de avicelasa para A.
fumigatus se mantiene constante entre 30 y 40 °C pero, disminuyo
significativamente al alcanzar los 50 °C. En cambio para A. niger la actividad
de avicelasa se incrementé a medida que se incremento la temperatura. Estos
resultados indican que la diferencia en la actividad de avicelasa observada
entre A. niger y A. fumigatus, se deben a que la estabilidad del complejo
celulitico de A. niger a 50 °C es mayor, que la del complejo celulitico de A.

fumigatus.
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Actividad avicelasa vs temperatura
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Figura 18. Efecto de la temperatura en el ensayo de actividad avicelasa de los extractos de

A.niger y A.fumigatus.
Se utilizé la enzima comercial acelerasa 1500, para cuantificar la actividad
avicelasa, utilizando el mismo volumen (10 uL) que el del extracto enzimético

para determinar actividad en p-nitrofenil-celobidsido.
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6. DISCUSION

En la actualidad hay gran interés en utilizar la glucosa producida por hidrolisis
enzimatica de la celulosa presente en materiales lignocelulésicos, convirtiendo
asi materiales de bajo costo en productos de mayor valor. Para acceder a la
celulosa de los residuos lignocelulésicos, es necesario utilizar métodos que
involucran altas temperaturas entre 180-200°C. En este caso se obtiene
celulosa amorfa que es hidrolizada por las preparaciones de celulasas
comerciales. Sin embargo, la celulosa aislada de materiales lignoceluldsicos
utilizando un pre-tratamiento catalizado y de baja rigidez mantiene su
cristalinidad limitando su hidrélisis con enzimas comerciales, debido a la baja
actividad de la exoglucanasa [J-1,4-glucancelobiohidrolasa, enzima
responsable de hidrolizar a la celulosa cristalina. Con la finalidad de contar
con una preparacion celulitica rica en exoglucanasa, en este trabajo se
seleccionaron las cepas de hongos del género Aspergillus, que en
fermentacion solida y utilizando salvado de trigo como sustrato, produjeran la
mayor actividad de exoglucanasa.

Debido a que en la hidrolisis de celulosa intervienen cuando menos tres
enzimas celuliticas (endo-glucanasa, exo-glucanasa y [I-glucosidasa) Yy
ademas se ha reportado que generalmente se producen en bloque, aunque en

distinta proporcion (Ilmén ,1997) primero se caracterizaron las cepas fungicas
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estudiadas respecto a su capacidad para producir y secretar endoglucanasa
utilizando el ensayo de “actividad de endoglucanasa en placa”. Los resultados
de estos experimentos no fueron Utiles para la seleccion deseada, ya que el
area color amarillo- opaco indicando la degradacion de la CMC o del avicel
no pudo ser detectado (Pointing, 1999), aunque se pudieron observar zonas
maés claras, que sugieren hidrélisis del sustrato. Lo anterior probablemente se
debid a que los hongos aqui estudiados, producen hifas altamente coloreadas
y el crecimiento fungico se extendid por toda la caja. Esto ultimo pudo
deberse a que el inoculo contenia PDA y la caja de Petri con CMC o avicel
contenia sales de nitrogeno, glucosa y otras sales, lo cual proporciond
suficientes nutrientes a las cepas para crecer, y por tanto producir poca
hidrolasa ya que es bien sabido que la glucosa inhibe la produccién de
celulasas (Beguin, 1990; Fowler, 1993).

El método que resulté eficaz para la seleccion de las mejores cepas
productoras de celobiohidrolasas, fue la cuantificacion de dicha enzima
producida por cada una de las cepas crecidas en medio solido. Se escogio la
técnica de fermentacion en sustrato solido (SSF) debido a que presenta varias
ventajas sobre la produccion de celulasas por la técnica de fermentacion
sumergida (SmF) (Shingania, 2010). El proceso de SSF se realiza en la

ausencia de agua libre (actividad acuosa<l) por lo que el crecimiento de
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bacterias y levaduras se minimiza. La cantidad de energia utilizada en el
proceso, es menor en SFF que en SmF, ya que en este ultimo se requiere de
agitacion y en el primero no. El costo de la materia prima es mucho menor en
SSF, ya que se utilizan residuos lignoceluldsicos y en SmF medios liquidos de
composicion definida (Pandey y col., 2000). Ademas el costo de las celulasas
producidas por SmF es de 20 US dis/kg, mientras que por SSF es de 0.20 US
dis/kg. (Tengerdy, 1996), manteniéndose esta tendencia para el afio 2003
(Tangerdy, 2003).

Entre los factores que son importantes para el crecimiento microbiano y
produccion de enzimas utilizando un substrato particular son: el tamafio de la
particula (espacio entre particulas, y area de superficie), el pretratamiento del
sustrato, la temperatura de crecimiento, el tamafio y tipo de inoculo, el tiempo
de crecimiento, el pH, y el contenido de agua en el sustrato (Kumar y
Satyanarayama, 2004; Dominguez, 2000). Dado que no se explord la
posibilidad de que las cepas fueran termotolerantes, para su crecimiento se
escogio, de acuerdo a la literatura, la temperatura promedio en que todas ellas
podian crecer (Pirt, 1975). Asi mismo, el tamafio de la particula fue la del
salvado de trigo no tostado comercial. En cuanto al tipo y cantidad de inoculo
los resultados indicaron que era mejor utilizar esporas, que micelio en fase

sélida y que la cantidad de esporas por gramo de sustrato era de 1X10". Este
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resultado esta de acuerdo con lo reportado en la literatura, donde se establece
que existe un balance entre la produccion de biomasa y la produccién de
enzima. Es decir altas concentraciones de inoculo aumentan la proliferacion
de la biomasa fungica, pero la produccion de enzimas decrece debido a una
menor cantidad de nutrientes por célula (Ramachandran y col., 2004).
También se demostr0 que la méaxima cantidad de sustrato por unidad
experimental debia ser de 5 g. Los parametros de pH, tiempo de crecimiento y
el % de humedad se optimizaron utilizando un metodo estadistico. Si bien no
hubo reproducibilidad en los experimentos de optimizacion para la produccion
de celobiohidrolasa, si se lograron definir condiciones en las cuales se
incrementd la actividad de dicha enzima respecto a la actividad inicial, tanto
para A. niger como para A. fumigatus. La actividad de celobiohidrolasa fue
mayor que las reportadas en la literatura y similar a la determinada en una
celulasa comercial y aunque no se determind la actividad especifica, se puede
inferir que la relacion de exoglucanasas es mayor en el extracto, ya que la
enzima comercial tenia una actividad de 4000U/ ml totales(sacarificantes) y se
detecto una cantidad similar a la del extracto enzimatico cuando se emple¢ el
mismo volumen.

La actividad de exoglucanasa para ambas cepas es menor cuando se cuantifica

con avicel como sustrato, que cuando se utilizé el celobidsido. Sin embargo,
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esta disminucion fue menor en A. niger (-51 %) que en A. fumigatus (-91 %).
Una probable explicacién para este tipo de resultado es proponer que la
primera cepa produce mayor cantidad de celobiohidrolasa Il que la segunda;
ya que la celobiohidrolasa Il presenta mayor velocidad de hidrolisis ante la
celulosa cristalina, que la celobiohidrolasa | cuando la actividad se cuantifica
sobre avicel (Medve, 1994), aunque no se ha reportado la estabilidad térmica

de cada una de estas hidrolasas.
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7. CONCLUSIONES

1. De las cepas estudiadas las mejores productoras de celobiohidrolasa
fueron A. niger y A. fumigatus.

2. Las condiciones optimas para la produccién de celobiohidrolasa por la
especie de A. niger fueron: pH del medio 5.0, un tiempo de
fermentacion de 192 h., y de un 70 al 74 % de contenido de agua en el
medio solido. Mientras que para A. fumigatus estos mismos parametros
fueron pH 5.0, 240 h, y 70 % respectivamente a 30 °C.

3. Laactividad de celobiohidrolasa fue 0.3U/mL para la especie A. niger y
de 0.76 U/mL para la especie A. fumigatus en condiciones de
produccién optimizadas.

4. A. fumigatus presentd una actividad de exoglucanasa mayor que la
enzima comercial acelerasa 1500 de 0.76 U/mL y 0.655 U/mL
respectivamente.

5. La actividad de exoglucanasa cuantificada en avicel microcristalino del
extracto optimizado de A. niger, fue mayor que la de A. fumigatus de

0.147 U/ml y 0.071U/ml respectivamente.
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