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INTRODUCCION,

Utilizacibn de los microorganismoes por el hombre.

Alguncs microorganismos han sido ftiles en el desarrollo histbrico
del hombre.El estudic de los mismes y de los procesos microbiologi-
cos haa contribuido ccn una serie de beneficios como es el caso de -
los procesos de fermentacion por medio de los cuales es posible obre-
ner alimentos,bebidas,medicinas vy reactivos quimicos para consumo -
humano.

Bajo condiciones normales y afin en el caso de restricciones econOmi
cas, la contribucion potencial de los microorganismos es muy atractiva
para la resolucién de problemas especificos ‘como son 1a carencia de
alimentos, recuperacibn y reutilizacién de recursos naturales, crisis ener
gética y eliminacion de la polucibn y aunque algunos procesos microbia
nos no tienen un uso immediato, su alcance y diversidad sirven como in

dicador de la realidad potencial para su aplicacién en un futuro.

Degradacion de productos naturales por microorganismos.

Aunque hace ya muchos millones de afios que las plantas verdes sinte-
tizan compuestos orgénicos a partir de anhidrido carbOnico, ninguno de es
tos compuestos ha llegado a acumularse en cantidades considerables. En
condiciones aerbbicas, rodos los compuestos formados biosintéticamente -
son degradables.Para cada compuesio por complicado gque este sea,existe
un microocrganismo capaz de degradaric total o parcialmente y los frag-
mentos resultantes de igual forma son & su vez utilizados por otras es-

pecies.



Se ha estimado que los microorganismos contribuyen con un cuarto de
la biomasa del peso de organismos vivos em la Tierrasla mayorfa de e-
llos habitan el suelo,donde son responsables de la actividad biol6gica -
que predomina en el mismo.Gzan parte de ellos son esenciales para el
mantenimiento de ciclos biolGgicos de los gue depende la vida del plane-

2.

Desarrollo de una tecnologia de fermemtaciones para el aprovechamien-

to de los Recursos Naturales.

)

En contraste a su larga historia,la fermentacién fué considerada hasta
hace algunos aiios como un arte,mids que una tecnologia,No fué sino has-
ta el siglo XX que se utiliza para otros fines ademds de 12 produccion de
vino, cerveza, pan y queso.A pardr de entonces se han vislumbrado otras
4reas para posibles aplicaciones de la tecnologia de fermentaciones entre
las que figuran:

onversién de recursos naturzles en energia, productos guimicos y ali-
mentos.

Aprovechamiento de desechos agroindustriales.

Produccion de metabolitos microbianos como antibidticos, reguladores -
metabdlicos y enzimas.

En la tabla 1, se puede apreciar las caracteristicas y usos dados a Icz
microorganismos de donde resulta conveniente resaltar la importancia que

tienen los hongos en la utilizacién y aprovechamiento de I2 celulosa.



TABLA 1.
MICROORGANISMO CARACTERISTICAS
BACTERIAS: Unicelulares,formas

Schizomicetos
o protistas.

HONGOS.

{carentes de
clorofila)

ALGAS.

Tallophitas.
{plantas no
diferenciadas)

PROTOZOARIOS.

{animales
microscSpicos)

VIRUS.

Pormas submi-
croscépicas,con
siderados como
intermediarios
entre lo wvivo
¥ lo inerte.

esferoidales,alargadas
y de espiral.la nayoria
sapr&iitos.

Variedad de formas;
microscbpicos,mohos.

Unicelulares,colonias
o filamentos con cloro
fila u otro pigmento -
caracteristico;sin ho-
jas y rafices verdaderas.

Acu&ticas.

Unicelulares,se encuen
tran en aguas frescas o
de mar,en el suelo y co
mo pard@itos de plantas,
animales y el hoabre.

Agentes infecciosos,
se multiplican sfloc so-
lo sobre células vivas.

Compuestos de protefna
y dcido nucléico.

PROBLEMAS

Algunas son patégenas
para plantas,animales
¥y el hombre.

Pudricifn de textiles,
cuero,cosechas y otros
productos.

Causan enfermedades
en plantas y animales.

Cubren la superficie
de estangues formando
pelicula ¥ un olor y
¥ sabor desagradables
en el aguaialgunas pro
ducen toxinas.

Regponsables de varias
enfermedades gerias en
animales y el hombre,

Causan una variedad de
enfermedades en humanos
asi como también en ani-
males y en plantas.

CARACTERISTICAS,PROBLEMAS ¥ USOS DE LOS MICROORGANISMOS.

usos

Descomposicitén de la materia
orgénica contribuyendo a la
fertilidad del suelo,produccitn
de biogas,fuente de antibibti-
cos y otros agentes quimicos.

Contribuyen al reciclamiento

" de 1la celulosa,lignina y otros

productos de la industria gqui-
mica farmacedtica. '

Las algas rojas y cafés son
importantes en alimentacién en
Asia y Polinesia.Las rojas pro
ducen agar y algunas azul-ver—
des fijan N,.

Son el alifiento de los peces
en el oceéno.

Contribuyen a la descomposi-—
cifn de la materia orgénica y
y de celulosa en la digestifn
ruminal.

Son importantes acarreadores
de informacién genética.
Causan anfermedades en insec~-
tos.



Abundancia y caracteristicas de la celulosa,

En la biosfera hay probablemente més cantidad de hidratos de carbono
que de toda la materia orgédnica junta lo gue se debe en parte a la abun-
dancia en el mundo de las plantas de dos polimeros de la D-glucosa,=i -
almidén y la celulosa.El almiddn es la principal forma de almacenamisxnto
de combustible en la mayor parte de los vegetales mientras que la celcio-
sa es el principal componente estructural de las paredes celulares rigiZas
de las plantas y de los tejidos fibrosos y lefiosos de las mismas.La czla
losa,un homopolimero lineal coastituido por unidades de D-glucosa unidzs
por enlaces beta-1, 4 glucosidicos con un pesc molecular que puede ir Z2s
de 80 000 hasta 600 000 o més con un grado de polimerizacién de S0G z
3500 (Reese y Mandels, 1972) no se encuentra en forma pura como integran
te de un recurso natural, aGn el algoddn, la forma mis pura de la celulcsa
presente en la paturaleza countiene alrededor de 10% en peso de polisacdizi
dos no celulbsicos, protefnas y elementos naturales,

En la naturaleza,la celulosa se encuentra generalmente asociada con .3
gran variedad de polisacdridos como el almidén,la pectina,la hemicelulzzz
v 1a lignina,.l.as hemicelulosas y la lignina representan por lo mismo e. =
segundo y tercer compuesto orgdnico natural méds abundante en la biosizrz
después de la celulosa va que las hemiceclulosas se encuentran presentssz -
en la pared celular de las plantas,en una mayor concentracidn en las cz-

pas primarias y secundarias donde estin intimamente ligadas con ia cel.-

losa asi como también como con la lignina.

L.as cadenas linzales de celulosa se unen lengitudinalmentz para form:

fibras estabilizdndose mediante puentes de hidrdgens dando lugar a fibra-



con cadenas medianamente ordenadas o bien a fibras con uin alto gradu de
cristalinidad lo cual es mostrado por estudios realizados por difraccion

de rayos X,

Potencialidad de uatilizacidon de la celulosa,

Una gran cantidad de biomasa en forma de desechos agricolas y foresta
les es acamulada cada afio y a la caal es posible darle varios usos poten
cizles dentro de los cuales figuran entre otros su conversion bioldgica en
alimentos o combustibles .

La celulosa es un vasto recursc matural renovable y por lo general sub
utilizado aunque representa una fuente potencial de azicares y los microor
ganismos como sistemas enzimaticos organizados pueden con frecuencia rea
lizar funciones inds eficientes si las comparamos a procesos puramente -
quimicos, por lo que podrian convertir ese potencial en una realidad.

La celulosa es continuamente rzemplazada por -efecto de la fotosintesis,
de acuerdo a una estimacibon realizada por Ghose en 1977;la produccida -
neta de substancias biologicas por efecto de este fendmeno natural es d=
1.8 X 10!2 tons y resulta por le mismo normal gue exista mucho interés
en la utilizacion de los materiales celuldsicos por accidn de los microor
ganismos o bien de suis enzimas coa fines indastriales,

Biomasa en forma de celulosa,hemicelulosa y lignina, representa en for
ma significativa ana forma de almacenaje de la energia solar por lo g:=
estos materiales resuzlitan un rec._rso importante no explorado en forma-
directa. por lo gue han sido plantsadas varias estrategias gu2 van desd:z
los métodos térmices directos como la pirrdlisis hasta el iaeato de wiz

tvins hiclogicos tales como la hidrdlisis enzimatica o la fermentacidn. F37 otro



—G—

lado el contenide de humedad de la biomasa hace que sea menos posiblc
utilizar algln tratamiento quimico por lo gues se ha pensado que el més
efectivo por este motivo s2ria un proceso de Hpo bioldgico,

A pesar de su natural abundancia sOlo uapa insignificante porcion de -
las 190 billones de toneladas métricas de celulosa disponibie ha sido ex-
plowada con fines comerciales (Ghose, 1969);por 1o que unz alternativa para
solucionar este problema seria el hacer uso de métodos microbioldgices o

enzimditicos para el tratamiento y aprovechamiento de estcs materiales.

Importancia de las celulasas en la naturaleza,

Las enzimas celuloliticas juegan un papel esencial en el ciclo de carbo-
no de la Tierra.Los orzanismos fotosintéricos transformasn el CO, atmass-
férico a materiales estructurates de las plantas,.Estos materiales son Ia
primera fuente de alimento de todas las formas de vida animal y de los
combustibles f6siles que mueven la industria.Dsbido a que ia cantidaii dz2
carbonv en la Tierra es finita, este elemento debe de ser reciclado conti-
nuamente para €l mantenimiento dz la vida en el planeta.lL.os organismos
que degradan la celulosa reciclan alrededor de 85 billonss de toneladas -
meiricas de carbono anualmente,Si estos organismos detuvisran su actli-
vidad mientras que la totosintesis prosiguiera a su paso originaf,la vifz
en el planeta t21 v como la conocemos podria detenerse en un lapso az
20 afios debido a la falta de dibzido de carbono (Cowling v Winford, 197, ),
perd la biodegrazaciba de la colulosa ¢s lenta debido a su naturaleza imip-

luble v a que neo puede entrar en la c€lulg, lo que hace meccsario que 10z

- - .

microorganismos capaces de dzgradarla excreten sus eazimas celulolfc.zzs
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al mszdio y de esta forma ya pusdan utilizarla,Algunas bacterias, sin em-
bargo poseen celulasas intraceiulares como ea @l caso de Ps. fluorescens
{Suzuki, et ai 1969).

L.a capacidad de producir enzimas celuloliticas estd ampliamente espar-
cida eatre los microorganismos por lo que la seleccidén de un microorga-
nismo productor depende del propbsito para el cual las enzimas sean re-

queridas.,

Fuentes microbianas de celulasas y su udlizacién para una reaccidmn

de sacarificacioa,

A pesar de la abundancia de.los microorganismos que pueden utilizar -
la celulosa como ifuente de carbono solo unos pocos producen las enzimas
con suticiente aciividad celulolitica para degradar celulosa organizada has-
ta azdcares solubles,otros a pesar de crecer sobre celutlosa producen fi-

trados con muy poca actividad lo que se debe a2 que no se encuentran pre-
cates todos los componentes actives para degradar celudosa crigratina a
glucosa (Mandeis, 19735), Con miras al establecimiento de algin procese in-
dustrial para el aprovechamiento de los materiales celuldsicos deben dz -
ser seleccionados los mas eficientes productores;para estudios de desarrs-
o u otros propositos de laboratorio,la cantidad de celulasas puede ser -
menss significativa,Las enzimas fungales ofrecen las mejoras posibindades
para una explotacida comercial (Mandels y Weber, 1909) ya que crecen &~
pidamente sobre un medio simple sobre el cual son excretadas las enzimTas

LT .

lo cual favorece su posterior recuperacion.Ademds se ha podido estabiczer

{S=lby, 1967) que los hongos producen y secretan ¢l nGmero Je enzimas -
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necesario dependiendo de la fuente de carbono sobre la que crezcan v
producen enzimas adicionzles de acuerdo a sus necesidades de digas-
tibn de otros materiales,Cuando crecen sobre mezclas de sustratos, va-
rias enzimas aparecen secuencialmente y alin en el caso de un sustraio
como la celulosa,los componentes del sistema celulasa aparecen a tiem
pos diferentes.,

De hecho,las ceiulasas ya son empleadas en la industria farmaceiitica
y textil asi como en la transformacida de alimentos {(Pathak y Ghose, 1973;
Johnson, 1977;Kulp, 1975) sin embargo el principal interés al futruro cona-
siste en poder utilizarlas en la conversidn de materiales celuldsicos Iz
desecho en aziicares solubles (Mandels, 1975) de importancia industrial,
por lo que la disponibilidad de preparaciones de celulasas altamente acti-
vas es un prerequisito para la produccida industrial d= glucosa a partir
de celulosa.

Un problema basico en la hidrolisis de la celulosa es que al coatraric
del almidodn, la celulosa no es un carbohidrato de rescerva que puldiera s=r
facilmente convertido a glucosa cuando fucra requeridoe.Por el contrarc,

la celulosa es parte integrante de la firme estructura responsable d: Iz

3]

tension vy rigidez existente en las plantas. AGn mas, el grueso de la esir.
tura ha sido asegurado coa una goma eficiente,la lignina.
Entre los sistemas de cclulasas méas activos en la sacarificacion dz .-

celulosa organizada se han reportado los de Trichoderma viride (Mazosi:,

1975:Mandels, et al 1976), T.koningil (Halliwell, 1963}, Fusarium solani

(Wood, 1972) v Sporotrichum pulverulentuin {Erikson v Rzedowski, 19891




pero se sabe gque a2fn Ia conversidn de celulosa & glucosa no es eficiente
para llevarla a un proceso comercial que resulte econémico. Sina cmbargo
dentro de las posibles aplicaciones sefialadas para las celulasas ésta, ade-
més del uso directo de las preparaciones enzim&ticas para el desarrollo
de tecnologias dentro del drea alimenticia y farmraceiitica es una de las
més importantes puesto que la glucosa derivada de la hidrélisis enzimi-
tica podria ser utilizada como sustituto de la dextrosa procedente del al-
midoén de maiz en la industria de alimentos, como sustrato de fermentacio

nes industriales, para produccién de proteina unicelular o bien para la pro

duccién de etanol por fermentacion.

Interés en la utilizacidén de desechos agroindustriales como sustratos

para un proceso de bioconversitn.

Se designa como materiales celuldsicos a aquellos subproductos genera-
dos de actividades agroindustriales que no tienen empleo posterior algunc
y por el contrario contribuyen a la contaminacién ambiental, Entre los -
materiales celulésicos de desecho que se han estuidiado, los mayores es~
fuerzos de investigacién y desarrollo de algin proceso biotecnologico se
han concentrado en el bagacillo de cafia (Osman, 1972;Bellany, 1974;Srini-
vasan, 1974;Rockwell, 1576).

Sin embargo no existen procesos a gran escala gue utilizen dicho susira
to ya sea como fuente de carbono en fermentacién o bien comc un susirzis
en una reaccién de hidrdlisis, debido a que se requiere de un pretratamis:
to fisico y quimico para que la celulosa se encuentre mds aseguible, AunTw.
los pretramientos son técnicamente factibles, a la fscha no han Iimostral’

ser econdmicamente viables (Rockwell, 1976),
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En nuestro Pais se producen cerca de 30 millones de toneladas de cafa
de azficar que a su vez producen 1Z,35 millones de toneladas de bagazo cu
yo contenido en celulosa es de aproximadamente un 51% (Campos Castillc,

1977). El bagazo es el residuo fibroso del tallo de la planta, consiste de i

]

bras, agua y pequeilas cantidades relativas de sélidos solubles, Esta forma
do por una fraccion fibrosa y otra ccrnocida como médula, pulpa ¢ bagaci-
llo;por lo general se compone de 707 de fibra y 307, de parénguima. E1 -
bagacillo como desecho agroindustrial se produce en el proceso de extrac
cidén del jugo o bien durante la fabricacidén de papel como subproducto de

la obtencién de furfural, La composicion promedio de este material es la

siguiente:

Composicién relativa del bagazo de cafa de azicar.

Bagazo entero Fibra Médula
Componente %) ®B.S.) V) N Y
Celulosa 46. 00 56. 60 55. 40
Hemicelulosa* 24,50 25,11 29, 30
Grasas y ceras 3.45 2,25 3.55
Ceniza 2,40 1.30 3.02
Lignina 19,95 19.15 22, 30
Silica 2,00 0. 46 2,42

% Se incluyen arabanos, galactanos y xilanos,

Referencie : Osman (1973),



Composicidn comparativa sntre mazacillo tramuio
con dcido silfirico v bagacillo no tratado.
Components Sin traamiento Con tratamiento
(%) (5%)
Cenizas 6.93 5.76
N(ijeldahl) 1.78 3.82
Fibra cruda 45,01 39.01
Exiracio etéreo 0.77 Q.74
Carbof_ndratos 45. 49 50,07
digeribles.,

Fuente : LANFI.

Referzncia: Campos Castillo,{1977),

Como se observa, el bagacillo de cafia reuns ciertas caracterfsticas gi=
lo hacen un material adecuado para ser utilizado como sustrato para pro-
duccida de celulasas o en su caso para procasos de sacarificacidn, éstas -
soa : a) Disponibilidad, by Buen contenido de celulosa (por lo menos alrzs-
dedor del 50%),c) Estd siendo subutilizado y d} Es un residuo contamiran-
te,Pero a pesar de los intentos realizados para utilizar las celulasas ¢z
finzs d= integrar el aprovechamiento de algiin material celuldsico com: =

oT =3

bagacillo de cafia, no existe en la actuzlidad un proceso industrial de zi:2
rificacidn enzimética de la celulosaiesto 32 debe principalmente a limizz=-
tes 20 la produccidn d= celulasas gue degraden =n forma eficiente la cz-
lulosa organizada v a los pocos trabajos quz utilizen este material cot -
fines de produccion de estas enzimas {Garcia Azriinez, 1974) por lo gu:
dentro Jde las posibles solucionss plamteadas pira lograr un proceso od:-

cuado para la utilizacibn de la celulesa mis e’eslvo, s2 han 2rofuasto

entre oiras las siguientes:
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__Seleccitén <= microorganismos y/0 mutentes en base a la produccién
Je alglin caamponente en especial del sistema enzimdtico de las celulzszas
ztilizando como sustrato para la misma el material celuldsico que pos-
eriormente se piensa hidrolizar.

__Contar tanio para la produccibn asi come para la reaccion de sacarifi
cacibn con algin material que haya recibido algln pretratamiento previc
z2] y como seriz el caso del bagazo de cafia después de la obtencitn e
furfural (Linke,1977) dado que los pretratamientos eficientes conocides
fisicos y quimicos resultan muy cOstosos.

Por lo mismo resulta conveniente pensar que aln existen microorganis~
mos que no havan sido probados en cuanto a la produccién de celulasas
extracelulares activas para Ia obtencidn de uma hidroélisis de cuando mesos
un 4% de conversibn sobre papel filtro baje las condiciones establecidas
por Mandels (1976) y que pudieran presentar caracteristicas ventajosas z
fin de ser utilizadas para la produccidn de celulasas ya que la disponitil
dad de enzimas gque posean una actividad alta es la base para tener um -

proceso que resulte adecuado para 1a conversidn enzimdética de la celulc-

sa.A la fecha, el honio Trichoderma viride ha resultado ser la mayor -

fuente de celulasas pero es importante OMEr en cuenta que existen otre:
micsroorganismes gue aungue en menor grado.poseen actividad celuloiiftics
por lo que resulicria conveniente intentar obtener a partir de los mismcs
preparaciones con mayor actividad mediante variaciones de las condiciors:

de cultivo o bien del medio utilizado para la produccién.



En la mayoria de los trabajos sabre produccidz de celulasas se utili-
za celulosa pura en <l medio de cracimiento sin embargo,con miras a
lograr la aplicacidéa préctica serfa coaveniente realizar la produccidn uti
lizando materiales ccmo el bagazo de caia (Srinivasan y Haa, 1969) v la
paja {FPeitersen, 1975} va que para izlegrar un proceso comercial a gran
escala sz requiere contar con bastante cantidad d2 sustrato por lo que
utilizar ua subproducto agroindustrial en lugar d= un sustrato puro se-
ria menos costoso y2 que se abatirfa uno de los principales costos du-
rante la produccién €l cual es lo coacerniente a las materias primas,
ya que evaluaciones recientes sobre el proceso dz= sacarificacidn enzimé-
tica de la celulosa han revelado guz el costo mayor del mismo se centra
en la produccidon de la enzima, siendo este de un 40-60% (Joglekar, et al
1983).

Por otro lado, se sabe que dichos subproductes por lo geueral contienen
varios tipos de carbohidratos y ciando las enzimas son producidas para
la hidrolisis de un material en particular es des=able el uso del mismo
como fuente de carbono para inducir la sintesis de las enzimas apropia-
das para su hidrélisis (Enari y Markkanen, 1977).Ademéds,la mayoria de
estos materiales estin siendo subutilizados ya sea para la elaboracion de
compostas o bien scn incinerados siendo este dltimo método el més co-
mdn, sin 2mbargo las descargas d= particulas resultantes v el humo gue
queda ea la atmodsfera contribuyea substancialmente al aumento de la con
taminacidn en el medio ambiente por lo que contar con métodos alternos

como szrian los microbidlogicos v/o enzimaticos para el tratamieato de

&

-

estos mxteriales de desecho seriz J= gran importancia,
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En M&xics se cusnta con lugares en los que en coandiciones tropicales
durante muchos afios se han procesado cultivos que producen grandes can
tidades de materiales celuldsicos de desecho como sacede con el bagaci -
llo de cafa de az(car doade seguramente han ocurrido procesos de selec
cidon natural de microorganismos productores de celulasas,por tal motivo
intentar el aislamiento 4= nuevas cepas adaptadas a las condiciones natura
les existentas en la regidn donde se encuentra tal material,es una posibi-
lidad que es necesaric examinar.Ademés, entre los principales subproduc -
tos de la iadustria azucarera en nuestro Pals, figuran el bagazo y el baga
cillo de cafia los cuales por lo general son subutilizados como se mencio-
nd anteriormente a pesar de su abundancia,disponibilidad y bajo costo re-
sultando por lo mismeo potenciales para su utilizacion sobre todo este Glti-
mo en la produccida dz azlcares, proteina unicelular y enzimas.

Debido a los puntos expuestos,el interés de este trabajo se encuentra -
enfocado inicialmente a la basqueda de nuevas fuentes de celulasas median
te el aislamiento de hongos activos en la degradacida de celulosa cristali-
na y amorfa a partir de muestras de suclo de cafiaveral y de bagacillo de
cafla para posteriormente evaluar su atilizacion como sustrato tanto para
la produccidn de celulasas asi como para la obtencidon de azicares solubles
mediante una reacciéa Jde sacarificacion con los filtrados obtenidos de su -
fermetacida. As[ mismo determinando los factores gue puedan aumentar la
reaccion de sacarificacion de la celuiosa por imedic del sistema celulasa -
producido por los microorganismos seleccionados y efectuar una compara-

cidn con respecto a los resultados cbhienidos coa 413 cepa de coleccion -

(T. virides) que ya ha sido urilizads para finss similares.
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ANTECEDENTES.

Utrilizacidon de la celulosa por los microorganismos.

1.as bacterias v los hongos son los dos principales grupos de microorza-
rnismos que pueden degradar la celulosa,alin cuando existen algunas especies

de algas como Tolypothrix bvssoidea (Jurazek, 1976) que también pueden ha-

cerlo, Algunas especies celuloliticas implicando bacterias, actinomicetales y

hongos son: a) Bacterias:Sporocitophaga myxococcoides (Charpentiar, 1563,

1965);Cellvibrio fulvus (Bengt, et al 1972);Cellvibrio gilvus (Storvick, 19603

v ——

Cellulomonas sp. (Han y Srinivasan, 1968);Clostridium sp. (Lee, et al 1375},

b} Bacterias anaerobias del rumen como Ruminococcos albus(Leather«zod,

1965), Ruminococcus flavefaciens, Bacteroides succinogenes, Butyvibrio fibrisol-

vens (Bryant, 1963);Pseudomonas fluorescens var. Cellulosa (Ueda, et al 1952),

<) Actinomicetos entre los que se encuentran Streptomyces antibioticus

(Enger y Sleeper, 1965), termofilicos como Thermomonospora fusca (For>zs,

1969) y Streptomyces thermodiastaticus (Crawiford y McMoy, 1972)

1) Hongos; Rhizopus sp. (Imada et al 1962),diversas especies de Penic.-

lium, P, variabile (Pal y Ghosh, 1965), P, pusilium (Mandels, 1969 ),P, ir=a-

sis {Mandels, 1975); Trichoderma viride QM®6a (AMandels y Reese, 1964), m=~

[

tantantes de T. viride QM 9123 v QM 9414 {Marndels et al, 1971,1972,157 2,

NG 14 (Montenecourt y Eveleigh, 1977), MCG 77 (Gallo,et al 1978), RUT C-30

(Tangny, et al 1981%T, koningii (Halliwell, 19¢5j:Myrrothecium verrucariz

(Selby, 1963);Humicola grisea QM 228, Hormiscium sp, QM 1192 (Mandei:

1975 Aspergillus fumigatus (Loginova, et al 1965)A, terreus (Pathak,et il

al 1973);A, wentii (Husemann,et 3l 1976); Pyrenochaeta terrcstris (Horze~
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v Keen, 1986);irpex lacteus (Kawai, et al 1978);Sclerotium rolfsii (Sadana, et

al 1978)hongos micorrizales (Ritter, 1964);hongos termofilicos (Fergus, 1969),

Sporotrichum thermophile (Semeniux, 1966), Chaetomium thermophile var, co-

prophile, Thermoascus auramtoacus {(Romanelli, 1975}, Aspergillus aculeatus

Murag, 1577).Un hongo superior: Fomes annosus {(Lyr y Schanul, 1964) .

Las celulasas presentas en los jugos digestivos de varios invertebrados
en la mayorfa de los casos parecen estar relacionadas con la presencia
de una microflora celulolftica ya que aunque la celulasa presente en el -

pez silvestre (Ctenolepsinalineata ),los caracoles (Helix pomatia) y cier-

tas termitas son probablemente producidas por el propio organismo, exis-
te dwla con respecto a su origen (Reed, 1975),
Dentro de los protozoarios qus pueden utilizar la celulosa se pueden

mencionar los siguientes;Enoploplastrom triloricatun, Eudiplodinium magili,

Diplopiast rom affine, Epidinium scandatum, Diplodinium monocanthum y Di-

plodinium pentacanthium (Coleman, et al 1976),

El ataque de la celulosa por 1as enzimas de los microorganismos depen-
de de varios factores como son la humedad, la temperatura,disponibilidad
de nutrientes y del pH, ademéds del 3rado de cristalinidad de la celulosa

y el tpo y grado de asociacidn gque tenga coa otros compusstos,

A pesar de la abundancia de los microorganismos que pueden utilizar
la celulosa como fuente de carbono sélo unos pocos producen las enzimas

con suficiente actividad celulolftica para degradar celulosa organizada hasta
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szicares sclubles.Entre estos se encuentran T. viride,T. lignorum,

¥4

. koningii, Crysosporium lignorum, C, prusinosum, P. funiculosum, P. i-

3

iensis v Fusarium solani (Mandels, 1975}3.0Otros a pesar de crecer ea -

celulosa producen filtrados con muy poca actividad,lo que se debe a gue
=D se encu=niran presentes todos los componentes activos para degradar
celulosa crisialina a glucosa (Mandels, 1975).En el caso de algunas bac-
rerias que crecen sobre celulosa, se ha detectado en el medio de cultivo
actividad celulolitica diferente a la intracelular (Suzuki,et al 1969) pero
hasta la fecha no ha sido reportada la obtencidn de filtrados activos gue

pudieran ser empleados con fines pricticos.

Microorganismos productores de celulasas extracelulares,

La capacidad de prcducir enzimas celulolfticas estd ampliamente espar-
cida entre los microorganismos.La seleccidn de un microorganismo pro-
ductor depende del propbsito para el cual las enzimas sean requeridas.fa
ra la produccidn industrial,los més eficientes deben de ser seleccionaics
}*a- gue la disponibilidéd de preparaciones de celulasa altamente activas =s

un requisito er el caso de querer intentar obtener industirialmente glucz-

s2 a partir de materiales celuldsicos, Trichoderma viride parece ser Iz

m=ajor fuente disponible de celulasas extracelulares, ya ques algunos mi-
croorganismos secretan sdlo endoglucanasas (Cy) o beta-glucosidasa y pe~
lo mismo son incapaces de hidrolizar celulesa cristalina nativa;solo los
verdaderos microorganismos celuloliticos pos:zen actividad de exoglucanzz

{C1) que puede Nevar a cabo la hidrOlisis Jde Ia celulosa nativa,

Existe mayor cantidad de hongos y bacterias que producen celulasas ¢ .:
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degradan celulosa precratada o bien a la carboximetilcelulosa, pero no a
la celulosa cristalina (Suzuki, 1975;Enari, et al 1973), Esto se debe a el -
hecho de que las celulasas son un complejo de enzimas y no todos los -
componemes enziméticos del sistermra celulasa se encuentran presentes -
en el filtrado del cultivo después del crecimiento de todos los microorga
nismos. Por lo mismg, un <recimiento répido y la degradacién de celulosa
y/o la produccién de rniveles altos de enzimas capaces de hidrolizar a -
los derivados solubles de celulosa, no son criterios adecuvados para la se-
leccién de microorganismos para ser utilizados como fuente de celulasas,
En afios recientes, tarrbién han sido estudiados microorganismos termo-

filicos, E1 ascomiceto Chaetomium thermophile var dissitum, es un hongo

termofilico tipico capae de-proaducir.un sistema celulglitico para la des-

composicidon de la celulosa nativa (Goksoyr, et al 1975). Chaetomium ther-

mophile, Sporotrichum thermophilium y Thermoascus auranticus crecen ~

y/o degradan celulosa muy rapidamente, pero la actividad de los filtrados
de cuitivo es baja (Mandels, 1975), El interes en los microorganismos ter
mofilicos ha sido estimulado por la bGsqueda de celulasas termoestables,
sin embargo las celulasas de terméfilos no son necedariamente mé&s esta-
bles al calor que las celulasas de meséfilos (Mandels, 1975).

El centro de desarrcllo de la armada de Natick EUA, posee en su colec~
cidén 14 000 hongos celuloliticos (Augustine, 1976);sin embargo aunque el -
niimero es muy grande s3I0 unos cuamos producen niveles altos de enzirz
capaz de hidrolizar en orma extensivo sustratos. cristalinos in vitro,va -

qua la mayoria degrads =8lo rdpidamecnie regiones amorfas de celuicsa -
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© bien derivados solubles de la misma (Mandels,1975). Entre los micsoor

ganismos celuloliticos reportados,el hongo Trichoderma viride en le ac-

tualidad clasificado como Trichoderma reesei (Simmons,1977) ha mesza

do ser el gue mayor actividad celulolitica extracelular produce y rambién
es con el gue se ha trabajado en la mayoria de las investigaciones exis-
tentes sobre celulasss.

Ahora bien,l2 secreci6bn de las enzimas al medio de cultivo no es €l
finico medio para utilizacién de la celulosa;la produccién de proteina -
unicelular por el cultivo directo de los microorganismes sobre los mate-
riales celul6sicos puede ser en un fituro cercano tan importante como la
produccion de celulasas extracelulares y de hecho algunos hongos capa-

ces de producir celulasas como el ascomiceto C. cellulolyticum resultan

ser méis adecunados para la produccidon de proteina unicelular (Moo-Young,

et al 1977).

Entre los hongos utilizados para la produccibn de proteinma unicelular

a partir de materiales celulGsicos figuran Aspergillus, Penicillium, Rhizo-

pus, Trichoderma, Myrothecium, Formes, Paria, Polyporus. Recientemente

ha sido sugerido el uso de Aerobasidium pullulans (Han,et al 1976} ¥

Fusarium sp {(Christias, et al 1975) utilizando residuos agricolas.4. pullu-
lans es un hongo levaduriforme con una velocidad de creciemiento y ra-
mafio mayer & C. utilis.

Se han utilizado combinaciones de dos © mds microorganismos para
fermentacion de celulosa.T. viride y C. utilis (Peitersen, 1975);Cellulo-

monas v Alcaligenes (Han, et al 1971):Sporotrichum pulvelulentum v C. u-

tilis (Eriksson,1975) los cuales han sido utilizados juntos para la
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rrogduccion de proteina unicelular.El primer microorganismo es por lo
general celuloiitico y el segundo nmo 1o es,el primero degrada la celu-

Iosa y el otre crece utilizande los productos de la misma aumentando

Iz masa celuiar.
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Definicién del término celulasas,

Celulasas es €l nombre trivial dado a las enzimas cuyoc nombre sistemé-
tico es beta-1, 4-glucan 4-glucohidrolasas (E.C, 3.2.1.4.) (Dixon y Webb,
1964),Estas enzimas rompen los enlaces beta-1,4 glucosidicos de 1la ceclulosa
asi como también de los materiales celulbsicos y en los productos deriva-
dos de la celulosa tales como las celodextrinas y la celobiosa, (Reed, 1975).

El concepto celulasa puede aplicarse a todas las enzimas capaces de de-
gradar celulosa a azGcares suficientemente pequefios para que puedan pasar
a través de la membrana celular,.Se ha visto que el proceso de la degra-
dacién de la celulosa es complejo y es realizado por la accidn sinérgica
de varias enzimas.Actualmente estd bien establecido que hay al menos tres
tipos diferentes de actividad celulolitica: exo-beta-1,4 glucanasa (E,C. 3.2.
1.),endo-beta-1, 4 glucanasa (E,C.3.2.1.4.) y bzsta glucosidasa (E.C. 3.2.1.
21) (Leena, et al 1981),

Un efecto sinérgico bastante fuerte ha sido observado entre las exo v las
endoglucanasas para hidrolizar celulosa cristalina (Avicel) pero no cuando
se trata de celulosa hinchada con 4cido (Streamer, et al 1975).La bzta-glu-
cosidasa hidroliza celobiosa y oligosacidridos de cadena corta hasta glucosa,

pero no tiene ningfin efecto sobre la celulosa (Bucht y Eriksson, 1955,

Diversidad de las celulasas,

En los microorganismos donde se ha caracterizade =l sistema czalulzsa
se ha encontrado que para cada uno de ellos el sistema varia en cuar

al nGmero de isosnzimas que conforinan cada tipo de actividad (Berce vy

Petterson, 1973, 1975, 1976:Eriksson, et al 1975;Streamer, et al 1975:%co.,
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1968, 1969, 1971, 1975)., Wood y McCrae,(1975) separaron el complejo celula-

sa producido por Trichoderma koningii en ocho componentes puros utili-

zando la filtracidén en gel, cromatografia de intercambio idnico y electro-
enfoque, Esos componentes fueron una exo-beta-1, 4 glucanasa, cinco endo-
beta-1, 4 glucanasas y dos beta-glucosidasas de donde se entiende que el
complejo contiene varias isoenzimas.Los mismos autores (1978) aislaron
y caracterizaron 4 diferentes endoglucanasas de los filtrados del culdvo

de T, viride vy T, koningii vy establecen que més que ser isoesnzimas

son enzimas diferentes con un peso molecular distinto y composicidn de
aa y carbohidratos distinta en cada una de ellas,asf como también en su

especificidad para el sustrato.De igual forma,en los cultivos de Tricho-

derma viride crecidos sobre un medio con 6% de celulosa se ha obteni-

do en los anilisis de los filtrados para proteinas enzimiticas efecruados
por cromatografia liquida de gran afinidad que el 85% de la protefna excre
tada corresponde a celulasa y la distribucién de los componentes en el siste
ma ha sido muy similar encontridndose al menos la presencia de una beta-
glucosidasa, 2 exo-beta-glucanasas (7C -80% de la proteina total) y S endo-
beta-glucanasas (20-30% de la proteina total) (Mandels,et al 1981).Pero

aunque un microorganismo buen degradador de celulosa como T. viride

puede:poseer 11 diferentes enzimas, s6lo tres reacciones bisicas se lle-
van a cabo de acuerdo a alguno de los mecanismos propuestos para tal

fin.
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Mecanismo de accidn de las celulasas,

La accidn enzimdtica sobre celulosa insoluble es una de las m&s diff-
ciles reacciones Zde explicar,s= sabe que es un proceso multienzimético
y también que aunque ciertos microorganismos pueden digerir répidamen
te iIa celulosa, sus extractos libres de células sélo la atacan débilmente.

Alrededor del afio 1950 Reese, Sin y Levinson presentaron su conceptc
sobre los componentes Cy y C, el cual se basaba en qus ciertos microor
ganismos son capaces de atacar celulosa nativa mieantras que otros sélo
atacan derivados solubles como la CMC;estos Gltimos deben por tanto ca
recer de una enzima presente en los primeros,.Esta enzima fué designada
como C; y es-capaz de convertir celulosa nativa en cadenas lineares de
anhidroglucosa las cuales entonces puedn ser hidrolizadas por la enzima
C, en oligosacdridos solubles,A los microorganismos que sdlo pueden -
crecer sobre celulosa tratada y que son incapaces de crecer sobre ceju-
losa nativa se les ha designado como pseudoceluloliticos (Woaod, 1969).Es-
tos microorganismos elaboran enzimas del tHpo CX las cuales degradam
sblo formas de celulosa alteradas por la accidn de algln tratamiento, mien
tras que los microorganismos celuloliticos verdaderos sintetizan una en-
zima adicional (C;i) la cual cuando actfiz en sinergismo con las enzimas
Cx permite la hidrdlisis de sustratos cristalinos,

Sin embargo, el primer modeio sugerido parz la hidrolisis enzimética
de la celulosa ha sido extensamente cuestionado en particuldr el prims=r
paso para la hidrélisis de celulosa nativa, Actualmente el punto de viszz

més aceptado es que la enzima denominada C; es una exoglucanasa. faod

1980).En el caso de T,viride v T, koningii el componente G Durificasz

- m——— o ——
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ha mostrado ser una celobiohidrolasa (Erikssen, 1975),De igual forma exis-
te una teorfa alterna sobre C, (endoglucanasa} que hace notar que actda al
azar sobre la cadena de celulosa extendiéndola y permitiendo la accioa sub
secuente de las enzimas Cj (exoglucanasas) sobre las cadenas terminales -
expuestas,

Wood (1975) estudit las propiedades de los componentes C; y Cy puros re
constituyéndolos en las proporcionss presentes originalmente en el filtrado
de cultivo de T. koaingii y fu€ observado que la recombinacidn del compo-
nente Cj con aigin Cx 0 con beta-glucosidasa no es efectiva tal y como lo
es la recombinacidon de todos y que los cinco componentes encontrados deben
de estar presentes ea sus proporciones originales para realizar la actividad
de solubilizacidn del algod6a coa el filtrado del cultivo no fraccionado, Resul
tados similares sobre el efecto sinérgico de estos componentes junto con la
celobiasa han sido reportados para que se exprese la manifestacién de acti-
vidad méxima en el caso de las celulasas de T. viride (Pzttersson, 1975;Sel-
by, 1967);P. funiculosam (Selby,1958) y F. solani (Wood, 1977).Por lo misms
es aparente que la desgradaci6a de la celulosa es un proceso complicado gzz
reqiiere que exista un efecto sin€rgico entre las exo y endoglucanasas y gu2
también la beta-glucosidasa es necesaria para remover la celobiosa 1la cuzl,
en algunos casos inkibe la accida de la exoglucanasa.lo qQue es nzcesario
considerar es que va es tiempo de reemplazar el viejo concepto sobre C;-
Cx por el uso de un término més preciso como podrfa ser la accida conjiuz-

ta de las endo-glucamasas y exo-glucanasas.Sin embargo en lo que respecia
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al componente Cy existe confusién al reemplazarlo 2n su totalidad por el
término exoglucanasa dado que existen exo-glucanssas que no atacan la
celulosa insoluble (Shibata y Nisizawa, 1975), Por otro lado es también re-
comendable sefialar que el mecanismo de accién del complejo celulasa en
otros microorganismos puede ser diferente (Mandels y Weber, 1969),Sin em
bargo Reed (1975) existea tres posibles explicacionzs sobre el modo de -
accion del factor llamado C; para la hidrolisis de celulosa de tipo crista-
lino: a) El factor C1 distorsiona la estructura del sustrato de forma sufi-
ciente para que las moléculas de agua hidraten segmentos de la cadena qus
no se encontraban inicialmente expuestos al ataque, b) C; proteje a las
celulasas de la desnaturalizacién o de una absorcién ifrreversible,c)Cj po-
see actividad enzimdtica hidrolitica,De esas posibilidades 1a Gltima era por
lo general dudosa hasta que fué demostrado (Wood ¥ McCrae, 1972) que tal
componente es una beta 1,4 glucan celobichidrolasa.

En lo que respecta al sistema enzimditico completo se puede considerar
el siguiente mecanismo sobre la degradacidn enzimitica de .la celulosa des
crito por Petterssen (1975) el cual sugiere que : a) Las regiones de baja
cristalinidad en la fibra de celulosa son atacadas por endoglucanasas y son
formadas cadenas terminales libres,

b) Las exo-glucanasas principian la degradacitn de las cadenas t=rmmina-
les por 12 remoci6n hidrolitica de celobiosa.

c) La celobiosa es hidrolizada a glucosa por la accitn de la bem-7lu-
cosidasa.

Este mecanismo fué sugerido inicialmente por Eriksson en 1969 paro



ahora se entiende que la endo-glucanasz actia al azar sobre la cadena de
celulosa v las exoglucapasas actiian sctre las cademnas terminales expues-
tas removiendo celobiosa (Wood, 1973} o Ebien gluccsa (Eriksson, 1874);exis~
tiendo una accién sinérgica bastante fuzrte entre las endo y excglucanasas
(Wood, 1977). Esta hipStesis que cuentz c2n un apoyce considerable es justa-
mente la inversa de la hipdtesis propuszia por Ressze en 1950. En la figura
1 se puede apreciar una representacién esquemética sobre este mecanismo.

Aungue el sinergismo entre las exo y cndo-glucanasas se encusntra clara-
mente establecido, un descubrimiento reciente establece que la exo-glucsnasa
actia sinérgicamente s6lo con ciertos tipos de endoglucanasas (Wood, 1980;
Wood y McCrase, 1979) lo cual sugiere la posibilidad de que mayor canti-
dad de 4reas cristalinas son solubilizadas sdlo con la accidén secucncial -
ripida de aquellas exo y endo-glucanasas que son capaces de formar unm -
complejo enzima-enzima sobre la superficie de las cadenas de celulesa.

En resumen es posible establecer que la tendencia rmds aceptable es con-
siderar al sistema celulasa como sigue:

L - Endo-beta 1, 4 glucan glucanasas (las enzimas Cy a las que se rcliere
Reese) se encucntran presentes en forma 2 diferentes componentes varisn
do entre ellos <l grado de actividad al azar, Uno de ellzs puede ser I2 cz-
zima que actia primero sobre celulosa cristalina o bien on celulosas oizz-
mente organizadas,

2, -Exo-~beta I, ¢ glucanasss, se encuentrar presentes cn Jos formas

a), -Bewa 1, 4 glucan celebiohidrolasas (CBH) que rerroeven unidzies
de celobiosz o partir de la porcidn final mo reductora Jo 13 cadena J2 o

lulosa, Esta CEY es frecucniomente corrparaia con la vigj2 cnzima s,
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b), -Beta 1, 4 glucanglucohidrolasa que remusve unidades de glucosa
de la porcién final no reductora de la cadena.

3. -Celobiasa, beta-glucosidasa la cual convierte a la celobiosa y otras ce-

lodextrinas en glucosa.

Propiedades de las celulasas.

En la tabla 2 son ennumeradas algunas de Ias propiedades de la celulzsa
de T. viride pero con respecto a los pesos moleculares puede decirse cue

para el caso de las exo y endoglucanasas de T. wiride, T. koningii, Fussrium

solani y Penicillium funiculosum estos se encusntran en el rango de 40 0G0

a 75 000 exceptuando el de los componentes de bajo peso molecular de -
T. koningii y T. viride que estan en el rango de 12 500 a 13 000 (Erik-
sson, 1975; Wood, 1975).

La termoestabilidad es una de las propiedades técnicas més importantesz
de las celulasas ya que la hidrdlisis de la celulosa procede en forma m#s
ripida a temperaturas altas.las endoglucanasas son muy estables més d=
4 hrs a 60°C y pH 5.0.La beta-glucosidasa y la exoglucanasa de T. koniz-
gii son semejacies en lo que a su estabilidad se refiere a la temperatura.

a 60°C pierden alrededor del 80% de su actividad original en 4 hrs y uz

pH de 5.0 (Wood, 1975).
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Celulasas

Regiones crismalinaﬁ Regiones amorifas.

|
Endo -beta~-glucanasa(EG=Cy)

X

}
—— 1\
AT

|
Celobiohidrolasa (CBH=C1)
o : &g

* JC;-:'"/"?'
,“\EG{ I—Lm.__:,; /

JEST- A
g
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®
ey 2
'.__.___.' beta -glucosidasa

st t—n glucosa

Fig. 1 Representacion esquemdtica de la accion sinérgica de
las celulasas durante la celulolisis,

Ref., Wood, T.M. and McCrae, S.1. (1977).



Tabla -2,
Tipo de enzima Peso Punto Contenido
Molecular Isoeléctrico de Carbohidratos
(%)
Exo-beta-1, 4 - 42 000 3.79 9
glucanasa
Endo-beta-1, 4- 12 500  4.60 21
glucanasa
Endo-beta-1, 4- 50 000  3.39 12
glucanasa I
Beta-glucosidasa 47 000 5.74 0

Referencia, -Pettersson L G. (1975).

Algunas propiedades de las enzimas celuloliticas aisladas de Trichoderma viride.

Actividad hacia diferentes sustratos.
CMC Celulosa Celulosa Celotetraosa
Microcrist. Reprecipitada

- + + o+
+ - + +
+ _ + +
- - - +
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Estructura de la celulosa,

De manera de entender mejor al sistema cslulasa es conveniente discu-
tir también la estructura del sustrato sobre el que actds, ia celulosa.

La celulosa es el principal componente estructural de los vegetales cams
tituyendo la tercera parte de su peso seco por lo que es el carbohidraroc -
méis abundante en la naturaleza, Quimicamente es un politmero. lineal de -
peso molecular elevado compuesto de residucs de D-glucosa unidos por -
enlaces beta-1, 4 glucosidicos, Pero la celulosa, no se encuentra pura en [z
naturaleza, ya que por lo general se encuentra asociada con otros polisazi-
ridos como el almidoén, las hemicelulosas y 12 pectina,

Las hemicelulosas incluyen polimeros o heteropolimeros de galactosa, r—a
nosa, xilosa, arabinosa y otros aziicares asi como sus &cidos urdnicos,

Ademés casi toda la celulosa se encuentra interaccionando fisicoguimica-
mente con la lignina que es un polimero complejo con unidades fendlicas,

Por lo mismo, en lo que a abundancia se refiere la lignina y la hemice-
Inlosa serfan el segunde y tercer material respectivaments,

En la celulosa nativa, las cadenas estdn formadas por méas de 10 000 -
residuos de D-glucosa, su peso molecular varia entre 60 GO0 y 1 S00 OCC
{Fan, et al 1979). El nGmero de veces que la unidad CgHjgOs5 se repite ex
ia cadena, se denomina grado de polimerizacién.En la celulosa de pulpa v
Je papel filtro el grado de polimerizacién se encuenira en el rango de S0
a 2 100 a2 lo que corresponde un peso molecular aproximado entre 80 QCL
w 500 000 (Rease, et al 1972).

La celulosa se encuentra generalmente en forma fibrosa v presenta unc

«



resistencia a la tensidn muy grande, es insoluble en agua fria al igual -
que en la caliente.

La celulosa ademés de ser insoluble en el agua, lo es en solventes or-
génicos neutros como la gasolina, alcohol, benceno, éter, cloroformo y tetra-
cloruro de carbono, También es casi insoluble en soluciones acuosas dilui-
das de 4cidos y &lcalis, Se disuelve en 4cido sulfiirico al 72-755 v en 4ci-
do clorhidrico al 44% pero a menos que la temperatura de esas soluciones
se mantenga baja, pronto tienen lugar cambios quimicos con degradacidn de
la celulosa, Es también soluble en 4cido fosforico al 857% en el cual la de-
gradacién es menos notoria. Un solvente caracteristico para la celulosa es
el hidréxido de cuproamonic asi como también la cuprietilen-diamina wtili~-
zandose ambos para el caso que se requiera determinar la viscosidad de -
las soluciones de celulosa y para estimar el nimero de veces que la uni-
dad de glucosa se presenta en una preparacién de celulosa,

La relacion entre la celulosa y la glucosa ha siéo establecida mediante
la hidrélisis &cida para lo cual esta debe de realizarse completamente va
que si esta hidrdlisis es incompleta se pueden aislar una serie de caroo-
hidratos ademdés de la glucosa,

En una primera ectapa de una hidrélisis &cida moderada, si la celulosz
es secada sin lavarse, comienza a perder su resistencia a la tensidn, lzs
fibras se vuelven frégiles y al secarse se desmoronan muy répidamentz, ES
te material parcialmente hidrolizado se llama hidrocclulosa y el GP pro—e-
dio de este compuesto es mucho més bajo que el de la fibra original, L-z

hidrolisis mds dréstica da lugar a celodextrinas y posteriormente & divzrs08
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oligosacdridos. Ademds de glucosa, los oligesacdridos intermedios mdés
sencillo que se emcuentran al hkidrolizar completamente 1a celulosa por
vfa 4cida son la celobjosa y ia celotriosa.

Cada unidad esrructural en iz celulosa contiene tres grupos hidroxilo
aglcohblicos en los dromos de carbono 2,3 v £.1los dos primeros son
secundarios ¥ el otro es un grupo hidroxiio alcoh6lico primario,esto ha
sido puesto en evidencia al introducir grupos metilo obteniéndose una -
celulosa metilada.

Ahora bien,en cada pared secundaria de Ias plantas,la celulosa y otros
constituyentes de 1a pared celular se encuentran agrupados en forma de
paguetes delgados y largos demominados microfibrillas.Las microfibrillas
son entidades en las que las moléculas de celulosa se emtrecruzan de
una microfibrilla a otra.Demro de cada'micmﬁbrilla, ias moléculas linea-
reg de celulosa se encuentran asociadas en varios grados de paralelismo:
las regiones que contienen moléculas altameme orientadas son llamadas
cristalinas mientras que aqueilas de un orden menor son denominadas pa-
racristalinas o regiones amorfas.

En las zonas cristalinas los grupos de una molécula de celulosa se a-
proximan emre si por fuerzas de valencia secundaria algumas de las cuz-
les se atribuyen a fuerzas de Van der Walls vy otras a puentes de hidrZ-
gemo.

Aungue esas fuerzas son mucho mis pequeiss que las que involucrar =

presencia de valencia primaria como la ligadura glucosidica,a ellas se
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debe en parte las propiedades e resistencia a la tensi6n de las fibras
de celulosa.

Las microfibrillas,miles de las cuales se presentan en una fibra de ce
lulosa se encuemran orientadas de diversas formas,en las zonas amorfas
de éstas se hace evidente 1a reactividad quimica de la celulosa.las zonas
cristalinas de las fibrillas son quizd la cauvsa de la tenacidad de la fibra:
z las 4reas amorfas se les puede atribuir la elasticida@ v la capacidad de
hinchamiento caracteristicas de Ia celulosa.

Se sabe que 1z celulosa, se encuentra en varias formas polimoérficas,
{Bellengsen y Tonnensen, 1971} las cuales han sido designadas como celu-
losa LILIIL IV (Honeyman,1959) las cuales pueden ser distinguidas de -
acuerdo a sus caracteristicas presentes en estudios de difraccidn de rayos
X.La celulosa denominada como celulosa I,es la forma mé&s polimoérfica
gque se encuentrsa presente en los materiales celuldsicos nativos como el
algodbn y la pulpa de madera.la celulosa If es uma modificacion crista-
lina representativa de las formas de celulesz regenerada como pueden ser
el algodon vy 12 pulpa de madera que han sido tratados com hidroxido de
sodio asf come también los derivados saponificados siendc el rayon el -
ejemplo més tipico de este tipo de celulosa.ia celujosa Il y IV son -
formadas por el matamiento con etilendiamine anhidra y por la accidn =
temperaturas altas respectivamente.

De acuerdo con el método que se utiliza para su extraccidn, la celulo-
e¢a ha sido clasificada en varios tipos: celulesa cruda se tlama al -

complejo que forman la alfa-celulosa, la lignin: y materiales asociadcs
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que son solubles en agua,alcohol o &ter,Holocelulosa, es la porcidn libre
de materiales solubles en agua,alcohol o &ter y estd formada por alfa-
celulosa, lignina y hemicelulosa, Alfa-celulosa, es celulosa libre de lignina
y hemicelulosa,la cual es insoluble en sosa al 17,5¢ y consta principal-
mente de cadenas largas de glucosa superpuestas.,

Sin embargo, como se menciond con aaterioridad,la celulosa en la natura
leza no se encuentra coastituyendo el 100% del material organico de las
plantas siendo variable su proporcidn;asi por ejemplo: el pasto contiene
209, de celulosa, el bagazo de cafia de aziicar alrededor de 489, (Miller,
1973), el algoddn con 91%,los arboles en general tienen 40-50%.Por lo mis-
mo es conveniente conocer también el contenido de hemicelulosa y de lig-

nina la cual varia de acuerdo al material celuldsico,asi por ejemplo tene-

mos:
(% en peso seco,)
Celulosa Hemicelulosa Lignina  Total
Madera 43.0 25.75 25.0 93.75
Bagazo 42,6 31.25 22,0 95.85
Olotes 38.6 34.00 18.2 90.80

La hemicelulosa contiene principalmente entidades de azGcares diferentes
a la glucosa siendo por lo general la unidad pre;lominante la xilosa aunguz
con frecuencia se encuentran presentes unidades de manosa.Las hemicelu-
losas-contienen también invariablemente unidades de 4cido urdnico las cu2
les se encuentran unidas con unidades de xilosa de manzra que cuando =z

hidroliza una hemicelulosa, se forma un disacarido modificadio couocido -
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como Acido aldobiurdnico. A las fracciones de hemicelulosa que contienen
unidades de xilosa y 4cido urbnico a menudo se les llama xilanas o més
generalmente pentosanas,ya que la xilosa es la pentosa mis comin.lLa -
hemicelulosa no presenta porcibn cristalina,no son fibrosas y tienen un
GP promedio de 150t 30,

La lignina se puede definir como un complejo polimero tridimensional
formado por unidades de alcohol coniferilico en el caso de las gimnos-
permas vy en el caso de las angiospermas por unidades de alcohol coni-

ferflico y siringilico,

Influencia de ]a estructura de la fibra y su susceptibilidad a la de-

gradacidn enzimética,

La susceptibilidad de la celulosa como un sustrato para una coaver-
sibn egnzimatica es determinada en gran parte por la accesibilidad que
presente a las enzimas extracelulares o a otros metabolitos secretados
por los microorganismos celuloliticos. Es necesario que exista un coaac
to flsico entre esos agentes catalfticos y las moléculas de sustrato para
gue la hidrélisis se lleve a cabo.

Dentro de los aspectos estructurales de los materiales celulésicos gue
determinan su susceptibilidad a la degradaci6n enzimética, se pueden cizar:

(1) Contenido de humedad de la fibra.

(2) Tamaidlo y poder de difusion de las moléculas de enzima,su relacibn
al ramaiio y superficie disponible dz los capilares de las fibras asf camo
los espacios entre las microfibrillas v las moléculas de celulesa en [2s

regiones amorfas,
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(3) El grado de cristalinidad de la celulosa,

(4) Las dimensiones de la unidad celular,

(5) Conformacidn y rigidez estérica de las unidades de anhidroglucosa.

(6) El grado de polimerizaci6on de la celulosa,

(7) La naturaleza de las substancias con las cuales esti asociada la -
celulosa,

(8) Naturaleza, concentracion y distribucidon de los grupos substituyen-

tes,

Por lo mismo la cristalinidad y la lignificacitn son los més importantes
determinantes de la susceptibilidad que presenten los materiales celulbsi-
COs para su conversidn enzimética.Asf es necesario poner més enfisis en
el desarrollo de métodos de pretratamiento efectivos para los materiales

celuldsicos naturales,
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Fig, 3
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Produccida de celulasas,

La produccidn de celulasas en forma econdmica depende de la seleccidn
y caracwerizacidon adecuada de cepas v/o del desarrollo de métodos vy me-
dios de culdvo de fermenmacidn,Una dificultad comunmente presente es la
baja productividad de los cultivos y el largo tiempo necesario para su cre
cimiento, Esta baja hiperproduccion de las celulasas comparada con la hi-
perprodaccidn de otras enzimas como las amilasas y proteasas puede ser
resultade del mecanismo de induccidn particular de las celulasas,la re-
presida catabblica es otro mecanismo regulatorio por medio del cual la -
concentracida de celulasas sintetizadas puede variar,

No se ha encoatrado una correlacion direcia entre la velocidad de creci-
miento de un microorganismo y el tipo de actividad celulolitica presznte.La
razbda de contar con un nGmero grande de microorganismos celuloliticos co-
mo fuente de enzimas,es quie podria ser factible el determinar cual carece
de los conpouentes no descados o viceversa y existe por lo mismo la po
sibilidad de modificar las condiciones de crecimiento a favor o en coatra
de la predominancia de ailguno de los ccmponentes en especial ya que sz
ha visto que algunas enzimas desaparecen durante periddos largos de inzu
bacion y también que la adicidn de algin metabdlito o ishibidor pueds rea
lizar el mismo efecto, Ademé&s mediante ¢l uso de estos procedimientos -
saria posible eliminar subsecusntes procedimientos de purificacidn,

Entre los microorganismos que producen celulasas extracelulares el niz-

jor productor reporiado es Trichoderma viride ,que por lo mismo es i

microorganis:mo con el que s2 han Hevado a cabo la mavorfa Jde los tra-
biajos sobre los diversos factores que afectan la produccisa de estas en-

Z17ias,
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Mandels {1975) reportd las condicionss Optimas parz la produccién de
celulasas por este microorganismo usando como sustrato solka flock SW-
40,2 pH de 5.5 y a una temperatura de 29°C.La mayor actividad de celu
lasa se encontré a los 15 dias aproximadamente siendo ésta de 3.68 mg/
ml/hr.La produccién de esta actividad se realizd en matraz.

El medio contiene en su formulacidn sulfato de amonio y urea como -
fuentes de nitrdgeno,los demis minerales som los tipicos encontrados en
la forznulacidn de medios de cultivo para hongos.La adicibn de cobalto y
calcio no es necesaria para el creciemiento pero se sabe que atsnentan la
produccion de celulasas (Mandels y Reese,1957).Su accibn parece deberse
a un efecto de permeabilidad de la pared celular (Reese y McGuire, 1968,
1972).

La fuente de nitrOgeno resulta esencial para la produccidn adecvada de
celulasas ya que con una fuente de nitrGgeno inorginica se logra un buen
crecimiento, pero si se adiciona proteosa peptona ademdis de la urea como
fuentes orglnicas se logra 1a mixima produccibn de actividad (Mandels v
Weber,1969;Gupta, 1972). La proteosa peptona es adicionada con el fin de
disminuir la fase lag durante el crecimiento del microorganismo y la pro
duccién de enzima,Es adicionada generalmente a una concentracibn corres-
pondiente @ un décimo de la concentraciébn de celulosa utilizada.

Un componente gue es necesario también tomar en cuenta en la formula-
cion del medio de cultivo para la preduccién de celulasas es el empleo de
agentes surfactantes;Holme y Stranks (1970) establecen que el aumento en

la produccidn de celulasas cuando se utiliza Tween 30 como un componen-

te mis del medio de cultivo, palmitate o ésteres de palmitato podria deber

se a un lento desarrollo del microorganismo causado por una limitacion £
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¢l suplemento de oxizerc ya que el microorganismo es forzado a desarro-
llarse por medio de un metabolito limitado;otros reportes establecen que
la causa de esta accidn puede ser debido a un efecto sobre 12 permeabili-
dad celular (Reese y XfaGuirre, 1969, 1971),

Por lo que uno de los factores que afectan la actividad celulolitica produ-
cida de forma primordial es la composicibéa del medio de cultivo (Saddler,
1932).

Otro factor que influve directamente sobre la produccidn de las celulasas
es la variacidn del pH en el transcurso de la ‘misma, el pH oOprimo para -
el crecimiento de T. viride es de alrededor de 4.0 y el de produccidn en-
zimatica es de 3.0. Abajo de este pH las celulasas son inactivadas y el -
crecimiento se detiens abajo de pH 2.0 por lo que el control del pH en
el rango de 3-4 es bastante importante para lograr la mixima produccibn
de enzima (Dewey, et al 1980).

Siguiendo el curso de produccidon de celulasa y el perfil del pH durante
la misma en un cultive en matraz inoculado con esporas es observado gue
después de una fase lag de 2 dias de duracidn,la enzima comienza a apa-
recer en el medio de cultive al mismo tiempo quz &l pH disminuye répica
mente.El pH permanece alrededor de 2.8 durante 1a fase de crecimiento ¥
comienza a aumentar después de uno o dos dias antes de que la celulezz -
sea completamente consumida.l.os modelos seguidos en la produccitn dz -
proteina son similares.

Se ha observado que la actividad dz Sata-gluceosidasa permansce baja 2.~
rante ¢l estadio de acumulacidn de czlulasa y ro zparece hasta que el ¢+

comienza a subir.Después de que la celulosa disponible se censume,la -
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produccidn de enzima cesa,

Es necesario considerar que la actividad especifica de la celulasa es mu-
cho menor que la de otras glicosidasas que hidrolizan sustratos solubles,de
esta forma se necesitan grémdes cantidades de proteina para liberar azCica-
res de la celulosa.Debido a que el crecimiento v la sintesis de proteina re
quieren de que exista hidrolisis enzimitica de Ia celulosa v asimismo la -
hidrdlisis de la celulosa requiere de sintesis de proteina,el crecimiento ¥
la produccidén de enzima estin intimamente relacionados,

Se llega a represi6n en el caso de las celulasas cuando la velocidad dei
catabolismo de los carbohidratos excede al requerido para la biosintesis -
celular llegandose en este caso a una disminucida o a un paro total de la
stntésis de enzima.Tal mecanismo de control se denomina efecto de la giz
cosa o represiSna catabdlica,la cual es un fendmeno generalizado en los -
sistemas vivos,

Mientras que Ia represibn catabblica puede explicar la disminucidn o el
cese de la produccitn de la actividad enzimética,la estabilidad de la acti-
vidad celulolftica extracelular se dsbe a otros factores.Se sabe igualmen::z
que Ia mayor cantidad de calulasa es producida en el caldo de fermenta-
ci6n después de gue la concentracita de azlcares reductores rasiduales -
cae debajo del nivel critico de 0.1 mg/ml y cuardo ¢l crecimiento alcarn-
za la méxima coacentracidon de células (Dewey,e: al 1980).

Se sabe que la ziucosa a una coacentracidn del 19 reprime la produccié-
de actividad (Nisizawa, 1972) ya que se ha visto que creciendo al hongo cr
slucosa, el crecimiento es ripido pero los niveles de enzima extracelular

son casi nulos,Si al cultivo se le adiciona glucosa a una coacentracidn dzl
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13 ya sea al inicio o durante cualquier fase de la fermentacidn,la produc
cidn de la enzima se dedene hasta que toda la glucosa es consumida (Man
dels, 1975).E1 papel de 12 celobiosa como inductor es complejo,pues a ba-
jas coacentraciones induce y a otras aproximadamente entre 0.5 y 1% re-
prime la sintesis (Mandels, 1969).Se ha visto gque la lactosa también indu-
ce la produccidn de celulasas;a una concentracion de 0.5% se produce a-
proximadamente un 30 ds la actividad producida en celulosa (Mandels,
1975).

Debido a que la celulosa es insoluble y no puede entrar a la célula,s=z ha
propuesto que un producto soluble de la celulosa es el actual inductor {Man
dels y Reese, 1939),De acuerdo a esta hipdtesis, una pequefia cantidad de -
celulasa se produce constitutivamente y solubiliza un poce de la celulosa -
inicidndose el proceso de iaduccidn, Estudios realizados con T. viride es-
tablecen que una substancia debe alcanzar el sitio de sintesis enzimdtica
para que sea coasiderada como inductor y de acuerdo a estos reportes -
{Mandels y Reese, 1937, 196J),1a celobiosa,un dimero producto de la hilrd-
lisis de la celulosa ha resultado en algunos casos el verdadero inducczr de
estas enzimas.Otros compuestos que poseen enlaces beta-glucosidicos zo-
mo la lactosa,la salicina ¥ otros oligosacdridos pueden también actuar co-
mo agentes inductores aunque se ha visto (Mandels, 1972) que la sofcr-sa
e8 200 veces méds activa que la celobiosa y se encusntra presente eo 2 -
glucosa grado reactivo comeo una impureza.Se presenta también comc -2
contaminante en la glucosa preparada por la hidrdlisis del almidén.

Otro factor que es necesario considerar en la p:mduac‘&*a de celulazzz -

Tt

es el de la preparacion del indculo ya gue desempefia un papel esenc.:l
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en la f2rmentacitn para la produccidn maxima d= rales enzimas (Saddler,
1932%.Una preparacién adecuada del material de partida para produccidn
puede reducir el tiempo necesario para el crecimiento de un rango de S-
13 dias hasta 4-5 dias (Peitersen, 1975;Ghose, 1969),Se ha visto que el u-
so de indculos con un tHempo grande de incubacida en los que ya es po-
sible detectar acrividad celulolitica disminuyen los rendimientos de pro-
ductividad tal vez debido a que los valores de azicares iniciales en el -
caldo de fermentacién reprimen la formacidn de enzima (Mukhopadhyay

y Ghose, 1969), Cuando se utiliza un indculo de esporas,la fase lag exis-
tente en la produccitn de celulasas es muy grande,Esta fase puede ser
eliminada inoculaudo con un 10 del cultivo crecido sobre celulosa por
lo gue en este caso el indculo consiste de celulosa y micelio inducido, Con
un 10 de inoculo de micelio la produccidn méaxima es lograda a los -
4-3 dfas comparados con 7-8 dias cuando se utiliza un inGculo de espo-
ras,

L.os métodos utilizados para el cultivo de microorganismos productores
de celulasas son : (1) Cultivo estacionario en medio liquido,

(2) Cultivo sumergido en medio liquido,

{3) Procesc Koji,en el cual el microorganismo es Cre-
cido 2n un medio hitmedo sdlido,del cual son extraidas las enzimas poste-
riermente,

Se ha producido celulasa tanto en lote (Mandels, 1975) como en form=z con
tinua (Mitra, 1975). A pesar de Ias ventajas potenciales que ofrece el ¢ -
vo contlnuo,a la fecha los resultados han sido poco sarisfactorios dezlin

principalmente a gue se taponan con micelio los conductos de entradz 7



salida {Mandels, 1973},

1.2 produccidn de enzima en fermentaciones en lete - se ve favorecida -
cuando son utilizadas altas concentraciones de celulosa en el medio de -
cultivo v la fermentacibn se realiza bajo condicionss de riguroso control
del pH, remperatura, eic utilizando para ese fin fermentadores s:lomatiza-
dos (Joglekar, et al 1933).

Actualmente las celulasas son producidas por métodos de cultivo de su-
perficie pero el alto precio de las enzimas limim su utilizacidéz en la in-
dustria biotecnoldgica,los trabajos recientes desarrollados parz Hevar a
cabo la produccisa industrial de celulasas utilizando fermentzciés sumer-
gida han sido probados Gnicamente a nivel piloto ya que la produccién no
resulza econb.nica,pero el actual desarrollo dentro de esta 4rez en lo que
respecta a nuevos cultivos o bien la optimizaciba de los procesos existen-
tes paeden ayudar a resolver el problema en un futuro cercanc {Enari y
Markkanen, 1977).

Los componentes dsl medio de cultivo que resultan importantes desde e}
punto d= vista ecoadmice son la fuente de nitr6zeno y la fuenmte de carbonc.
Se ha obtenido buen crecimiento de T. viride coa nitrézenc inprgénico,
pero una buena produccitn de enzima se realiza sdlo con peptoaz u orras
fuentes de nitr6geno orgénico,las cuales por 1o general resultas muy cos-
tosas . Reciclando el micelio se podria reducir el costo de produccidn alrg
dedor &= 109, ya que se podria rezmplazar parcialmente la fuenze de ni-
trozena {Nystrom v Allen, 1976) v se lograria un tiempo de fermentacion

corio.Con respecto & la fuente de carbono alghn material celuldsice de dz-

secho padria ser utilizado,pero seria mias ventajoso.si no se usilizaran -
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pretratamientos fisicos o quimicos,Es posible mencionar a manera de

ejemplo qie ina celulasa da T, viride con una actividad de 1.01 U/ml

capaz de producir de 23 a 307 toneladas de azfcar requiere de una can-:
tidad de material celuldsico de desecho que va de 52 a 429 toneladas.

También se ha intentado mejorar la produccidon de celulasas por medio
de la selecciton de nuevas cepas y de mutagénesis de las ya existentes
{Montencourt, 1577;Bailey, 1981;Nevalainen, 1981 ) v por la optimizacidon de
los medios de culrivo asi como de las condiciones de fermentacion (Man
dels, 1976;Stenbery, 1979; Vilela, 1977).

Por todo lo anteriormente expuesto es nacesario continuar el desarrolio
para la obtencidn de cultivos adecuados para tales procesos de hidrolisis
asi como a la oprimizacidn propia del proceso con el fin de lograr la uti

lizacidn de la enorme cantidad de materiales celuldsicos de desecho dis-

poaibles como sustratos potenciales para la industria de fermentacioa.



ABLA 3. Mecanismos bioquimicos que controlan la sintesis de celulasas

y su actividad en T. reesei,

ENZIA Producto final Represor Inductor
inhibidor.
Celobiohidrolasa Celobiosa Glucosa Celulosa
© metabolitos
de la glucosa,
Endo-glucanasa Celcbiosa " Soforosa.
Celobiasa Glucosa " Celobiosa,

Ref, Montenecourt,B.S. and Eveleigh, D. E. (1979).




Ensayos udlizados para medir la actrividad de las celulasas.

L.a determinacion de la actividad de las enzimas celulolfticas es com-
plicada debido a la gran cantidad de sustratos celuldsicos asf como a -
la multiplicidad de las enzimas preseates ea el sistemé. celulasa ya que
2s necesaria la accién sinérgica de las mismas para iograr niveles sig-
nificativos de hidrdlisis.Los sustratos urilizados son ez su mayoria ma-
cromoléculas lo cual hace gue resulre difficil su estandarizacidn.El sus-
trato ideal podrfa ser aquel de bajo peso molecular ademds de que fue-
ra lo suficientemente especifico, desafortunadamente s&lo para el caso de
Ia bera-glucosidasa el sustrato reune tales caracreristicas.

Existen principalmente tres tipos de ensayos: (1) Los basados en Ia -
determinaci6n de la viscosidad de las soluciones de los derivados solu-
bles de celulosa (CMC, HEC) durante la reaccidn enzimditica (Husemann
y Werner, 1963;Ericksson, 1969; Hulme, 1971;Almin, et al 1975;Guignard y
Pilot, 1976).

(2) Ensayvos en los que se sigue el incremento del poder reductor du-
rante la reaccién enzimdética hacia carboximetilcelulosa por medio de -
la determinacidén de azlicares reductores {(Shoemaker v Brown, 1973;Wood
¥ McCrae, 1977;Mandels, et al 1975)..

(3) Por medio del poder reductor como el punto aaterior pero utilizan-
do sustratos celuldsicos insolubles, no substituidos {(Mandels,et al 1375;
Shoemaker v Brown, 1978).

Los ensayos viscosimméiricos son muy sensitivos v especificos para ias

enzimas de tipo endo v han sido aplicados para monitorear la actvidad

o
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de o-ras endo-polisacaridasas.(Desveaux y Perchzron, 1973),

Los métodos que basan su deterininacida en el aumento del poder re-
ductor miden tantc la actividad celulolftica endo como exo.En estos pro-
cedimientos las propiedades qulmicas y fisicas de los sustratos utilizados
pueden eventualmente coaferir alguna especificidad a la prueba enzimadti-
ca.De esta forma,la CMC soluble resulta ser adecuada para el easayo de
la actividad de endoglucanasa mientras que los sustratos insolubles como
el algoddn y el papel filtro son adecuados para la determinaci6n en con-
junto de las acrividades endo y exo.

La dificultad en desarrollar métodos para detectar las actividades en
forma individual es que es necesario conocer cuales enzimas soa las res
ponsables de la degradacidn de la celulosa completamente, por Io que se-
ria necesario para el desarrollo de tales métodos una gran cantidad de -
datos bioquimicos asf como de t&cnicas especificas para cada caso.En la
tabla 4 se pued= observar la gran variedad de ensayos existentes para -

la dzrerminacidn de la acrividad celulolftics.

Determinacitn de la actividad celulolftica total.

En todas las determinaciones de la actividad celulolitica, el sustrato
debe ser semejante al utilizado para un proceso prictico de hidrodlisis d=
materiales celuldsicos;por ejemplo: debe de ser ua material issoluble gu=
no sea facil de hidrolizar, aebe ser un material que pueda ser estandarizz -
do,Otro factor importante que es necesario considerar es el tempo de r=ac

cidon, dado que el sustrato es un material insoluble fibroso por Ioc quz ez =2

cesario coasiderar el tiempo requerido para que la enzima pusda difundir
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dentro de la fibra asf como también el necesario para que los productos
de hidrdlisis difundan al exterior de la misma,QOtra dificultad presente es
la variacion de la accesibilidad a los enlaces glucosidicos en diferentes -
regiones de la fibra,por 1o que para lograr un resultado adecuado;los en
sayos requieren de un tiempo de reaccidn suficientemente largo para per
mitir la hidrdlisis de una fraccidn apreciable de los enlaces menos acce
sibles al ataque,

El ensayo que resulta bastante satisfactorio para medir el sistema com
pleto es el de papel filtro, ademés de que es bastante reproducible y se -
realiza en un tiempo corto.Por 1o mismo este método es adecuado zn €l
caso de que se pretenda determinar niveles de produccidén enziméAtica para
la seleccibn de nuevas cepas, mutantes ¢ bien en fermentaciones monitorea
das.

También es posible establecer que la actividad en papel filtro se encuen

-
tra asociada a la actividad de beta-glucosidasa (Joglekar, 1983).Por lo mis
mo, €l papel filtro ha resultado ser un sustrate satisfactorioc para medir -
la actividad celulolitica total v el ensayo estd basado scbre la reaccida de
las enzimas solamente sobre las regiones més susceptibles del sustratc.

Ademés, la actividad de exo-bera-D-glucanasa medida por la hidrdlisis
de papel filtro representa una de las formas més coavenientes para podzr
establecer la utilidad de una preparacién celulolitica para una sacarifics -
cidn préciica.

Con respzacto a las endozlucanasas es poasible mencicnar que el mejor -
sustrato para la medida de su actividad es el derivado scluble de la ce-
lulosa,la CMC.Este sustrato 3 sido empleado tanto para medir la dismi. -

nucidn de la viscosidad o bien para la produccibn de azicares reductores’



pero las znzimas sdloc rompen los enlaces entre uamidades de glucosa no
substituidas siendo la hidrolisis linear s6lo en um 12 (Mandels,er al -
1969).1L.a presencia de las exo-glucanasas no afecta este ensayo por lo
mismo resulta adecueado para la evaluacién de preparaciones crudas.,
Para la determinaciba de la beta-glucosidasa existen pocos ‘problemas
ya que esta enzima hidroliza tanto a Ia celobiosa como a losbeta-1,4 -
oligosacéridos hasta glucosa,Por lo general es determinada utilizando a
la celobiosa como sustrato {Selby v Maitdand, 1971} pero puede utilizarse

también un pseudosuastrato, el para-nitrofenil-beta-glucdsido (Wood, 1968).



TABLA 4.

ENSAYCS FARA MEDIR ACTIVIDAD

» DE CELULASAS
ERZIMA SUSTRATO FROEJCTO WEIIZG. P
CELOBIASA
beta= glucosidasa celobiosa glucosa
celodextrinas
salicina saligenins
p~¥itrofenil-beta p~HFitrofensl
glucédsido

EXDO-beta~1,4 GLUCA-
HASA.

Cx

CHC zama

carboximetil celulosa

celulosa smorfa.
celulosa Halgeth

disminucién de
viscosidad.

azicares reduc—~

hilo

celulosa tefijida

celodextrinas,
tores,
EX0~beta-1,4 GLUCA~
XEASA,
Glucocelulasa ceilulosa amorfa glucosa
celuiosa Walseth
Celobichidrolasa celulosa cristalina celobiosa
CBE Avicel
01 celodextrinas
 CELULASA
CT + cx celulosa cristalina pérdida de peso ;
Avicelass Avicel azlicares reductores |
Hidrocelulasa Ridrocelulosa reduccién en la DL
FF’asa papel f1 tro azdcares reductores }
EISCELANEOS }
Factor de hin - algodén absorcién de dlcali
chaniento.
celulasa papel filiro maceracidn.

pérdida de resisien
cia.
pérdida de color.

Ref, Mandels M,, Andreotti R. v Roche CH.:Biotechnol. & Bioeng., Sv.i—.

No. 6,22 (1976).
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Sacarificacion enzimatica de la celulosa,

Se han hecho varios intentos para desarrcliar una metadologia que permi-
ta efectuar el escalamijentac del proceso de sacarificacidn, pero existen va-
rios factores que es necesario mejorar ¢ cambiar antes Nde llevaria a cabo,
entre ellos figuran los ya mencionados anteriormente pero ademdis entre los
mnés relevantes es posible mencionar los siguientes:

a). -Insolubilidad del sustrato,

b). -Suspensiones de celulosa a bajas concentraciones: uno de los mayores
problemas que se presentan para lograr una buena eficiencia en 12 conver-
sion de la celulosa,es lograr una suspensidn inicial adecuada;se sabe que -
no es posible obtener una suspensidon arriba del 5-10% y atin esta suspen-
sidn resulta muy espesa.

c). -La velocidad de hidrolisis disminuye cuando se alcanza cierto grado
de hidrolisis;se ha visto en bagazo que &sta se retarda alrededor de um -~
30% de hidrolisis y llega a ser casi cero cuando se llega al 70% de hidrd-
lisis, parece ser que este efecto es causado por una disminucitén de la sus-
ceptibilidad del sustrato causada por remevimieato de la regidn 14bil y no
por la inactivacion o inhibicitn del producto como se pensaba (Garcia Mar

tinez, et al 1974).

Comparacidn entre la hidrodlisis enzimitica y la hidrolisis 4cida,

-

La hidrolisis de celulosa puede llevarse a cabo por la accidn de &cidcs

™)

con enzimas obtenidas de los microorganismos celuloliticos.l.as enzimas -
resultan méas eficientes que los 4cidos,Un estudio comparativo efectuado con
tres sustratos celulésicos (CMC, celulosa Walseth y fibras de algodén) demos

trd que alrededor de 105 mdés cantidad de 4cido es necesaria para lograr



-55~

el mismo grado de hidrdlisis comparado con las enzimas {Reese, 1956). A
nivel molecular es mayor la disparidad eatre los dos metodos, ya que el
peso molecular del HCl es 36 y el de una celulasa de aproximadamente

63 000 por lo que alrededor de 108 moléculas de HCl son necesarias pa-
ra efectuar el trabajo de una simple molécula de enzima bajo condicionss
definidas (Whitaker, 1954).

De igual forma,la hidrblisis enzimaética es una reaccidn méis especifica
ya que el Acido ataca enlaces 1,4;1,6;1,2 o 1,3 y las enzimas celuloliti-
cas coanocidas actlan Gnicamente sobre los enlaces beta-1,4 (Lin, 1967).

Los datos publicados sobre la hidrolisis son insuficientes ya que el me-
canismo bioquimico aGn es oscuro.De ecuerdo a los reportes del modelo
cinético de la hidrodlisis de la celulosa parece no tomarse en cuenta la -
inhibicién por producto existente,Varios trabajos sugieren que el grado
de hidrolisis varia de acuerdo al tiempo de contacto entre las celulasas
y la celulosa (Flora, 1964;Dixon y Webb, 1938), Tambi&én ha sido mencicaz-
do que la velocidad de hidrélisis decrece cuando aumenta la cristalinidad
del sustrato.

Uns prueba eatre la diferencia existente entre el mecanismo de la hiZrd
lisis 4cida v enzimética de la celulosa es que esta Gltima causa una ~meonor
velocidad de despolimerizacién que la hidrdlisis dcida.la razon més cro-
bable de :al diferencia parece estar relacionada con el tamaiio relative de
los dos caralizadores vy su capacidad de lograr permear la fina estruciira
de la celulosa, Moléculas largas (P, M. 25 w0 - 67 000} son accesariz: pd-

Rl o

ra penetrar dentro del espacio intercristalino existente v solo a 12 zrzm
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actvidad catalitica preseste, todas las cadenas de celulosa que puedan estar
en conm@acto con la molécula de enzima son rapidamente hidrolizadas hacia
azficares solubles,Por otros lado,las relativamente pequefias moléculas de
4cido capaces de difundir dentro de los espacios reducidos de la porcidn
intercristalina pueden atacar enlaces glucosidicos que no se encuentran ac-
cesibles para las mol&culas de eazima.Ademés la hidr6lisis enzimética o-
frece otro tipo de ventajas,como son:

L.a enzima hidroliza =specificamente los enlaces beta-1,4 mientras que
el 4cido ataca todos los tipos de enlaces glucosidicos atn los de otras
tipos de polisacaridos asociados a la celulosa,

Son necesarias altas temperaturas y altas coacentraciones de &cido para
gque se pueda realizar la hidrolisis y se producen substancias tbxicas por
lo que los productos dzrivados de ¢lla no serian iiles para fines alimen-
ticios, ni ain para el inicio de orras fermentaciones,

En la tabla 9 se pueden observar las diferencias més significativas entre

’

los dos tipos de hidrdlisis,



Pretratamiento

Velocidad de
hidrolisis,

Temperatura
Presidon

Productividad

Interferencia
por productos,

Proceso industrial
utilizado actualmente,

Facribilidad econdémica.
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HIDROLISIS
ACIDA

Puede ser necesario.

Répida (minutos)

Alta {200°C )
Presurizada,

Varia dependiendo
del material utilizado

y caracteristicas del
procesc,

Probablemente,

St, (Uni6én Sovietica)

Ref. Linko, M {1975).

TABLA 5, Tabia comparativa entre las diferencias existentes entre la
hidrélisis dcida y la hidrélisis enzimdética de materiales celulésicos.

HIDROLISIS
ENZIMATICA.

Necesario,

Lenta (horas).

Baja (45°C ).
Presion atmosiérica.
Varia dependiendo

del material utilizado
y caracteristicas del

proceso,

No necesariamente.

No, (s6lo en planra
piloro).

?



Pretratamientos utilizados para incrementar 1a sacarificacién enzimati-

ca de la celulosa.

L.a celulosa nativa,es muy resistente a la hidrolisis enzimadrtica;la es-
tructura cristalina y la presencia de la lignina la protegen de forma e-
fectiva coatra =l ataque de las celulasas, haciendo que el proceso de hi-
dr6lisis sea lento e incompleto,Para realizar un proceso hidrolitico prdc
tico,es necesario tratar al material celuldsico de alguna forma previa al
uso por las enzimas,

Se ha visto que la velocidad y extensidn de la sacarificacidon depende de
la paturaleza y el pretratamiento dado al sustraro,asi como de otros -
factores como la concentracidn d= enzima y sustrato respectivamente (re-
lacién eazima/sustrato), inhibicién por prodﬁcto y estabilidad enzimética,

Ha sido posible obtenar hidrolizados realizados a pequefia escala con -
rendimientos de hasta 309 de glucosa utilizando para 2llo concentracio-
nes de enzima y sustrato pretratado (molido en un molino de bolas) ele
vadas (503), asi como un tiempo de reaccidn largo (14 dias) (Katz y Reese,
1968).

Hasta ahora,la concentracion de sustrato que ha resultado més econé-
mica es cercana al 10% (Toyama y Qgawa, 1975).

La mayoria de los sustratos utilizados en sacarificacién requieren de
un prerratamiento, se sabe que el molido en un molino de bolas reduce
la talla de particula incrementando la capacidad de hacer suspensicnes
de celulosa a altas concentraciones v también la superficie reactuiva dis-

ponible para el ataque enzimético.



Los pretratamientos dz los materiales celuldsicos se encuentran orien-
rados a lograr una pérdida de la estructura altamente cristalina de la -
celulosa y su posible exzensidén a las zonas amorfas;asf como a 1la re-
mocidn de la lignina qus resulta un paso esencial y2 que la mayoria de
los sustratos potenciales para ser usados en un proceso de bioconver-
sidn se encuentran bastante lignificados,

El aspecto esencial de un pretratamiento es lograr disminuir la asccia
cién prortectora entre Ia lignina y la celulosa,aunquz se sabe también que
no es necesario remover o alterar toda la lignina para lograr aumentar
en forma significativa la susceptibilidad al ataque eazimaético, aunque esto
depende en gran parte d=l material celulsico en cuestibn, pero parece -
ser que existe un rango del 20 a 65% de lignina que tiene que ser alte-

rada para lograr aumentar en forma significativa los rendimientos.

En la wbla 6 se agrupan los métodos de pretratamiento mds utilizados

> ]

para tratar de aumentar la susceptibilidad a la hidrélisis de los materia
les celuldsicos y de acuerdo a esto pusde decirse que existen tres tipos
principales: los quimicos

los fisiscos

o los biolégicos,



Tratamientos quimicos.

El tratamiento de celulosa nativa con soluciones de sosa arriba del -
17% causa un hinchamiento extenso y separacién de los elementos estruc-
turales produciéndose fibras con difersnte grado de cristalinidad,l.a celu-
losa tratada con &lcali es hidrolizada por &4cido un 40% mdés ripido que -
si se utiliza celulosa nativa (Millet, et al 1975).Qtro tipo de pretratamiento
que se ha incluido recientemente en esie grupo lo constituye el de un tra-
tamiento a alta presidn de vapor, aunque no involucra por si mismo una
reaccién de tipo quimico,el rompimiento de los grupos acetilo gque se lo-
gra hace que ocurra uma acidificacién del medio lo cual favorzsce la ac-
cion hidrolftica,

Los métodos convencionales de pulpeo tales como los procesos kraft y
sulfito son tratamientos ques eniran dentro de esta clasiticacidn,pero resul-
tan muy costosos por lo que se ha pensado en otras posibilidades entre
las que figuran:

Tratamiento gaseoso con dibxido de azufre,el cual no remueve la lignina
pero incrementa marcadamente la digestibilidad.

Alcohblisis de la lignina coan metancl o etanol usando pequefias cantida-
des de ac, clorhidrico, sulfirico o fosfdrico,

rxtraccion de la lignina con acetona,dioxano u otros solvent:s orglinicos
en presencia de los mismos icidos.

Lisis de la lignina bajo condiciones de acides dsbiles.,

Pulpeo hidrotrépico con sales como benzoato dz sodio o sulfonato de
4

xileno.
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Pulpeo con ac, nitrico,

Pulpeo con oxigeno y 4lcali en una sola etapa,

Con respecto al empleo de los Acidos es posible decir que existen limi-
tantes en lo que se refiere a st uso ya que ademéis de resultar costose,
el material tiene que ser lavado y neutralizado posteriormente,lo que oca
sionz pérdida del material y da lugar a problemas asociados con la dispo-

sicitn del desecho como a efectos de toxicidad,

Tratamientos fIsicos,

Lz velocidad de hidrblisis de la celulosa esti en funci6n del drea de
superficie accesible a la enzima,Reduciendo la talla de partfcula se puede
expoaer mayor superficie para el ataque por las enzimas, -

La celulosa molida y calentada pierde su caricter cristalinc natural -
casi completamente y se logra aumentar la susceptibilidad al ataque en-
zimético, (Katz y Reese, 1968), Una explicacidn de este efecto es que ray
una superficie de exposicidén mayor debido al efecto de molido, al mismo
tiempo gue se produce un efecto combinado con los cambios oxidativos -
producidos por el calentamiento con lo cual se logra un aumento en la velo
cidad de hidrataciSn del sustrate asociada con el incremento en su solu-
bilidad {Ghose, 1969),Han y Callihan (1974) estudiaron el efecto del tamafio
de particula sobre la digestién del bagazo de cafla y encontrarcn que cuzf
do el ramafio de particula fué reducido debajo de 60 meallagla digestibilidad
aumentaba notablemente pero concluyen que el molido no resilta econf-

micamente préictico para la produccién a gran escala,

El molido es efectivo para sustratos altamente cristalinos y bastante 1ig-

nificados siempre y cuando el tamafio de particula sea lo suficientemen:=
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adecuade.Pero el inconveniente de este procesc radica en gue utiliza mu-
cha energia ¥ por lo mismo es muy costeso.

Ahora bien, el efecto de la temperatura también ha sido estudiado a este
respectosel simple calentamiento de la celulosa a 200°C utilizando kercseno
o aire seco aumenta también la velocidad de hidrdlisis de los materiales
celuldsicos.Pero considerande que es necesario un pericdo de calemamiento
de cuando menos 30 hrs para lograr un aumento de velocidad de hidroélisis
de alrededor de 35% y una produccitn de azlicares incrementada sélo un
25%, el ratamiento térmico deja de ser interesante para fines comerciales.

La radiacibn es otra clase de pretratamiento que se ha pensado podria
ser empleado, rompe las moléculas de polisacérido, sin embargo a dosis
alias ocasiona que los costos seeleven més para su posible aplicacidn in-
dustrial {(Millet, et al 1975), ya que la velocidad de hidr6iisis de celulosas
altamente resistentes a la misma se incrementa marcadamente mediante
reacciones arriba de 107 roentgens, 1o que implica un costo cercano a
150 ddlares por tonelada de sustrato,

Tratamientos microbiolégicos y/0 enzimditicos.

La delignificacitn biol6gica de la celulosa,es una posibilidad interesante
de realizar;se han hecho intentos por este medio con el fin de descomponer
la lignina e incrementar la digestibilidad del material pero los resulwadcs
obtenidos no han sido convincentes (Kirk vy Moore,1972:Han, et al 1975 Ei.

En la naturaleza,la madera es descompuesta por los hongos llamados
de la pudriciton de la madera, pertenecen a la familia de los Basidiomiczos.

Sobre la secuencia exacta de las reacciones necesarias para la solubi-

lizacion y /o depolimerizacion, s6lo se conoce algo al respecto;perc -
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estudios recientes indican que la degradacion llevada a cabo por los hon-
gos de la descomposicion de la madera implica tanto oxidacidén de las ca-
denas laterales como un rompimiento oxidativo del niicleo aromético del -
polimero.

Sin embargo, un pretratamiento natural conocido,es el realizado durante
la formacibn y descomposicion de la turba.la lents, pero natural descompo
sicién de este material, hace que la celulosa y hemicelulosa se vuelvan més
susceptibles & la accidn de la hidrOlisis enzimdérica sin que sea realizado
pretratamiento algunc.En este caso, los factores econdmicos dependen de -
dos elementos opuestos y2 gue la descomposcién de la turba hace que la -
hidrolisis sea ficil de rea’izar pero también ocasiona una pérdida de ce-

lulosa y hemicelulosa.



TABLA &

METODQS DE PRETRATAMIENTO UTILIZADOS PARA AUMENTAR

LA SUSCEPTIBILIDAD ENZIMATICA DE MATERIALES CELULOSICOS.

TIPO

VENTAJAS

DESVENTAJAS.

FISICO:
Molino de martillos.
Molino coloidal.
Holino de bolas.
Molino de reodiilos.

Poco costaso.

Mejor manejo.

Efectivo.

5e logra alta
concentracidn en
las suspensicnes.

No es efectivo.

Gasto de energfia intenso.
Costosa.

EXPLOSICN DE VAPOR.

220~-240°C

600 1bs/psi?

Efectiva y
poco costosa.

Se logran bajas concentraciones
en las suspensiones.

Ho es efectiva para maderas
blandas.

HINCHAMIENTO EN ALCALI. Moderadamente Bajas concentraciones en las
(NaoH) efectivo y poco suspensiones.
costoso. Se debe lavar a neutralidad.
DELIGNIFICACION:
Pulpeo Quimico. Moderadamente Costoso,baja concentracién
efectivo. en las suspensiones.

Bioldgica.

Ahorro de enzima
y espacio en el reactor.

Contribuye a la polucién.

Lenta.

DISOLUCION Y PRECIPITACION:
flidracina.
Tartrato férrico.

Sosa. A
Cupxoamonio.
fcido concentrado.

Efectivo.

Baja concentracién en las
suspensiones.Costoso.Dificultad
de manejo.Polucidn.
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Obtencidn de cepas hiperproductora: i2 celulasas por mutagénesis

Mediante la obtencidr Z2 cepas mutantes se ha logrado incremenzar la
actividad de celulasa, los reportes existentes sobre la produccidon de mu-
tantes productoras de celilasas en las que se ha logrado incrementar la

secresidn de enzima han sido en Neurospora crassa y Trichoderma viride

(Myers, et al 1966 y Mandzls, 1971) .

Neurospora crassa pos22 un gene regulatorio para la actividad hacia ce-

lobiosa y CMC (Myers, 1366) que es distinto del gene regulatorio para la
actividad de beta-glucosiiasa aunque se encuentran presentes los tres tipos

de actividades en la cepa original (Jurasek, 1967). .En el caso €e T. viride

los incrementos iniciales logrados en la produccibfn enzimética fueron lo-
grados optimizando las coadiciones del cultivo (Reese, 1969), pero incremen-:
fos posteriores se consig:iieron con la obtencién de mutantes a partir de -

la cepa original QMb6a (Afandels,1971) mediante irradiacién de conidias con
un acelerador lineal desiznidndose a la cepa obtenida como QM 9123 la cual
produjo el doble de activifad en comparacidn a la cepa original.Un poste-
rior tratamiento de esta cepa di6 lugar a otra mutante,la QM 9414 con nive
les de produccidn enzimé&rica mucho més altos.(Mandels, 1971, 1972). Esta mu
tante posee ademés la cagacidad de producir altos niveles de protefma la cual
es rdpidamente excretadz al medio de cultivo.En la tabla 7 es posible cb~

servar la procedencia d= todas las cepas de Trichoderma viride.

Ahora bien, la sintesis Iz las celulasas es controlada por un mecanismo
de induccibn y represida catabdlica,las celulasas sen un compleje inducible

de enzimas en Trichoderra viride (Nisizawa, et al 1971;Mandels, 1557;Mandels

vy Reese, 1959), pero ha siis reportada como congtitutiva en Pseudcmconas -
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fluocressns (Suzuki, 2775},
Ia rzzln de que sOlo tres a ¢cu=r0 veces hava sido posible incrementar

la simesis de celulasas en el casz de Trichoderma viride puede ser um in

dice de Iz caremcigz <= un sistems Ze induccidrn para las celulasas (Stenberg,
1975:Mzandels, et al 1971).0Otra razta podria ser l2 cantidad de proteina en-
zimé&tica necesaria pere 12 realizzzidn de la hidrolisis de la celulosa.los
microorganismos hiperjroductores secretan alrededor de 2 mg/ml de pro-
teina {Nisizawa, et al 1972) lo cuat es un criteric suficiente para eliminar

la posibilidad de que &sta sea aumentada varias veces.

La celulosa es convertida princizaimente a cefobiosa y glucosa durante
la hidrOlisis enzimérica:por lo que !z celobiosa estimula la produccién de
celulasas si el crecimiento del homio se encuentra restringido por el cul-
tivo bajo condiciones subdptimas (Mandels y Reese,1959) por lo que ha sido
asumido gue la celobiosa es en algumos casos el inductor natural para la
sintesis de la celul«sa.Pero,el inductor més eficiente hasta ahora conocido
es la soforesa.

La soforosa, no es un producto de I1a degradacitn de la hidrSlisis enzima-
tica por 1o gue nO representa un irfictor natural va que de otra forms cde-
beria de ser sintetizzdo durante Iz fzse de induccidn.

Las mutantes obtenidas con T. viride son representativas de un grupo
de mutantes en las cuales las caracreristicas fisioldgicas en cultivo suner-
gido no son paralelas @ las obtenidzs en placas de agar (Montnecourt ¥
Eveleig, 1679).La cepz mutante NG 14 es sOlo parcialmente resistente 2
represion catabllica,la cepa C 30 aisizda por mutazénesis de 1a NG 14 et
Tesistenie « represion catapbiica y oroduce casi 2 mismé actividad en oo

-

pel filro en presencia Ze glicerol o 7% como cu3ando es crecida Gnicam.c~ie
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sobre celulosa.Es resistente a represion catabllica hasta concentraciones

de S% de glucosa.Ambas cepas,la C 30 y la NG 14 muestran un incremento
de alrededor de 15 a 20 veces en 1a actividad celulolitica si son comparadas
con la cepa salvaje (Andreotti,1980) de igual forma producen alrededer de
20 mg/ml de proteina extracelular.

Stenberg (1975) esmablece cuales podrian ser los criterios a seguir en el
caso de la realizacion de estudios sobre mutagénesis : Seleccidn de mutantes
controladas, tales como las que podrian estar presentes en productores c¢ons
titutivos de celulasas.

Mutantes que reduzcan al minimo la produccion de otras proteinas que
no sean celulasa, permitiendo mayor cantidad de prescursores proteicos para
la produccibn de estas enzimas.

Mutantes que hiperproduzcan algin componente del sistema celulasa ex es-
pecial, con lo que podria obtenerse posteriormente un complejo enzimético -

mds activo por la mezcla de diferentes filtrados de cultivo.



TABLA 7

Trichoderma reesei

{ QM 6a !
celeradc‘»r linear uv
QM ixzs 1969 1576
|
celerador linear Nitrosoguanidina
QM £414 1971 | | NG14} 1977
abicidina-UV L!V
1977 C30] 1973

1977 caoT] 1975

Procedencia genética de las mutantes celuloliticas de T. reesei,in-

dicando el afio de su aislamiento.

Ref. Montenecourt, B. S, and Eveleigh, D. E. (1979)
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Aplicaciones de las celulasas,

Aungue son varias las posibles aplicaciones de las celulasas,aln no
existe un mercado minimo en comparacién a otras enzimas.pero la -
mavoria de éstas seria en areas alimenticias y farmacefticas. por lo
que las aplicaciozes de las celulasas pueden ser divididas en dos cla-
ges:

a) El uso directoc en procesamiento de alimentos o en preparaciones
alimenticias para animales, en procesos farmacefiticos y también en el
coatrol de la polucidn.

b) Hidrblisis de la celulosa para tener sustratos disponibles para o-
tras fermentaciones con lo cual serfa posible obtener una gran varie-

dad de productos (Gaden, 1976).

Por lo general algunos usos mencionados para las celulasas se vie-
nen aplicando en Jap0n, los otros usos potenciales atGn no son aplicables

ya quie a la fecha no resultan econdmicos,

Dentro de las posibles aplicaciones potenciales de las celulasas y las
que se les dan actualmente se pucden mencionar:

Procesamiento d= alimentos:

Aumentar digestibilidad,
__Produccién de vegetales unicelulares.
— Extraccidon de aceites, jugos, proteinas y saborizantes de frutas y ve-

getales,
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__Remover Ia cubierta de la semilla del frijol de soya.
__Recuperacitn del agar.
__Tratamiento de los granos de arroz para produccién de sake.
__Para lograr mayor solubilizacion de las materias primas en la elabora-
cibn de cerveza,
Alimentos Animales:
__Aumentar la digestibilidad del forraje,

__Procesamiento de los residuos de 1a madera como alimento,

Farmaceifiticos:
__Ayuda digestiva,
__Eliminacibn de fibras indeseables.

Control de la Polucita;
__Digestion de residuos de excresién en fosas sépticas y drenaje.

__Disminuci6én de los desechos s6lidos en los depGsitos municipales,

Fermentacidn;
__Produccidn de azficares solubles para la sintesis de metano, etanol, glice-

rol, ac, ecftrico, ac. licrico, vitaminas, antibibticos, protefna unicelular, etc.

Celulasas Comerciales,

esde 1961, se producen industrialinente preparaciones enzimiticas a par-
ir de T. viride y A. niger.De las dos, s6lo la celulasa de Aspergillus es-
t4 aprobada para fines de elaboracién de alimentos.
La celulasa de A. niger contiene sSlo pequeilas cantidades de exoglucanasa
ya que en su mayoria esti compuesta de sndoglucanasas que tiemen la pro-

piedad de reducir rapidamente la viscosidad de gomas de celulcsa soluble,



-71-
Esto aywda enr <l incremento Jde las velocidades de filtracidn cuando son
procesados diferentes materiales de origen vegetal,

L.a celulasa de T, viride ha encontrado aplicaciones en la industria pro-

cesadora de desperdicios, aquf formas altamente ordenadas de celulosa pue-
den ser reducidas a azcares simples para ser utiliados por los microorga
nismos presentes en los mismeos,

I.as principales compaiifas manufactureras de celulasas son: Kinki Yakuit
Co Ltd, Nishinomiya factory, la cual produce la celulasa Onozuka a partir
de T, viride v la PAN-celasa BR también a patir de este microorganismo
que es utilizada para la elaboracidn de sake;Agent Zennion Seikagaku Co
Ltd, Nishinomiya factory,que produce Macerozyine s partir de Rhizopis spy
eiji Seika Kaisha Lod que produce la llamada Meicelasa a partir de -
T. viride para usas farmaceGdcos,Ueda Chem Ind Co Ltd que produce ia
Cellosina a partir de A, niger que tiene diversos usos, {Toyama,1970).

En los Estados Unidos de Norteamérica, Rohm & Hass Co, que produce c2
lulasa a partir de T. viride,con fines farmacefticos;Miles Laboratories -
que produce una enzima bastante pura utilizando T, viride,esta enzima es
el principal componente de una celulasa industrial desarrollada por Meilji~
sika Kaishna Ltd (Faith W,T,,et al 1971)

1.as compaiifas alemanas Rohm & Hass, Boenieger Manheim producen celu-
lasas para uso farmaceftico v mejoramiento de alimentos.De hecho han I=-
sarroHado un proceso basado eu la geparacién de células por accién enz~
matica para producir pureé de zanahoria casi libre de fibras.

En ¢l reino Unido la compafifa ABM Ltd produce celulasas con fines fzr-

macegticos, (Faith, 1971),
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El bagacillo de cafia de azGcar como modelo d2 material celuldsico,

Loos materiales celuldsicos son sintetizados en Ia naturaleza & razdn
de 70 X 10? toneladas anualmente {Reese, et al 1972).La suma de la
caatidad de los materiales fibrosos de las plantas en el mundo es muy
alta encontrandose entre los mds importantes el bagazo de cafia y algu
nas pajas,que corresponden a la clasificacida de residuos agricolas.En
la tabla 8,es posible apreciar la disponibilidad d= tales materiales.

Stlamente en México,durante 1981 se produjeroa 10 097.7 mﬂes‘de -
toneladas de bagazo procedente de la extraccidén de azGcar coz un 35,27
de caiia molida (SPF, 1982). Aungue el bagazo se ha utilizade en la pro-
duccitn de energia v de pulpa de celulosa, el bagacillo en general es sub
utilizado, en el acondicionamiento de la fibra de bagazo para obtener pul
pa ,se producen aproximé.damente 80 000 toncladas anuales de bagacillo.

Los uscs que se le han dado al bagazo de cafia ‘en nuestro Pafs,son -
entre otros: a) Elaboracidon de papel,en el cual particpasodlo la fibra -
qae es de mayor mmaifio de particula que la mé&dula,

b) Obtencién de furfural : parte del bagacillo es sometido a un proce-
so &cido para la obtencibn de furiural,el cual es un producto de los pzniz
sanos que forman la hemiceluloza.

c) ©lomo combustible : produciendo la tercera parte de enzrgfa,en coT-
paracifn con el aceite, teniéndoss gue hacer use de hornos especiales,Ez-
te es el uso que a 12 mayor parie del bagazo gie se produce en un 'inzz-
nio se le da.

d) Forraje : mezclado con melazas,
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e) Usos diversos : obtencibn de alfa-celulosa, pldsticos y como acondicio

nador de suelos,

Dentro de los prod.ctos derivados de 1a fibra de bagazo figuran: la pas-
ta de papel, tabla prensada y aislante,cartba y papel para corrugar asi co_
mo el furfural.De hecho, s6le el 10 del bagazo producido es usado comer
cialmente, el resto se quema como combustible en los hornos de los inge-
nios segln. sea la eficiencia térmica de cada uno en particular,pero el -
promedio es de un 70% del bagazo el que se quema.Es importante resal
tar que los objetivos perseguidos en la moliendz de la cafia ademis de la
extraccidn de la mavor cantidad de sacarosa, otro es entregar del Gltimo
molido, bagazo tan seco que pueda ser quemado eficientemente en las cal-
deras del ingenio (UNPASA, 1978).Pero este usg, resulta muy poco eficien-
te puesto que una libra de bagazo produce generalmente 2.4 lbs de vapor
a la presidn usual de las fibras de azficar.Una libra de petrSlec para -
quemar, puede producir 14 lbs de vapor en condiciones eficientes de fun-
cionamienito de las calderas,Se puede decir que una tonelada de bagazo
de cafia molido coa un 40 de humedad es equivalefxze como combustible
a 0,18 toneladas de aceite combustible,a 0.15 toneladas de gas natural
o a 0.55 toneladas de madera seca.El valor calorifico del bagazo es en
promedio de 2 340 Kcal/Kg en el caso del valor calorifico grueso y de
1 920 K cal/Kg para valor calorifico neto resultando esta Gltima la mds
real del poder de calentamiento del combustible considerado,Si se comi-

para este poder de calentamiento del bagazo con otros combustibles {ta

bla 9) se puede observar que es de los m4s bajos,
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SREIL SN

Dhisponibilidad Estimada de materiales celuisicos de plantas
fibrosas, (no maderables).

MATERIAL DE DESECHO DISPONIBILIDAD POTENCIAL EN
EL MUNDO DE ACUERDO A LCS
METODOS DE RECOLECCION AC-
TUALES, (1000 Tons. métricas),

Bagazo de cafia 55 00O
Diferentes tipos de paja 88 500
{trigo, arroz, ic)
Fibras duras 6 099
(jute, kenaf, arroz, etc)
Fibras de hojas 904
(sisal, abaca, etc)
Junco. 30 000
Fibras de algoddn, 13 500.

Ref, Virkola, N-E.(1975)



Tabla 9, Valcres calorfficos 3= diversos tipos de combustibies,

TIPO DE COMBUSTIBLE

Aceite combustible

Gas natural

Madera (307, de humedad)
Madera (159 de humedad)

Bagazo de caifa

VALCR CALORIFICO
GRUESOC
(Kcal/Kg)

10 000
12 250
3 225
3 990

2 340

VALOR CALORIFICO
NETO
(Kcal/Kg)

9 300
11 200
2 800
3 600

1 920
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Por lo mismo y dado gue el consumo de materias Hbrosas como el baga-
z0 de cafia en nuestro Fais fué de 377 000 toneladas métricas en 1982 v
se estimaba que para 1983 serfa de 404 000 toneladas métricas 1o cual -
representa tan sblo un 13,27 del total producido (SFZ,1982) se podria pei
sar en darle otros usos més eficientes el bagacillo <2 cafia, entre los que
podria figurar la produccidon de celulasas,Se han mencionado la disponibi-
lidad, la biodegradabilidad, el uso no efieciente,la no toxicidad y el contenido
de celulosa aprovechable entre las caracteristicas principales que deben de:
ser satisfechas para que un sustrato pueda ser viable de utilizacifa (Moo-
Young, 1976; Humprey, 1974), Todas estas caracteristicas se presentan en el
bagacillo de cafia de azfcar,por esta razodn se pensd gue este deszcho -
agroindustrial podria funcionar como un modelo de material celuldsico tan
to para la produccidon de enzimas celuloliticas asi como para su posterior
empleo como sustrato de una reaccidon de sacarificacidn con las enzimas -

obtenidas a partir del mismo.



MATERIALES Y METODCS

Reactivos:

Celulosa microcristalina, 4cido 8,3 dinitrosalicilico, urea, MgSO .7H O
4 2

(E. Merck, Alemania); carboximetilcelulosa, papel filtto No. 1(Whatman

Biochemicals LTD, Inglaterra);reactivo de Folin Cicolteau, albimina séri-

ca bovina (Sigma Chemical Co., E, U. A, );KHoFPOy, KoHPOy, (NHy) SOy,
C aClz - H,0, MnSO 4 4H,0, CoClz. 6H20: ZRCIZ. FeSO & NaOH, N32C°3’ dex-~
trosa, tartrato de sodio y potasio, fenol, metabisulfito de sodio, citrato

de sodio, 4cido tricloracético, etamol (J. Baker,S.A. de C.V., Mé&xico);

proteosa peptona, bacto peptona, extracto de levadura, agar (Difco, EUA).

Bagacillo de cafia no tratado molido y tamizado con un tamaiio de parti-

cula de 0,249 mm.

Bagacillo de cafiz tratado (residuo después de ia obtencidn de furfural)

molido y tamizado con un tamaifio de particula de 0.249 mm.

Bagazo de henequén molido y tamizado con um tamafio de particula de

0.249 mm.

El bagacillo de cafia fue obtenido del ingenio azucarero “Emiliano Zapata”
de Zacatepec, Mcr. y el bagazo de henequén de una planta desfibradora

del municipio de Ixil, Yucatén,
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Medics de Culrive :

1) Medio completc :  Extracto de levadura ............ 1.0 ¢g
Glucosa .. .....cocvvn vennns .. 2.0¢
Peptona .....ovevee v iveiinneneas 2.0 g
Y . & ol 1.5 ¢g
Agua destilada ..... .cbp..... ... 100 ml.
El ph se z2justd a 3.3 v se esterilizd en autoclave 2 12 lbs de presion

y 115°C durante 30 min.
2) Medio de Sabouraud y papa dextrosa agar (PDA) de Difco (E.U.A.)

3) Medic A (Medio Basal) : Reportado por Mandels y Reese (1963)
contiene : KHyPOy - D.2§’§.,(NH4)2504'7H270 - 0.14%,MgS0,°7HyO - 0.037%
CaCl, - 0.03% y 1.0 m! de una solucibn acuosa de elementos traza que
contiene: CoCly 6HaO - 0.002%,17&504 - 0005%, MnSO4"4H,0 - 0.000177,
ZnCly - 0.0002%;celuiosa microcristalina o carboximetilcelulosa 0.75%, en

agua destilada, pH del medio 5.5

4) Medio B : Este medio de cultivo se utiliz6 para la evaluaci6n de la
produccitn de actividad celulolitica por las cepas preseleccionadas,es el
reportado para la produccion de celulasas por T. viride (Mandels y Weber,
1969) vy comtiene : prorteosa peptona - 0.075%, KHéPQ; = 0.2%,(NH4)} S04 -
0.14%, urea - 0.03%, MgSQO,-7H;0 - 0.03%, CaCly 0 - 0.03%, Tween 8C
0.2%,1.0 ml de una soluciébn de elementos traza similar a la del medic A

y 1.0 & de celulosa microcrismlina o bien de bagacillo de cafia no tratzdo,

en agua destilada, pH del medio 6.0
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Todos los medios de cultivo se esterilizaron Z0 minutos & una tempera-

tura de 121°C y a 2.5 atmbdsferas de presio6a.

Para el medio B los fosfatos fueron esterilizadcs por separado para evi
tar la precipitacidn de sales en el medio.la urea se esterilizb en un -

sistema millipore a través de una membrana estéril de .22 milimicras

de poro.

Microorganismos.

El culdvo de Aureobasidium sp. con el que v¥a se contabz se aisld en

nuestro laborarorio a partir de muestras de suelo de ingenic azucarero.

Las cepas de Trichoderma viride QMb6a y QM 9414 fueron obtenidas d=z

la ATCGC,E.U.A.

Los demis microorganismos fueron aislados a partir de muestras de

suelo de cafiaveral v de bagacillo de cafia en estado de descomposicifa.

Mantenimientc y preparacisa de los cultives.

Las cepas fueron mantenidas y propagadas inicialmente en medio Sabc-
raud (Difco) posteriormente dzbido a Que no fu& posible adguirirlo coa -
facilidad fué substitvido por el medio designado como medic completc
por €l medio de papa dextrosa agar (PDA) para lz preparacida del infc.-
10 de ios matraces de produccidn, En esia Gltimo la cantidad @z espora:

obtenidas fué mayor gue con €l medio completo.
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Aislamiento.

Se llevaron a cabo dos etapas de aislamiento para tratar de obtener
hongos mesoOfilos gue aprovecharan ripidamente diversos tipos de celulo-
sa.

Para la primmera etapa se utilizd como sustrato el papel filtro ya que
es un tipo de material constituido en gran parte por celulosa cristalina
y es degradado Gnicamente por sistemas celuloliticos completos,lo cual
es un Indice bueno para efectuar la seleccibn de microorganismos celu-
loliticos verdaderos.

En la segunda ewapa se buscO contar con hongos que aprovecharan ré-
pidamente las porciones amorfas de la celulosa para lo cual se utilizd

como sustrato la carboximetilcelulosa.

Aislamientc de honigos mes6filecs con capacidad de degradar répidamen-

te celulosa de tipo cristalino.

Alrededor de un gramo de muestra de suelo de ‘ingenio y /o bagazo
de cafia de azGcar fueron suspendidos en 50 ml de agua destilada,la -
suspension resultanie después Jde ser agitada fué filtrada a través de una
gaza y con S5 ml del filtrado obtenido fueron inoculados varios matraces
Erlemnmeyer con S mil de medio A y celulosa microcristalina como (nica
fuente de carbono, los cuales fueron incubados a 29°C a uma agitacion
de 180 rpm.También fueron inoculados en forma sibnilar otros matraces
con 0.5 g de muestrz la cual fué previamente remojada sin filtrar, los
cuales fueron tratados posteriormente de igual forma que los inoculados

con filtrado,. De cada matraz en incubacidn se tomaron alicuotas de 1 ml
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cada 24 horas,las cuzales fueron incculadas a tubes Je ensaye coa 5 mi de
medio A empleando como fuente de carbono tiras de papel filtro Whatman
No, 1l,para lo cual a los tubos se les sustituyd el tapdn de plastico por -
otro de gaza y algoddn al cual se le adaptd la tira de papel filtro de tal
forma que su extremo terminal estuviese sumergido en el medio.Los tu-
bos asf inoculados se imcubaron a la misma temperatura que los matra-
ces, coa agitacidn pero inclinados,De los tubos donde se observd disgre-
gacidn o desmenuzamientoc del papel filiro y crecimiento de micelio en

la zona de interfase liquido-aire,después de tres dias de incubacion fué
tomada una alicuota de 0.2 ml que se distribuyd uniformemente en placas
con medio Sabouraud a fin de obtener colonias aisladas de los hongos Gue
hubieran crecido en este medio.Los tubos en los que se detectaba la apa-
ricion de colonias brillanies lustrosas que pudieran indicar crecimiento
bacteriano eran descartados,

Las coloitias obtenidas, se volvieron a inocular a tubos con medio A ¥
tiras de papel filtro para asegurar de esta manera gque las aisladas ez
esta primera fase presentaban actividad celulolftica,Mediante resiembras
sucesivas de tubo a placa y viceversa se lograron obtener 30 hongos par
cialmente puros ya que en algunos casos existfa una asociacién muy ez-
trecha entre los mismos, para lo cual se realizd una purificacidn por el
método de dilucidn terminal y una vez lograda,las colonias purificadas
fueron probadas de nuevo en sistemas iguales de rubo con medio A v ©-
ras de papel filtro para seleccionar aquellas que mostraran mayor dis-
gregacion del papel filtro en tiempos m&%s cortos, pudiéndose de esta for-

ma contar c¢on 10 cepas las cuales fusren probadas para la produccidz
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slulasas extracelilares en el medio B con celulosa microcristalina

W
0
P

d
como fuente de carbono midiéndose la actividad celulolitica en los filtra-
dos libres de células y posteriormente medir también la produccitn de

actividad celulolitica pero utilizando bagacillo de cafi como fuente de car-

boao,

Aislamiento de hongos meso6filos que degraden rdpidamente carboxi-

metilcelulosa,

Se efectud una suspension de 1 g de las muestras de bagazo de cana
no tratado y de bagazo de cafia después de la obtencién de furfural en
50 ml de agua destilada dejando que se humedecieran durante 2 hrs, se
homogeneizd la misma antes de filtrarla utilizando para tal fin un peda
zo de gaza para cada muestra por separado.

El filtrado se urilizd para inocular matraces con medio A y carboxime-
tilcelulosa al 0,75%.El inoculo fué de 5 mi de filtrado para 50 ml de -
medio.Una vez inoculados en condiciones de esterilidad se incubaron a
29°C con agitacion de 180 rpm durante un2 semana.Cada 24 horas des
pués de haber sido inoculados se tomaron muestras de 1 mi con los
cuales se inocularon tubos con medio A y carboximetilcelulosa al 1.0%
con el fin de ir seleccionando paulativamente los microorganismos que
crecieran en el mismo,

De aquellos tibos en los que el creciemiento de micelic era bastante
notorio se tomaba una alfcuota de 1 ml para inocularla de nuevo en mz
dio fresco para coatinuar con la seleccion en forma natural por la t&c-

nica de cultivo de enriquecimiento, El tiempo que se establccié para tal
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fin de tres dias paraz tsner desarrcllio y cinco dias como méiximo,.

A partr de aquellos tvbos seleccionados por crecimiento abundante en
el lapso“de tiempo considerado, se tomaba de nueve una alicuota de 0.1
a 0.2 ml la cual era sembrada en placas de Petri con medio A con CMC
al 1.0% y¥ agar - 0.637.Para evitar que la CMC se sedimentara, el medio
salido de la autoclave se dejaba enfriar a temperatura ambiente antes de
vaciarlo en placas de FPeiri para su solidificacion.

Las placasasi inoculadas se incubaron a 29°C hasta la aparicion de cre
cimiento detectado a simple vista Io cual ocurria por 1o general en un -
lapso de 5 a 7 dias.

Fi crecimiento se manifestaba ciaramente por 12 aparicion de colonias
de hongos con filamentos ramificades alrededor de las cuales sobre fondo
oscuro era notorio un d&bil halo ¢ bien una ligera depresién en el agar-
celulosa.En las placas que aparecié crecimiento bacteriano asocjado con;
el de hongos Ginicamente fueron seleccionadas para su purificacion las co
lonias de é&stos Gltimos.

Las colonias seleccionadas ya fuera por mayor desarrollo o bien por
la diferenciacion en el halo de produccibtn fueron picadas con la porcion
de agar correspondiente y colocadas en un tubo con agua estéril a partir
del cual se hicieron diluciones seriadas.De las fGltimas diluciones efec-
tuadas se tomd una alicuota de 0.1 mi la cual fué sembrada en placas
de Petri con medio Sabouraud y & partir de las gue aparecié crecimiento
se efectud una seleccidn en base a las caracteristicas morfologicas colo-

niitles de los hongos aislados obteniéndose de est2 forma S cepas las cus-

les se probaron para [z produccitn de actividad enzimética inicialmente




Fig.5 Esquema del procedimiento uzilizado para =1 aislamiento de hoogos
mesdfilos productores de actividad celulollrica,
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en medio 8 y celulusa microcristaling como fucnte de carbono ¥ posie-

riormente una vez seleccionados los mejores productores medir la ac-

tividad producida pero ahora en bagacillo de cafia.

Produccitdn de celulasas,

a) Preparaci6a Jdel indculo: Para este fin,los cultivos seleccionados vy

las cepas de T. viride as{ como la de Aureobasidium sp. fueron pro-

pazados en tubos inclinados con medio de PDA los cuales eran incubados
a 29°C durante 72 hrs, tiempo necesario para la esporulacién ya que a
partir de 1a misma se efecuaba una suspensidn con una porcidn de los
10 ml de medio 3 contenidos en el tubo de ensayo los cuales postericr
mente eran incubados a 29°C y una agitacidn de 180 rpm durante 72 hrs
después de las cuales eran vaciados al matraz de produccién.En el ca-
so de los cultivos que se caracterizaban por esporular sin presentar
un desarrollo micelial abundante, se realizaba la suspensidn raspandc el

micelio con una lanceta,

b) Produccidn de la enzima : Para la realizacidn de esta etapa,erap i-

"

noculados matraces de 250 ml con 90 ml de medio de cultive B con LT
ml del medio de los tubos de cultiyo: preparados come se describis az-
teriormente y eran puestos en incubacida a 29°C con una agitacion de -
180 rpm durante 10 dias siguiendo en el transcursc de los mismos =0

perfil de produccidn de las celulasas asf como la proteina extracelulzr

prasente y la variacion del pH en el medio de cultivo.
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¢) Obtencida de los filtrados: A diferentes tiempos de fermentacida, has-

ta completar un méximo de 240 hrs, se tomaron muestras de 5.0 ml elimi
nindose células y solidos en suspensién por centrifugacion a 3000 rpm du
rante 10 minutos o bien filtrando la muestra proveniente del medio de cul
tivo a través de un filtro Swinex-25 millipore utilizando una membrana ti-
po HA de 0.45 milimicras de poro empleando una jeringa de plastico para
contener la muestra efectuando el desplazamiento del &émbolo lentamente -
para evitar la formacidn de espuma en el filtrado resultante,

A los filtrados obtenidos por cualguiera de las dos formas se les agre-
gb azida de sodio o merthiplatepara evitar contaminacidn bacteriana y
fueron almacenados a 4°C sin que existiera pérdida notable de la acrividad.

La determinacidon de las diferentes actividades enzimdticas, asi como la
variacion del pd con respecto al tiempo de produccidén y la proteina extra

celular se realizaba cou estos filtrados o bien con ¢l sobrenadante,

Determinacidon de las actividades enziméticas,

a) Actividad celulolitica tol : Se determinb por el método reporiado por

Mandels (1976) el cual consiste en Ia cuantificacidn de los azfcares reducto
res producidos por la accibén de las celulasas sobre 50 mg de papel filtro
como sustrato de la enzima.Su utilidad se debe a que se trata de una ce-
lulosa organizada coxn la cual es posible manifestar la presencia de cndo-
glucanasas y exo-glucanasas del sistema celulasa,asi como la eficiencia -
hidrolitica de estas enzimas (Bailey, 1932),El sistema de reaccida estuvo

compuesto por 30 mg dz2 papel filtro Whatman Neo 1 (tiras de 1 X 6 cm)
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! ml de amortigeador de citratos 0.075 M,pH 4.8 y 0.5 mi de ia prepa-
racida enzimartica.Después de incubar 1 hr a S0°C se detuvd la reaccién
adiciondndole 3.0 ml del reacrivo de DNS;se calentd a ebullicidn en bafic
coda agua por 3 minutos, se dejé enfriar a temperatura ambiente y poste-
riormente se completd a un volumen de 20 ml con agua destilada y se le
y0 densidad gptica en un colorfmetro Spectronic 20 (Bausch & Lomb),Lza

cantidad de azGcares reductores fué calculada utilizando una curva estfm-
dar utilizando glucosa como solucidon patrén,la cual es linear hasta una

concentracidn de 1.5 mg (Miller, 1959), (Figura 8).

b) Actividad celulolitica sobre carboximertilcelulosa: Para la caracteriza-

cidn de los filtrados celulolfticos de los bhoagos aislados en este material
asi como para poder establecer diferencias en la capacidad de degradar -
varios tipos de celulosa por los demé4s, también se montaron las condicio-
nes de. ensayo de actividad sobre CMC que es un tipo de celulosa soluble.

Para encoatrar la concentracién 6ptima para la realizacitn del ensayo, se

midid la actividad de un filtrado de la cepa Trichoderma viride QM 9414

utilizéndo diferentes concentraciones de CMC con ¢l fin de obtener ague-
lla en ia cual la 2nzima actuara a su velocidad méxima.
Las concentracioaes de CMC empleadas fueron 3, 10, 15, 20, 25,50,75 ¥y
100 mg/ml, efectudndose la suspensida en buffer citratos 0,075 M,pH 4.8,
El sistema para medir actividad etaba compuesto por 0.5 ml del filtra-
do,l ml de la suspensidn en buffer citratos de acucsrdo a la cantdad re-
querida de CMC,incusando 1 hr a 30°C. ‘

La aciividad obtenida fué reportada como la concentracidn de azicares
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reductores (mg) por ml de filtrado en unz hora de reaccids, tomando @
la glucosa como estidndar,

De los resultados obtenidos presentados en la gréfica respectiva, se -
pudo establecer que la concentracidn con la gqae se llega a la Vmax, fus
la de 75 mg/ml de CMC por lo qie €sta fué la utilizada en todos los en
sayos coa este sustrato para los demés filirados.Por 1o que el sistema -
de reaccidn para esta determinacidn se encuentra compuesto por 1 ml de
la suspensida de CMC al 7.5% en amortiguador de citratos 0,075 M,pH -
4.8 v 0.5 ml del filtrado respectivo.El sistema era tambi&n incubado du-
rante 1 hr a 50°C y los azGicares reductores producidos cuantificados por
el mérodo de DNS descrito.En todos los ensayos se incluyeron blancos d=
enzima sin sustrato y de sustrato sin enzima.

La actividad celulolitica en ambos casos fuZ reportada como la cantidad

de azficares reductores (mg) producidos por ml de fiitrado por hora.
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Hy. d Diagrama ilustrativo sobre el ensayo de papel filtro para la
Jdeterminacida de la actividad celulolitica,de acusrdo a Mandzls (1576)
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Preparacion del reactivo d2 DNS.

Este reactivo contiene:

NaOH .iecrsecvencesnrosaesees 1ed F
dcido 3,5-dinitrosalicilico ....0e...0.75 G
Tartrato doble de sodio y potasio ..21.6 &

Fenol ciceeieceecnessononnceans 0.586 F

Metabisulfito de so0dio ..oicenses 0.59 E.

Se adiciona cada compuesto en el orden indicado en agua destilada, uaz

vez disueltos completamente se afora y se guarda en frasco Ambar.

Determinacidn de Proteina.

En el caso de la proteina extracelular la determinacidn se realizd toman-
do alicuotas del filtrado entre 0.2 y 6.5 ml v se siguid una medicida del

método de Lowry (1956) parz la cuaatificacidn utilizando como estindar una

solucida de alblimina sérica bovina,

1.a determinacibdn consiste en el desarrcllo de la siguiente it&cnica:
Se preparan las siguientes soluciones:

A) CuSO4*SH9O al 1% en agua destilada.

B) Tartrato de sodio y potasio al 27 en agua destilida.

C) Carbonato de Sodio al 29 en NaOH C.1 N,

D)y 1A+1B=1D.

E) 1D+50C=1E,

Reactivo d2 Folin Cicolteau diluido 1 : 1 en agua Jestilada,

Solucida estdndar de albiimina sérica bovina S00 microgramos/ml.
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Ias soluciones D,E y el reactivo. de Folin-Cicolteau se preparan en el

momento de urilizarse.

Técnica:

1} Colecar en un tubo una alicuota de 0.2 ml de la solucién en la que
se hard la valoracion de proteina.

2) Llevar 2 1 ml de volumen final con agua destilada.

3) Adicionar 5 ml del reactivo E y agitar vigorosamente.

4) Dejar reposar a temperatura ambiente durante 10 mimutos.

5} Agregar 0.5 ml del reactivo de Folin y agitar.

6) Dejar reposar a temperatura ambiente durante 30 mimtos.

7) Leer absorvancia a 590 nm compardndola contra una curva estindar

de alb{mina sérica bovina.
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Reacciones de sacarificacida.

Se realizaron dos tipos de sacarificaciones, una a tiempos corios de reac-
cidn utilizando sustratos puros como la celulosa microcristalina,la carboxi
metilcelulosa vy el papel filtro;la otra en tiempos largos d2 reaccidn,en la
cual se incluyeron ademds otros materiales celuldsicos como el bagazo de
henequén y bagacillo de caiia de dos tipos, el denominado zrarado (que es-
residuo de la obtencidn de furfural) y el nativo o sea bagacillo de cafia sin

tratamiento quimico alguno.

a) Sacarificaidn a tiempos cortos de reaccidn: El sistema de reaccidz

coasistid para papel filtro de 50 mg de material, 1 ml de buffer citratos
0.075 M,pH 4.8 v 0.5 ml de filtrado;para carboximetilceluiosa de 1 mt dz
una suspensida al 7,5% en buffer citratos 0.075 M,pH 4.8 y 0,5 ml de I
trado y para la celulosa microcristalina se usaron 50 mg de coacentrazifn
o sea 1 ml de una suspensida al 5% en buffer citratos 0.075 M,pH 4.8 ¥
0,5 ml de filtrado.El filtrado utilizado fué el obtenido a los 10 dias de
fermentacién.La reaccidon fu€ realizada en tubos de ensayo a una temperz
tura de 50°C.L.os azficares reductores producidos en los intervaloes de
de.i5 min, 30 min, 1 hora,90 min y 2 hrs de reaccidn fueron determinaios

con reactivo de DNS.

b) Sacarificacidn de diversos materiales celulbdsicos a tiempos largos

de reaccibn: Para llevar a cabo esta reaccidn, el sistema coasistid de L g
en peso seco del material celuldsico,5 ml del filtrado producido a los

10 dfas de fermantacidon vy 10 ml de una solucion de buifer citratos .07 2 M
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pH 4.8 en matraces Erlemneyer de 125 mi con vma velocidad de agita-
ci6n de 150 rpm y una temperatura de incubacion de 50°C.Los matraces
fueron tapados con papel parafilm para evitar pérdidas por evaporacion
durante el transcurso de la sacarificacion.El tiempo de incubacion méa-
ximo fué de 48 hrs y durante este tiempo fueron sacadas muestras de

1 ml para ]a determinacibn de los aziticares reductores producidos por

el méwdo de DNS a las 6,12,24,36 v 48 hrs respectivamente.

Estabilidad de la enzima.

Se realiz6 un experimento para determinar la estabilidad de la actividad
celulolitica de los filirados incubando a 50°C durante 48 hrs cada fikrado.
Se determiné la actividad en papel filtro y carboximetilcelulosa presente
en cada filtrado a las 6,12,24,36 y 48 hrs para o cual se tomaron alicug
tas de 0.5 ml incluyéndose un blanco de reaccitén con filtrado fresco para
fines comparativos en las determinaciones de actividad enzimA&tica efectua-

das.
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RESULTADCS Y DISCUSION

Se inicié el trabajo con un programa extensivo de aislamiento de mi-
croorganismos,de ral forma que fuera posible seleccionar los mejores -
hongos productores de celulasas a partir de un depdsite donde abunda-
ran materiales con alto contenido de celulosa,como es el caso del baga
cillo de caifia de azficar,ya que este material reune las caracteristicas
que se consideran necesarias para su utilizaci6a biotecnoldgica en nuss-
tro Pafs,

De las muestras de suelo de cafiaveral y bagacillo de cafia fueron ais-
lados numerosos microorganismos celulolfticos, a partir de los cuales fue
ron preseleccionados inicialmente 10 hongos aislados sobre celulosa mi-
crocristalina como fusnte de carbono,en base a su mayor velocidad d= -
disgregacidn del papel filtro.Estas cepas fueron designadas coa la deno-
minaciéa TE-000 de acuerdo a un orden progresivo correspondiéndoles la
numeracida del 1 al 10 (TE-001 a TE-010),

Asimismo fueron preseleccionados también otros hongos diferentes, los
cuales fueron aisiados utilizando ahora como fuent2 de carbono a la car-
boximetilcelulosa (CMC),de acuerdo a 1a mayor velocidad de crecimiernio
gue presantaron en este material,A estas cepas, respetando 1a designacida
urilizada para las anteriores,les correspondié la numeracida del 11 at -
15 (TE-OL1 a TE-015).

Para realizar la seleccidn de estas cepas,fué necesario comparar [z
produccion de celulasas extracelulares con cepas de referancia como Iz

las de Trichoderma viride QM 6a y QM 9414 asi como con una cepa ==

Aureobasidium sp la cual fué previamente seleccionada y caracrerizadz
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en nuestro Iaboratorio ¥ gue fue aislada a partir de saelo de cafavaral.
En todos los casos se evalud la prodaccion de actividad celulolitica -
extracelular aulizando inicialmente celzlosa microcristalina y posterior
mente bagacillo dz cafia de azicar como fuentes de carbono cuantifican
dosz los azdcares redactores producidos por los filtrados obtenidos del
cultivo atilizando como sustratos de reaccida el papel filtro y la carbo
ximetilcelalosa con el fin de intentar establecer si existe mayor activi-
dad de algin componente en especial o definicidon de un tipo de actividad
hacia un material celaldsico en particalar. Por lo mismo, se considerd im
portante seguir el patroa de produccida de actividad sobre este altimo -
sustrato facil de degradar,ya que coatar con an indice de la actividad -
de endoglucanasa presente en el filtrado resulta coaveniente pussto que
los materiales celuldsicos principalmente los residios de tipo agricola
cuentan con porciones amorfas en las que se manifiesta este tipo de acti
vidad y la mayoria de los hongos aislados proviensn de un mat.erial de

este tipo.

Praoduccion de actividad celulolitica urilizando celulosa microcristalina

como fuente de carbono

La prodaccion de celulasas por los microurganismos capaces de reali-
zarla es lenta y dificil dz incrementar {Ghose, 1979),s2 ha intentado mgjo
rar la prodicciGa de actividad celulolitica por medio de la seleccion de
nuevas cepas, mutagénesis (Montenecourt, 1977; Bailey, 1981;Nevaleaznen,

1981),de cprimizacion de los medios dz cultivo y condiciones de fermen-

tacida (Mandels, 1976;Stenbery, 1979; Vilela, 1977),
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Por oiro tado, la produccisn de ceisizsas depends de I3 naturaleza de
la fuente de carbono atiliza3a en la =ladoracidn del medio de cuitivo -
por lo gque se decidid probar iniciakmente a la celulosa microcristalina
como suastrato de ferimentacida para r=alizar una evaluaciotn més apro-
piada de la actividal celulclitica exeracelular producida por los hoangos
preseleccionailos.

Los filtrados obtenidos d=i cultive d= las difereates cepas evaluadas
poseen cantidades variables de los diferentes compenentes del sistema
enzimatico de celulasas por este mcivo fué medida la acrividad presen
te tanto en papel filtro como en carboximetileelulosa durante los 10 dias
en los gus se siguid la produccion de actividad puesto que la hidrolisis
enzimdtica de la celulosa a glucosa,una de las finalidades de este traba
jo reqiiere la participacidn de cuando menos tres componentes del sis-
tema celulasas,los cuales son la esdoglucanasa, exoglucanasa y bera-gla
cosidasa (L.eena,et al 1981). También se midié la produccion de protei-
na extracelular y la variacidon del pH para conccer su influencia en la -
manifestacidon de dicha actividad,

Los resultados obtenides presentadss en las ﬁgur_as 9 a 2p,reflejan
que la variacidoa de la actividad obtexida es paralela a la secrecidads -
proteina extracelular y a variacion=s sigaificativas en el pH del medic de
produccidn, correspondiendo por lo g=zsral las mismas al tiempo de pro-
duccita de la maxima actividad celulclitica.Por lo mismo se puede con-
siderar gue la variacitn =n el pH dz=l medio,es significativa para la pro-
duccitn de esta actividad =fecto muyv noforic cuanic se2 ha egtudiado 3 -

Trichoderma viride ya que el pH o&ptimo para crecimiento es de alrede-

dor de 4.0 y el de produccidn enzimiarica de 3.0.abajo de este pH,las -
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celulasas son inactivadas y el crecimiento se detiene 2 valores menores
a 2.0 por lo que el control del pH en el rango de 3-4 es bastante impor
tante para lograr la méxima produccidn de enzima (Dewey, et al 1930).
Ahora bien,en lo que sz reflere a la acrividad obtenida se puede consi-
derar que las cepas gque produjeron alrededor de 2.0 mg de azlcares re-
ductores por ml de filtrado actuando sobre papel filtro es coasiderada co
mo buena ya que corresponde a un 4% de degradacibda de este sustratG 2n
las condiciones establecidas por Mandels (1976).Para evaluar la produccidn
de actividad sobre CMC se considerd <l lapso de tiempo al cual se logrd
obtener un méiximo de la misma coansiderdndose buenas aquellas cepas en
las que se producia a tiempos cortos de fermentacida aunque no imostraran
un nivel alto de actividad sobre papel filtro,Sin embargo, no todas las ce-
pas evaluadas inicialmente sobre esta fuente de carbono mostraron activi-
dad extracelular detectable,de esta primera evaluacidn fué posible descar-
tar las siguientes : TE-033, TE-003, TE-007, TE-009, TE-012 y TE-015.
Con regpacto 2l gradc de produccida de actividad sobre las cepas aisladas
v las de referencia se puede establecer que si bien ea todos los casos oo
fué posible igualar la actividad producida por la cepa de Trichoderma vi-
ride QM 9414 la cual fu& parecida a la reportada ea un trabajo de Man-
dels (1975),(3.7 mg az, red/ml filt, /hr);si se iguald o superd la activi-
dad producida por la cepa silvestre QM 6a lo cual es un punto bueno dz
tomarse en cuenta ya que :odas las cepas evaluadas no han sufrido ningu-
na manipalacida genética para lograr aumentar su actividad.,En lo que sz

refiere a 1a cepa de Aureshasidium sp el cual ya ha sido caracterizado

2u trabajos aneriores (Larios y Huitrfa, 1982) se pusca dzcir que esta -
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cepa resulta més eficiente para la produccién de actividad sobre papel
filtro en tiempos cortos de fermentacidn ya que a las 72 hrs de inéuba—
cidn se ha logrado obtener una actividad sobre papel fiitro de 2.25 mg
de az. red,/ml filt, /hr la cual -representa un 75% de la actividad pro-
ducida por T. viride obtenida en este trabajo (Larios y Huitrbn, 1982)-

al tiempo de méixima produccidén de Aureobasidium sp comportamiento

similar al obtenido en el desarrollo de este trabajo aungue después ds
este lapso de tiempo,la actividad producida por esta cepz no varia y
su perfil de produccida es semejante al de las demés.

En la tabla 10 se agruparcn las cepas seleccionadas de acuerdo a su
produccion de acrividad celulolitica en ambos tipos de sustratos,perc sz
bresalen de acuerdo a la actividad obtenida en este material las cepas
TE-001, TE-002, TE-004, TE-008 las cuales fueron capaces de producir
méis de 2.0 mg de az. red./ml filt. /hr a partir de papel filtro, aunqu=
1a actividad sobre carboximetilcelulosa es considerablemente maéas alr=,
lo que indica que la celulosa microcristalina es un buen inductor de a7

bos tipos de actividad,
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Produccidn de actividad celulolitica extracelular y variaciSn del pH
en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-001 en me-
dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbonoc.
(o) Actividad sobre papel filtro. (s) Actividad sobre CMC. (~-~,

Variacién del pH. (a) Protefna extracelular,
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Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacién del pH

en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-002 en me-
dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbono.
(o) Actividad sobre papel filtro. {s) Actividad sobre CMC, (==~}

Variacién del pH. { a) Protefna extracelular.
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Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacidn del pH
en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-0C4 en me-
dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carboo.
(o) Acrividad sobre papel filtro. (8) Actividad sobre CMC. (-==)

Variacién del pH, (&) Proteina extracelular.
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Produccidn de actividad celulolitica extracelular y variacién del pH
en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-006 en me-
dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbonc,
(o) Actividad sobre papel filtro. (s) Actividad sobre CMC, {--=)

Variacién del pH. {(A) Proteina extracelular.

{mg/mi §11)
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Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacidn del pH
en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-({5 en me-
dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbone,
(o) Actividad sobre papel filtrc., (¢) Actividad sobre CMC, (-~=)

Variacién del pH. (.a) Protefna sxtracelular.

{mg/ml it}
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Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacién del pH
en el filtrado producido por el cultivo de Ia cepa TE-CI0 en me-
dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbono,
{o) Actividad sobre papal filtro. (@) Actividad sobre CMC, (-~}

Variaci6n del pH. (A) Proteina extracelular.,

{ma/mi 1)



~107~

12
TR
~ 10 -
4
.
= o A
g
E
- B 7
e
s 7+
o
1 [~
E 16 2 £
3 =
= T3 2F
3 1.5 5:
o x£
X x| %3
E
- gv
S 1 3 L=
b
a 5
«{ e
[= - 2 a.
= 105
§—
© 4+ 1
(-4

TIEMPO (dias)

Figura 15 Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacién del pE
en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-Oll en me-
dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbono.

(o) Actividad sobre papel filtro. (¢) Actividad sobre CMC, (-~}

Variacién del pH. (&) Proteina extracelular,
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Produccion de actividad celulolitica extracelular y variacién del pH
en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-013 en me~
dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbono.
{0) Actividad sobre papel filtro. () Actividad sobre CMC, (-~~~}

Variacién del pH. { ») Proteina extracelular,
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Produccién de acrividad celulolitica extracelular y variacién del g

PROTEINA EXTRACELULAR
(mg/mi tilt)

en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-0l14 en e-

dio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbenz.
(o) Actividad sobre papel filtro. () Actividad sobre CMC, {---

Variacién del pH. (&) Proteina extracelular,
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Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacidn del pH

" en el filtrado producido por el cultivo de Aureobasidium sp. en

medio B con celulosa microcristalina al 1% como fuente de carbo-
no. (o) Actividad sobre papel filtro, (#) Actividad sobre CMC.

(=--) Variacién del pH. (aA) Frotefna extracelular,
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Produccibn de acrividad celulolitica extracelular y va-izcicn Jel !
en el filirado producido por el cultivo de Trichoderma viride QM
6 a en mealio B con celulesa microcristalinag al 19 coms fowrte
carbono, (o) Actividad sabre papel ﬁltro . {®) Actividad sin-e

CMC. (---) Variacion del pH. (&) Proteina extracelular
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fusnte de carbono.

Los desechos celuldsicos contienen varios tipos de carbohidratos y cuan
do las enzimas son producidas para la hidrélisis de tal material en parti-
cular es dsseable el uso del mismo material de desecho como fuente de
carbono para inducir la sintesis de las enzimas apropiadas para su hidrd-
lisis (Enari v Markkanen, 1977) por lo que la enzima puede ser producida
en el mismo material celuldsico que vaya a ser usado posteriormentz pa-
ra la produccion de azGcares por una reaccidn de sacarificacion coaside-
rando conidr con el apropiado sistema enzimdtico que coatenga tcdos los
componentes necesarios para el aprovechamiento de este sustrato en par-
ticular,

El procedimiento utilizado fué¢ similar al empleado con celulosa micro-
cristalina siguiendo la produccidn de actividad durante 10 dias midiendo
también la variacién del pH en el medio de cultivo y la produccidéa d= -
proteina extracelular utilizando las mismas cepas seleccionadas por la
actividad producida en celulosa microcristalina,j.os resultados obtenidzs
se presentan en las grificas respectivas (figuras 21" a la 32 ) de donce
es posible apreciar quz si bien la produccidn de actividad en este matz-
rial es menor a la obtenida con celulosa microcfistalina es necesaric
romar en cueata que el coatenido de celulosa disponible en el bagaciiiz
es aproximaziamente la mitad con respscto a la celulosa microcristaii=z
que ademds es un material puro,por lo que tal vez se deberia intentzr
utilizar el doble de concentracion de bagacillo para intantar ohtcasr iz

misma progorcidn de actividad;sin embargo, se sigue ¢l mismo patriz
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de coimporiamiento en lo que se refiere a produccidn de actividad y se-
crecidn de proteina extracelular aunque en lo que se refiere a la canti-
dad presente en el filtrado &sta es de aproximadamente el doble para las

cepas probadas incluyendo la de Aureobasidium sp manteni€ndose la mis

ma cantidad en la cepa de Trichoderma viride QM 6a y disminuyendo -

fimicamente alrededor de un S0J para la cepa QM 9414 lo cual se refle-
j& iavariablemente en la actividad obtenida, puesto que la acrividad mani-
festada por la misma ha sido relacionada con la cantidad de proteina ex
tracelular preseate ( Sternberg, 1976),

En lo que se refiere al pH del medio, éste no varid durante el tiempo
de produccidn por lo Que es posible considerar que la disminucidn de Iz
actividad celulolitica producida podria deberse a un efecto de pH, sin em-
bargo nov se pusden descartar otras posibilidades como serian que con €3
te sustrato se produzca una mayor cantidad de azficares solubles los cuz
les reprimen la sintesis del sistema celulolitico ‘completo o de alguno d=
sus componentes como sucede con T. viride (Gupta,1972).La produccidn
de &cido estd directamente relacionada con la velocidad de coasumo de
carbohidratos, dependiendo de la cantidad dz carbohidrato consumido,g.;l -
pH varia por la secrecidona de compuzstos amoniacales o bien por el coax-
sumo de 4cidos forinados durante la fase de crecimiento.Durante la fas:z
de produccita d= Acidos, cuando la actividad metabdlica es alta, las cels-
lasas son inducidas,por io gue la produccida de &cidos, también represer
ta ana funcién regulatoria (Mandels, et al 1975).

Aunque en presencia de este material se obtuvo una menor actividad -

celulolitica comparada a la obStenida con celulosa microcristaling, se de-

cidid continaar con su utilizacidon para fines de sacarificacidn debido a
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@ ¢ es uan desecho agroinduastrial abundante y de bajo costo en cambio la
celalosa microcristalina al igueal que otros materiales de este tipo,soa -
por lo gensral purificados y por lo mismo resaltan costosos, por lo cual
s utilizacidon en la produccién Jde enzimas a gran escala incrementaria
los costos,
Con respecto 4 iana comparacion entre la actividad obtenida por las

diversas cepas uitilizadas y las de referencia es notorio guie es mayor
en la cepa muatante de T. viride QM 9414 pero con respecto a la cepa

silvestre QM 63 y la de Aureobasidium sp existe una prodiccidn muy -

similar en el caso de la actividad de papel filtro para Ia mayoria de -
las cepas seleccionadas pero sobresalen por su actividad sobre carboxi-
metilcelulosa en lo que se refiere a tiempos cortos de fermentacion tan-
to la cepa TE-006 como la TE-013 las cuales fueron por lo mismo selec
cionadas piesto que cuando fueron probadas en celulosa microcristalina
mostraron un perfil dz prodiccion de esa actividad elevado para tiempos
cortos de fermentacion e2fecto mantenido solo en lo que a cantidad se r=
fiere ya gile se prodyjo alrededor de un 77% de la misma.Los resultaizs
obtenidos a los 6 dias de fermentacion para todas las cepas seleccionaZas
son presentados en la tabla 11 de donde es notorio que oiro factor gz
no suafre variacidon significariva es la relacidén existente entre la activiizd
prod.cida en papel filtro y carboximetilcelulosa comparando con los patrz
s de comportamiento a este respecto obtenidos cuando se empled la c=-

l:losa microcristalina como sustrato inductor de la produccion de activ. -

dad celulolitica 1o cual indica que el bagacillo de cafia es an material I2
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suficientemente heterogéneo con capacidad suficiente para inducir am-~
bos tipos de actividad en forma similar que cuando se usa un material

puro.
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TIEMPO (dias) .

Produccién de actividad celulolftica extracelular y variacitn dst

pH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-CCI
en medio B con bagazo no tratado al 1% como fuente de carbozz,
(o) Actividad sobre papel filtro, (e) Actividad sobre CMC,

(---) Variacién del pH. (a) Proteina extracelular.,

PROTEINA  EXTRACELULAR

(mg/ml i)t}
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TIEMPO (dias)

Produccidén de actividad celulolitica extracelular y variacién del
PH en el Slirado producido por el cultivo de la cepa TE-002
en medio B con bagazs no tratado al 19, como fuente de carbonoc.
(o) Actividad sobre papel filtro, (e} Actividad sobre CMC.

(-==) Variacién del pH. (a) Proteina extracelular.

PROTEINA EXTHACELULAR

(mg/ml tilt)
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‘Figura. 23 Produccion de acrividad celulolitica extracelular y variacidn del
pH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-004
en medio B con bagazo no tratado al 1% com> fuente de carbono,
(o) Actividad sobre papel filiro. (e) Actitidad sobre CMC.

(---) Variacién del pH. (4) Protefna extracelular,

PROTEINA EXTRACELULAR

(mu/ml 1ty
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Figura, 24 Produccitn de actividad celulolitica extracelular y variacién del
pH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-006
en medio B con bagazo no tratado al 17 como fuente de carbonc.
(o) Actividad sobre papel filtro. (@) Actividad sobre CMC.

(--~) Variacién del pH. (4 ) Protefna Extracelular,

PROTE\NA EXTRACELULAR

{mg /mitiiny
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TIEMPO (dias)

Produccidn de actividad celulolitica extracélular y variacién del
pH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-(G0S8
en medio B con bagazo no tratado al 1% como fuente de carbono.
(o) Actividad sobre papel filtro, (@) Actividad sobre CMC.

(=-=) Variacién del pH. (4) Proteina Extracelular,

PROTEINA EXTRACELULAR
tmg/ml filt)
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TIEMPO (dios)

Produccion de actividad celulolitica extracelular y variacién dei
pH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-CIC
en medic B con bagazo no tratado al 19 como fuente de carbongc,
(o) Actividad sobre papel filtro. (e) Actividad sobre CMC.

(---) Variacién del pH. ( A) Proteina Extracelular,
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TIEMPO (dias)

Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacién del
pH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-011
en medio B con bagazo no tratado al 1% como fuente de carbono.
(o) Actividad sobre papel filtro. (e) Actividad sobre CMC.

(---) Variacién del pH. (a4} Proteina Extracelular,

PROTEINA EXTRACELUIAR

[mgZmi (1)
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. TIEMPO (dios)

Produccion de actividad celulolitica extracelular y variacion del
pH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-Qi3
en medio B con bagazo mo tratado al 132 como fuente de carbona,
(o) Actividad sobre papel filtro, (s) Actividad sobre CMC.

(---) Variaci6n del pH. (4) Protefna Extracelular.

PROTEINA EXTRACELULAR

(ma/ml iy
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TIEMPD {dias)

Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacidn del
PH en el filtrado producido por el cultivo de la cepa TE-014
en medio B con bagazo no tratado al 1% como fuente de carbono.
() Actividac{ sobre papel filtro. (e) Aczividad sobre CMC.

(---) Variacién del pH. (4} Protefna Exttacelular.

PROTEINA EXTRACELULAR
(y/mi il
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TIEMPO ({dias)

Produccién de actividad celulolitica extracelular y variacion del pH

en el filtrado producidc por el cultivo de Aureobasidium sp. en

madio B con bagazo no tratado al 1% como fuente de carbono,
(o) Actividad sobre papel filtro, (e) Actividad sobre CMC,

{---) Variaci6n del pH. { &) Protelna Extracelular,
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Figura 19 Produccidn de actividad celulolitica extracelular y variacion Zel TH

en el filtrado producido por el cultivo de Trichoderma viride T8

6a en medio con bagazo no tratado al 19 como fuente de cari- 7o,
(0) Actividad sobre papel filiro, (s) Actividad sobre CMC.

(---) Variacion del pH. (&) Proteina extracelular.
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igura 32  Produccidn de actividad celulolftica extracelular v variacidn del pE

en el filtrado producido por el cultivo de Trichoderma viride™ QM

9414 en medio B con bagazo no tratado al 1% como fuente de car-
" bono. (o) Actividad sobre papel filtro. (@) Actividad sobre CMZ.

(-=-) Variacién del pH. (A)Proteina Extracelular,
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Comparacion dz los filtrados producidos en Sase a la acrvidad celulo-

Iftica =xcretada al medio de fermentacidon con celulosa microcristalina o

bagacillo de caiia.

De acuerdo al perfil de produccién de actividad en ambos tipos de sus
tratos se considerd coaveniente evaluar inicialmente la actividad presente
en <l filtrado obtenido del cultivo de cada hongo a los 6 dias de fermen-
tacidon coasiderando este lapso de tiempo razonable para la manifestacion
de casi toda la actividad ya que las variaciones posteriores no resultan -
significativas,Los dJdatos son los mencionados en las Tablas 10 y 11
comparédndose en ambos casos la relacidn con respecto a los cultivos de

referencia de Aureobasidium sp y Trichoderma viride.Siguiendo este cri

terio y de acuerdo a la actividad méxima producida fueron seleccionadas
las cepas TE-001, TE-006, TE-013.Las dos primeras fueron aisladas en

medio con celulosa microcristalina y seleccionadas de acuerdo a la velo
cidad de disgregacidn del papel filtro y la dGltima aislada y seleccionada
por su desarrollo en medio lquido y sélido con carboximetilcelulosa.En
las figuras 33 y 34 ,es posible apreciar en conjunto la actividad produ-
cida por las cepas seleccionadas y las de referencia,

El criterio empleado para la cepa TE-00L fug la aciividad producida
sobre papel filtro 2n el medio con celulosa micrécristalina correspon-
diendo a las cepas TE-006 y TE-013 la actividad presente en los filtra
dos al actuar sobre carboximetilcelulosa gque si bien no 2s la méxima
durante el perfil de produccida, el criterio para. su seleccién e npleado
fué gue manifestzron la mayor actividad sobre este sustraio en uan lap-

so de 48 hrs de fermentacidn sobre todo la TE-013 Io cuzl es uana -



caracteristica sobresaliente para evaluar en reacciones de sacarificacion
de materiales celuldsicos de tipo agricola commo el bagacillo de cafia pues
to qus contienen bastantes zonas amorfas sobre las que se manifiesta es-
te tipo de actividad sobre todo para el uso de esta cepa qus fué aislada
siguiende este criterio de seleccida aunqus también posee acdvidad sigai
ficativa sobre celulosa de tipo cristalino que se manifiesta a mayor tem
po de fermentacidn con lo cual es posible establecer que los filtrados d:=1
cultivo de varios hongos poseen cantidades variables de los diferentes -
componentes del sistema enzimético,

De hszcho,la cantidad de proteina extracelular presente en los filtrados
evaluados es variable y hay una diferencia significativa con respecto a [a

cepa de Trichoderma viride QM 9414 lo cual se refleja en ia actividad -

espzacifica obtenida por lo que resulta notorio guzs para esta cepa el aumsen
to en su produccidn logrado es debido aparentemente a la cantidad de pro-
teina excretada més que a una zalteracion en la actividad especifica de las
enzimas la cual si es comparada con las demds cepas evaluadas y a@n <on

la cepa silvestre QM 6a es menor independientemente de la fuente de czr-

e

bono utilizada para la produccidn de la actividad celulolitica (Tablas 10

ih

X

—

11 ) lo cual es debido 2 que el incremento ep la cantidad :de protelnz
tracelular por esta mutante corresponde al aumento en la acdvidad celilo-
Iftica que produce (Sternberg, 1976) por lo que posteriores incremenics -or
mutagénesis pueden ser posibles, Este comportamiento puede ser extragzlia-
do a las cepas utilizadas en este trabajo las cuales presentaron una =231070-

-

dad especifica variahle dependiendo del material utilizado 2n la producs. .tz

w =

de actividad resultando menor en los filtrades oatenidos con *igacillo ==
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cafia ya que aqui la proteina extracelular producida fu& aproximadamente

el doble que ea celulosa microcristalina por lo mismo llegar a coatar coa
cspas que posean un mayor porcentaje de proteina extracelular como celu-
lasa activa podria significar igualar o supsrar a la actividad de la cepz

de Trichoderma QM 9414 con lo cual se mejoraria tambisn la eficiencia

de la reaccidn de sacarificacidn puesto que aln no resulta econdmicamen-
te competitiva la produccida de glucosa a partir de celulosa,debido en pzarte

a la baja actividad especifica de las celulasas obtenidas {Dewey, et al 1830).
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Fig.33 Produccida de actividad sobre papel filtro por ires de los hongos
aislados TE-001 (o), TE-006 (4), TE-013 (a);Aureobasidium sp (sj

y Trichodzrma viride QM 6a (s);QM 9414 (a).(A) En medio coa ce-
lul6sa microcristdling ;(B) en medio con bagacillo d2 cafia no traras-.
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.34 Produccidn de actividad sobre carboximetllcelulosa por tres de los hongos aislados TE-00)

(0), TE-000 (a), TE-013 (n); Aureobasidium sp (e) y Trichoderma viride QM 6a ()QM 9414 (2

(A)En medio con celulosa microcristalina;(B) en medio con bagacillo de cafia no tratado,



TABLA 10

PRODUCCION DE CELULASAS?® Y PROTEINA EXTRACELULAR.

CEPA Actividad celulolIticab Proteina Actividad Especffica.
Extracelular.
{mg az red/ml £ilt/hx) {mg/ml filt) {Act. celul./mg prot.)
SUTRATOS ' ~ SUTRATOS

Papel filtro cMC Papel filtro CcMe

TE~001 2.3 1.1 0.117 19.7 94.4 .
TE~002 2.1 10.3 0.148 11.5 56.3
TE~004 i.8 9.8 0.183 9.8 53.6
TE-006 , 1.2 8.1 0.170 7.1 47.6
TE~008 2.1 10.0 0.083 25.3 120.5
TE-010 1.7 8.9 0.074 23.0 120.3
TE-011 1.3 4.9 0.123 10.6 39.8
TE=013 1.3 10.2 0.163 8.0 62.6
TE~014 1.0 3.2 0.103 9.7 31.1
Aureobasidium sp. 2.1 3.0 0.231 9.1 13.6
T. viride QM 6a T2.0 8.2 0.382 5.5 21.5
T. viride QM 9414 4. 13.2 1.55 2.7 8.5

aAgtiviga? celulolitica producida a los 6 dfas de fermentacién en medio B con celulosa microcris-
talina a %.

bLa agtividad celulolitica se midié por la aparicién de azlecares reductores a partir de papel f£i1
tro y carboximetilcelulosa,
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.34 Produccitn de actvidad sobre carboximetilcelulosa por tres de los hongos aislados TE-001
{0), TE-006 (a), TE-013 (u); Aurecbasidium sp (s) y Trichoderna viride QM 6a (w);QM 9414 (4

(A)En medio con celulosa microcristalina ;(B) en medio con bagacillo de cafia no tratado,



TABLA 10

PRODUCCION DE CELULASAS® Y PROTEINA EXTRACELULAR.

CEPA Actividad celulolftica® Protefna Actividad Especfifica.
Extracelular.
{mg az red/ml £ilt/hr) {mg/ml £ilt) (Act. celul./mg prot.)
SUTRATGS SUTRATOS

Papel filtro CHC Papel filtro cMC

TE-001 2.3 11.1 0.117 19.7 94.4 .
TE-002 2.1 10.3 0.148 11.5 56.3
TE-004 1.8 9.8 0.183 9.8 53.6
TE-006 , 1.2 8.1 0.170 7.1 47.6
TE~-008 2.1 io.0 0.083 25.3 120.5
TE-010 1.7 8.9 0.074 23.0 120.3
TE~011 1.3 4.9 0.123 i0.6 39.8
TE-013 1.3 10.2 0.163 8.0 62.6
TE-0l4 1.0 3.2 0.103 9.7 31.1
Aureobasidium sp. 2.1 -3.0 0.231 9.1 13.6
T. viride QM 6a ) 2.0 8.2 0.382 5.5 21.5
T. viride QM 9414 4.2 13.2 1.55 2.7 8.5

qactividad celulolftica producida a los 6 dfas Jde fermentacién en medio B con celulosa microcris-
talina al 1%.

b P s N I . . v gma
La actividad celulelftica se midi8 por la aparicidn de azlGoares reductores a partir de papel £ii
tro y carboximetilcelulosa.



TABLA 11 3

PRODUCCION DE CELULASAS® Y PROTEINA EXTRACELULAR.

CEPA Actividad celuloliticab Proteina Actividad Especifica.
Extracelular.
{mg az red/ml filt/hxr) (mg/ml £ilt) {Act. celul./mg prot.}
SUSTRATOS SUSTRATOS

Papel filtro CHC Papel filtro CcMC
)ATE-GOI 0.9 4.2 0.229 3.9 18.3
TE~-002 0.5 2.2 0.273 1.8 8.1
TE-004 0.5 2.3 0.368 1.4 6.3
TE-006 1.0 6.9 . 0.346 2.9 19.9
TE-008 0.5 2.0 0.243 2.1 8.2
TE-=010 0.7 2.9 0.159 4.4 18.2
TE-011 0.8 3.3 0.242 3.3 13.6
TE-013 1.1 7.9 0.461 2.4 17.1
TE-014 0.7 2.8 0.281 2.5 10.3
Auvreobasidium sp. 1.0 2.9 0.401 2.5 7.2
T. viride QM 6a . 0.8 3.0 0.353 2.3 8.5
T. viride QM 9414 2.6 9.4 0.875 3.0 10.7

a . s - : . < . =
Actividad celulolftica producida a los § dfas de fermentacidn en medio B con bagacillo de cala

no tratado al 1%.

b - . .o - . s . . s
La actividad celulolfitica se midi6 por la aparicién de azficares reductores a partir de papel £il-
tro ¥y carboximetilcelulosa.
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Sacarificacién de diferentes sustratos a tiempos de hidrélisis cortos,

Para la caracterizacién de los filtrados de lds cepas seleccionadas de
acuerdo a su actvidad producida se llevd a cabo una hidr6lisis a dem-
pos cortos de reaccida sobre diferentes tipos de celulosas cuya estruc-
tura varia de altamente organizada a celulosas amorfas para lo cual se
utilizé un sistema igual al empleado para la medicitn de la actividad -
producida,l.a reaccida se llevd a cabo en tubos de ensayo en funcidn -
del dempo a los 15,30,60,90 y 120 minutos tal y como se describs en
materiales y métodos correspondiendo la actividad de cada filtrado a la
obtenida a la hora de reacida.

De los resultados obtenidos y presentados en las figuras 35 a la 48
es posible establecer que ?xiste una estrecha reldcidn entre la estructura
de 1a celulosa y la susceptibilidad al ataque enzimditico correspondiendo
a menor cristalinidad may:;ié grado de sacarificacidn tanto para los fil-
tradocs provenientes d2 medio con celulosa microcristalina como a los
de bagacillo de cafiza y aunque los filtrados provenientes de este dltimo
realizan la reaccidn répidamente en los primeros 30 minutos ,é&sta dis-
minuye notablemente en los 90 minutos restantes.De hecho,no se obser-
va un rango lineal en el que la sacarificacidn sea directamente propor-
cional al tiempo d2 reaccidtn debide principalmente a las caracterfsticas
de cristalinidad y heterogeneidad Jde los sustratos utilizados, aunque tam-
bién puede establecerse que la velocidad de hidrodlisis decrece cuando -
aumenta la cristalinidad del susirato.y el grado de hidrolisis varia a2
acuerdo al tiempo Jde contacto entre las celalasas y la celulosa (Flora,

1964).
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Con respecto a la diferencia entre el grado de hidrSlisis y la proce-
dencia del filtrado utilizado, ya sea de bagacillo o de celulosa micro-
cristalina, es posible establecer que después de una hora de reaccitn
el grado de sacarificacidn obtenido es muy similar en ambos casos;
sin embargo esta reaccidn efectuada en tiempos relativamente cortos
ya que el maximo fueron 2 hrs. reprasenta sblo un porcentaje minimo
de evaluacidn del sustrato en particular puesto que para los fines de
un propdsito préctico es necesario evaluar a los filtrados bajo condicio
nes realistas como serfa una concentracida de sustrato dé 10-30% du
rante un periddo de hidrdlisis de 24 -48 hrs (Mandels, 1981) donde los
factores como la estabilidad de la enzima y la inhibicidbn por producto
comienzan a ser importantes en la obtencibn dé rendimientos satisfac-
torios aunque un punto conveniente de hacer notar es qQue la actividad -
presente en los filtrados generalmente es suficiente para realizar con
ellos una sacarificacion directa sin que se requiera de alglin proceso

¢ paso previc de concentracifn de las enzimas pressates,
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Fig 35 Sacarificacidoa de diferantes tipos de sustratos por el filtraio
celulolitico producido por 1a cspa TE-001 en medio B con czl.-
losa microcristalina, Papel filtro (e), celulosa microcristalinz =,
carboximetilcelulosa (9).
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Fig.36 Sacarificacion da diferentes tipos de sustratos por el filtraZz
celulolitico producido por la cepa TE-(U4sn medio B con ccl.-
Josa microcristalina, Papel filtro {e), celulosa microcristalinz o),

carboximetilcefulosa(n),
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Fig.37 Sacarificacion de diferentes tipos de sustratos por el filtral:z
celulolitico praducido por la cepa TE-006 ea medic B con celu-
losa microcris:alina, Papel filiro (), celulosa microcristalina /2,
carboximetilceiulosa(m),
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Fig, 38 Sacarificacion de diferentes ripos de sustratos por el filtrado
celulolitico producido por 1a cepa TE-013 en medio B con celu-
losa microcristalina,Papel filtro (), celulosa micrecristalina (o},
carboximetilcetulosa(n).
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Fig.39 Sacarificacidn de diferentes tipos de sustratos por el filtradc
celulolitico producido por la cepa Aureobasidium sp en medio 3
con celulosa microcristalina. Papel filtro {e), celulosa microcris
talina (o), carboximetilcelulosa (a).
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Fig, 40 Sacarificacion de diferentes tipos de sustratos por 2l filtrado
celuioiitico producido por la cepa Trichcderma viride QM 6a
en medio B con celulosa microcristalina, Papel filtro (e), celule-
sa microcristalina (o), carboxgimetilcelulosa (o).
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Fig. 41 Sacarificacién de diferentes tipos de susiratos por el filtrado
celulolitico producido por la cepa Trichoderma viride QM 9414
en medio B con celulosa microcristalina, Papel filtro (e), celulc-
sa mricrocristalina (o), carboximetilceluiosa (o).
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Fig.42 Sacarificacidn de diferentes tipos de sustraros por el filtradz
celulolitico producido por la cepa TE-UUl en medio B con bazz-
cillo dz cafia no tratado, Papel filtro (s}, celutosa microcristal. -
na (o), carboximerilcelulosafn ).
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Fig.43 Sacarificaciéa de difereantes tipos de sustratos por el filirad
celulolitico producido por 1a cepa TE-U{z en medio B con z2za-
e

cillo dz cafia no tratado, Papel filtro (e}, cclulosa microcristzli-
na (o), carboximetiicelulosa(n).
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Fig. 44 Sacarificacion de diferentes tipos de sustratos por el filtradz
celulolitico producido por la cepa TE-(Q6 en medio B con bazz-
cillo dz cafia no tratado,Papel filtro (s), celulosa microcristal. -
na (o}, carboximetilcelulosa(n ). .
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Fig.45 Sacarificacida de diferentes tipos de sustratos por el filirzzo
celulolitico producido por la cepa TE-Q13 en medio B con zza-
cillo dz cafia no tratado, Papel filtro (), celulosa microcristz..-

na {o), carboximetilcelulosa(a ).
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Fig. 46 Sacarificacién de diferentes tipos de sustratos por el filtrado

celulolitico producido por la cepa Aurcobasidium sp en medio B
con bagacillo de cafia no tratado,Fapel filtro (e), celulosa micro

cristalina (o), carboximetilcelulosa (n),
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Sacarificacidn de dilerentes tipos de sustratos por el filtrado
celuloiftico producido por la cepa Trichoderma viride QM 6a
en medio B con bagacillo de cafia a0 tratado. Papel iiltro (s),
celulosa microcristalina (o), carboximetilcelulosa (g).
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Fig. 48 Sacarificacién de diferentes tipos de sustratos por el filtrads
celulolitico producido por la cepa Trichoderma viride QM 9414
en medio B con bagacillo de cafia no rratado. Papel filiro (s},
celulosa microcristalina (o), carboximetilcelulosa (z).
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Sacarificacion Jde diversos matzsriales celuldsicos por los f{iltrados

producidos en el madio de fermentacidon con celulosa microcristalina

y bagzacillo de cafa,

Con 2l fin de poler establecer la posibilidad de utilizacita de los fil-
trados prodacidos en celulosa microcristalina y bagacilio de cafia con -
fines d2 sacarificacida, se ssleccionaron dos filirados de acuerdo a los
resulrados obtenidos en las reacciones de hidrélisis a tiempos cortos;es
tos fueron el prodicido por la cepa TE-OCL y por la cepa TE-013,los -
cuales resultan adecuados para los fines de aprovechamiento de algaa -
sustrato en particular;en el caso de celulosa de tipo cristalino fué el
de la TE-QOLl y para la celulosa de tipo amorfo el de la TE-013.

Los materiales celuldsicos utilizados para la sacarificaciéa fueron el
bagacillc de cara tratado (residuoc obtenido después de la obtencitn de -
furfural), el bagacilio de cafia sin tratamiento previo y el bagacillo d= -
henequén, También fueron incluidos con fines comparativos otros mate-
riales gue pueden ser considerados como puros y que soa representati-
vos de la medicién de algin tipo de actividad celulolitica en particular :
la celulosa microcristalina para las exo-glucanasas,la carboximetilceli-
losa para endoglucanasas y el papel filtro ¢l cual es degradado Gnicamen
te por sistemas celuloliticos completos qus inclu;/en los dos tipos de &2~
tividad asi como también la de beta-glucosidasa ademis de que la detzr-
minacidn de tal actividad es considerada como un indice muy directo Iz
la capacidad de sacarificacida de las preparaciones de celulasas crud:is
(Canevascini y Gattlen, 1981).

La reaccidon fué realizada tal v como se describe en materiales y -
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mérodos pero en tiempos largos de reacci6n con un maximo de 48 horas
considerando este tiempd suficiente parz indicar un grado de hidrOlisis -
razonable principalmente para los materiales celulOsicos nativos ya que
la mayoria de los estudios concernientes a la degradacion de la celulosa
han sido realizados utilizando celulosa pura como sustrato por 1o mismo
aqui se incluyen materiales representativos de la misma s6lo con fines
comparativos.

En términos generales es posible establecer que las diferencias en ~
los valores obtenidos de la evaluacion de los filtrados bajo condiciones de
sacarificacion fueron memores a los encomrados en los ensayos enzimé-
ticos cortos asi como también que nO existe una variacibn significativa -
para ciertos materiales seglin l1a procedencia del filtrado utilizado en lo
que se refiere al sustrato utilizado para su producciOn.

Con respecto al grado de ‘sacarificacion obtenido, mostrado en la figura
49 a la 53 ,los resultados variaron dependiendo del filtrado utilizado -
pero es notorio para las primeras 24 horas que los materiales en los
que se logrdé mayor cantidad de azlcares solubles fueron los tratados -
con los filtrados producidos en celulosa microcristalina y en menor gra
do con aguellos provenientes del bagacillo de cafia no iratado aungue exis
tieron variaciones significativas con todos los filtrados después de este
tiempo manifestindose mayor cantidad de azlcares con materiales como
el bagacillo de cafia no tratado.En todos los casos el grado de sacarifica
cion logrado con el bagacillo de cafia tratado v el bagacillo de heneguén
correspondid al més bajo lo cual puede ser motivo de la gran cantidad -

de azlicares presentes en dichos materizales los cusles fueron detectados
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en el blanco de reaccifn,de hecho se sabe que la p&rdida de azficares -

durante el proceso de extraccidn de la cafia de azlicar ¥y gue se encuen-
tran preseates en el bagazo es de alrededor de un 5.7% del material s=-
co {UNPASA,1978) los cuales afectan la accion de las enzimas celuloifti-
cas por efecto de inhibiciéa por producto.

El comporiamiento seguido con los filtrados producidos en bagacillo -
de cafia refleja que si bien es menor su actividad, los azicares obtenidos
varian ampliamente segin <l filirado v el material empleado manteniéndo-
se Gnicamente 1a relacidn del mayor y menor sacarificado correspondiendo
ésta a la CMC y al bagacillo de henequén respectivamente,

Para los demés, fué noorio que el grado de sacarificacidon obtenido guar
da una estrecha relacidon coa la pureza del material empleado, siendo ma-
yor en tados los casos durante las primeras 24 hrs de reaccidn para pa-
pel filtro y celulosa microcristalina correspondigndo posteriormente é&ste
de acuerdo a :un orden definido,a los materiales natives como el bagacillo
de caiia no iratado y bagacillo de cafia tratado respesctivamente,Por lo mis
mo,de acuerdo a las caracteristicas mencionadas es posible considerar ua
comportamiento definido de acuerdo al filtrado utilizado atn el de las ce-
pas de referencia;a grandss razgos se piazde considerar que el mejor fil-
trado fué el correspondisnie a la cepa TE-00l ya qu2 en ambos casos mos
trd un patrdn de comperiamiento similar al de la cepa T. viride QM 9414
siendo obviamente mayor al de otras cepas de referencia tanto de la de -

Trichoderma QM 62 y 1z de Aureobasidium sp considzrando la produccida

del filtrado en ambos tipos de rateriales,.

En lo quz respecta a la cepa TE-013,la cual fu? seleccionada por su -
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actividad sobre celulosa amorfa, el comportamiento indica que si es efec-
tiva para la degradacida de estos materiales considerando como tales a
la carboximetilcelulosa y los dos tipos de bagacillo excluyendo el compor
tammientc sobre el herzquén puesto qua 12 accibn sobre este material f1é
similar en todos los casos,

La actividadde hidrdlisis aGin considerando estos faciores es de aproxi-
madamente la mitad del filtrade de 1a cepa TE-001 para los materiales
cristalinos,.De acuerdo a este ccmportamientd se podria pensar que Ia -
cepa TE-013 posee ad=méis de una actividad de endoglucanasa elevada,una
actividad de beta-glucosidasa similar ya que durante las reacciones de sa-
carificacifa la celobiosa ha resultado ser un inhibidor méis potente gue la
glucosa (Ghose y Das, 1971) y 1a remocida de la celobiosa altera favorable
mente Ia velocidad de reaccida lo cual es notorio en esta cepa principal-
mente a las 48 hrs de reaccién puesio que la actividad presente casi igua
la en algunos casos a 1a de la cepz TE-QOL.

Con respecto al comportamiento seguido por 1a cepa de referencia d= -

Aureobasidium sp aislada del mismo material que las otras dos s=s posible

considerar que mostrd an comportamiento similar 4l de la cepa silvzzire
de Trichodzrma por lo que estas cepas deben de tomarse en cusnta s5lo
con fines comparativos para la produccifn de fiitrados pero para =l caso
de una sacarificacidn resulta més coavealente comparar el compor:=iien
to obtenido con la mutante QM 9414 puesto que si se piensan utilizar los
filtrados =n un proceso con miras a una aplicacidn.industrial resuitza nas
adecuado contar con una preparacida con alta acrividad y que lleve 2 =abo

la reaccidn de hidrdlisis mas eficientemante puesto qu2 se puade dec r -
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gue la cinética de la hidrdlisis de los materiales celuidsicos depsade -
basicamente de los siguientes factorss {(Dwevedi y Ghose, 1979) :

1) Estrucitura de la celulosa,

2) Naturzleza del.sistema enzimético utilizado,

3) Los efectos inhibitorios de productos intermedios y finales.

Sobre la cantidad de enzima reqQuerida para realizar una coaversida
determinada de alglin sustrato en especial y a un determinado tiempo, s
posible decir que para lograr altas concentraciones de azicares asi como
un buen porcentaje de conversidn soa necesarias grandes cantidades de -
enzima lo cual puede deberse en parie a una actividad especifica baja y
a una eficiencia pobre de la celulosa en cuestidn lo cual representa una
de las mavores barreras econdmicas a vencer para lograr que Ia sacari-
ficacida enzimitica de la celulosa sea posible,l.as explicaciones dadas a
este respectc se basan en la insolubilidad de la celulosa cristalina,inhibi
cidn por producto & inactivacidn enzimaAtica,las cuales en conjunto son ne
cesarias de tomarse i cuenta pers también otro factor no coansiderado -
que influye en el desarrollo de la reaccidén completa es la necesidad de
la accidn sinérgica entre las endo v exoglucanasas,Datos recientes {Ghosz
y Bisaria, 1979) han demostrado que ambos tipos d= enzimas son ficilmen=
adsorbidas en la superficie de la celulosa mientras que la beta-glucosidz-
sa no sufre este efecto y permanzce en solucitn.De lo anterior es posiklz
concluir que la despolimerizaci6éa de 1a celulosa hasta celobiosa se lleva
a cabo en la superficie v la hidrdlisis de celobiosa a glucosa en la fase
ligaida siendo independientes una de la orraiéstas suposicionzs reflejan e

parte los rendimientos obtenidos durante la reaccidn de sacarificacida -
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efectuada, los cuales son agrupados so6lo con fines comparativos ya que

no puede considerarse como un Indice total de la caantidad de azGcares
solubles capaces de liberar cada filtrado puesto que para ello seria ne-
cesario realizar la reaccidn con Zrandes volumenes tanto de filtrado como
de sustrato =a un reactor disefiado para tal fin ademéds cuando se mide

la formacidn de azicares,la actividad determinada es la suma de diferen-
tes actividadzs celuloliticas y el resultado obtenido depende de 1a propor-
cida relativa a la que se encusntran tales enzimas,La formacidn de gluco-
sa o celobiosa como producto final depende de la actividad de beta-gluco-
sidasa (Leisola y Linko,1976).La tabla 12 muestra el & de conversidn lo
grado por cada filtrado en particilar para las 24 y 48 hrs de reaccidn -
puesto que este lapso de tiempo seria el apropiado para la integracidn de
un proceso industrial para el aprovechamiento de un material de desecho
de tipo agroindustrial como serfa el bagacillo de cafia mediante 1a obten-
cidn de azficares solubles por medio de una reacciéa enzimAtica.

De esia forma se puede decir que a las 48 hrs de hidrdlisis,el material
gque tuvo la mayor coaversida con los filtrados provenientes de bagacillo
fug la CMC coa m rango que va del 8.8 ¢ al 12.4°%, correspondiendo a
la cepa silvestre de Trichoderma viride QM 62 y a la TE-001 respectiva

mente siendo é&ste el mas alto valor logrado aiin con respecto a la cepa -
QM 9414.Se discuten s&lo los datos obtenidos con los filtrados cobtenidos a
partir de bagacillo de safia puesto que la finalidad de este trabajo estuvo
enfocada al aprovechamiento integral de este material y los resultados ob-
tenidos con los filtrados provenientes de celulosa microcristalina aunque
poseen ana mayor actividad soa tan sodlo un indicio dz la capacidad hidro-

lftica de cada filtrade y asi fueron coasiderados.



Drespués en lo que respecia al grado de hidrdlisis le siguieron en or-
den decreciente a Ia CMC, el bagacillo de cafia no tratado donde de nue-
vo mostrd mayor capacidad de utilizacidon el filtrado de 1z cepa TE-00L
con respecto a todas las demés lo cual puede indicar aunque el porcen-
taje de coaversida es bajo (797) Que esta cepa se encusntra adaptada para
el aprovechamieato de este tipo de materiales. Posteriormente es posible
ordznar a los d=méis materiales sdlo como un indice de la susceptibilidad
al ataque: el papel filtro, el bagacillo de cafia tratado,la celulosa micro-
cristalina y el de menor grado de todos, el bagacillo de henequén con tan
sdlo an 2,8% de coaversibn promedio,

Por lo antes expuesto,es posible apreciar que el filtrado de 1a cepa -
TE-001, resulta adecuado para intentar lograr el aprovechamiento del ba-
gacillo de cafia nativo para la produccida de celulasas como para la hidsh
lisis en reacciones de sacarificacidn;puesto que se asemeja o supera en
las reacciones de sacarificacion efectuadas a ia cepa de Trichoderma vi-
ride QM 9414 la cual es una mutante por lo que se podria pensar mejs-
rar ain los rendimientos de produccidn de enzima y el @ de conversite: -
en reacciones de sacarificacidn con los filtrados obtenidos con una cepz
derivada de la TE-00l sometida a estudios de mutagené&sis.

Con respecto 2 la variaciba obtenida en la ve‘lc;cidad des hidrdlisis de
los materiales celuldsicos durante la reaccidn de sacarificacidn, ésta puz-
de ser explicada por la existencia de una accesibilidad limirada a las -
enzimas debido a porciones cristalinas de 12 celulosa remanente o biz= -
por efecto de inhibicidén por producto final e imactivacidn de los compe -
neates del complejo enzimético por accidn del calor (Faharich e lrrgz=2.

1932).
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En lo que se refiere a Ia oira cepz selecciorada es conveniente mencio
nar que su comporiamienio va de acusrdo a los fines de estudio parsegui-
dos puesto que se querfa evaluar la actividad presente en un filtrado con
ana elevada actividad de endoglucanasa ¥ poca en lo que se refiere a la
hidrélisis de las porciones cristalinas de la celulosa resultando ¢l com-
portamiento obtenido regular para el caso del aprovechamiento d2l bagaci
Ilo de caiia ya que tambi&n existe la posibilidad de mejorar la cepa TE-013
genétricamente puesto que su actividad fué muy similar a la de la cepa -

silvestre QM 6a de Trichoderma viride.

Un aspecto importante para su seleccida fué la posibilidad de lograr ob
tener actividades altas para e:tudios posteriores mediante una mezcla de
las enzimas producidas por diferentes microorganismos buscando un siner
gismo en la accion de las mismas sobre todo con aquellas cepas carentes
del componente endoglucanasa en particular puesto que para intentar la hi-
drolisis enzimatica de la celulosa completamente, se requiere de una prepa
racida enzimdtica capaz de realizar el rompimiento en forma eficiente.Tri-

choderma viride es el producto més eficiente de celuiasas extracelulares

conocido hasta la fecha,pero debido a quz son necesarios varios tipos ds
celulasas es posible que dos o m4s microorganismos sean utilizados en -
el futaro (Linko, 1977).Sin embargo,la mayoria del trabajo referente a est=
efecto se ha realizado con celulasas del mismo origen y los estudios schre
la combinacidén de celulasas de difereste fuente afin soa preliminares y ez
la mavoria de los casos se encusntran incompletos (Goksoyr, 1973).

Se ha tenido &xito sobre combinacida de preparaciones de diferente -



origen suplementando con beta-glucosicasa de A. niger y A. phoenicis

preparaciones enzimAaticas de Trichoderma viride durante una reaccidn

de sacarificacida ya que 1z actividad de esta enzima para este dltimo

microorganismo es insuficiente (Sternberg, 1977) pudiendose de esta for-
ma aumentar en forma significativa la velocidad de reaccidn efecto debi-
do tal vez a guae se remuevan los niveles inhibitorios de celobiosa pues-
to que la glucosa fué el producto final predominante ya que se ha repor-
tado que durante las reacciones de sacarificacion la celobiosa ha resulma
do ser un inhibidor méis potente que la glucosa (Ghose y Das,1971) y 12

r=mocida de ia celobiosa altera favorablemente la velocidad de reaccida,
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Fig.49 Sacarificacitn de materiales celultsicos por el filtrado producido por la cepa TE-001
crecida (A) en medlo con celulosa microcristaling, (B) en medio coun bagaciilo de cafia no tratado,
La reaccitn de sacarificaci6n fué realizada en un sistema constituldo por 5 ml de filtrado, 10 ml
de buffer citratos 0,075 M,pH 4.8 y 1 g del material procesdndose tal y como se describe en ma
terfales y mérodos, Papel filtro (e), carboximetilcetulosa (o), celulosa microcristalina (&), bagazo de™
henequén (4). bagacillo de cafia tratado (o), bagacillo de cafia no tratado (),



(mg 3z red/m))

P

SACARIFICACION

10,

w
re

®

)
"
¥

{A) - {B)

r 107
s-
Te
s
n Jd P
-
o
o/
z -
o
; ]
<
b -
: /.’<
E L
: ./. i B iL
< 4 A y g o
’ B
FT) 3} P
TIEMPO (Lhrs) TYEMPO (hrs}

Fig. 50 Sacarificacisn de materiales celuldsicos por el filtrado producido por la cepa TE-013
crecida (A) en medio con celulosa microcristaling, (B) en medio con bagacillo de caifia no trarado,
La reaccitn de sacarificacion fué realizada en un sistema constituido por 5 ml de filtrado, 10 ml
de buffer citratos 0,075 M,pH 4.8 y 1 g del material procesidndose tal y como se describe en ma
terlales y métodos, Papel filtro (e), carboximetilcelulosa (o), celulosa microcristalina (o), bagazo de™
henequén (&), bagacillo de cafia tratado (&), bagacillo de cafia no traitadc &),
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Fig. 51 Sacarificacidon de materlales celuldsicos por el filtrado producido por la cepa Aureobasidiun sp.
crecida (A) en medio con celulosa microcristalina, (B) en medio con bagacillo de cafia no tratado,
La reaccidn de sacarificacion fué realizada en ua sistema coastituldo por 5 il de filtrado, 10 ml
de buffer citratos 0.075 M,pH 4.8 y 1 g del material proceséndose tal y como se describe en ma
teriales y métrodos, Papel filtro (e), carboximetilcelulosa (o), celulosa microcristalina (@), bagazo de™
henequén (&), bagacillo de caila tratado (a),bagacillo de cafla no tratado (w).
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Fig,52 Sacarificacion de materiales celuldsicos por el filtrado producido por la cepa T, viride QM 6a
crecida (A) en medio con celulosa microcristalina, (B) en medio con bagacillo de cafia no tratado,
La reaccidn de sacarificacion fu® realizada en ua sistema constituido por S ml de filtrado, 10 ml
de buffer citratos 0.075 M,pH 4.8 y 1 g del materlal procesindose tal y como se describe en ma
teriales y métodos, Papel filtro (e), carboximetilcelulosa (o), celulosa microcrisralina (&), bagazo de™
henequén (4), bagacillo de cafia tratado (a), bagacillo de cafia no tratado (=),
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Flg. 53 Sacarificaci6n de materiales celultsicos por el filtrado producido por la cepa T, viride QM 9414
crecida (A) en medio con celulosa microcristalina, (B) en medio con bagacillo dé caffa nio tratado,
La reaccidtn de sacarificacidn fué realizada en un sistema constituldo por 5 ml de filtrado, 10 ml
de buffer citratos 0.075 M,pH 4.8 y 1 g del material procesdndose tal y como se describe en ma
teriales y métodos, Papel filtro (), carboximetilcelulosa (o), celulosa microcristalina (@), bagazo de™
henequén (&), bagacilloc de cafla tratado (&), bagacillo de caila no tratado (s).



TABLA 12

Porciento de conversiba logrado por los filtrados celulolfticos producidos,

FILTRADO TIEMFPO

(hrs)
24
TE-00L
43
24
TE-013
48
Aureobasidium 24
sp.
48
Trichoderma 24
viride QMEE
43
24
Trichoderma

viride QM 9414

43

CMC

(2)
12,9
12,9

10,2
10.2

9.7
10.2

11,7
14,2

11.7

(b)
7.2
12.4

7.2
10.5

6.6
9.2

6.0
8.8

6.9

PF
(@) ()
9.6 3.0

12,6 5.4 12.8

7.2 2.8

7.2

4,6
6.4

6.0
8.9

6.9

5.8

2,2
3.3

1.9
3.7

5.5

12,0 10,8 11,7 7.6

(a) En celulosa microcristalina

(b) En bagacillo d= cafia no sratado,
El §7 de coaversidn estd dado por la siguiente relacidn:

Avicel
(a} (b)
7.9 2.8

3.7
3.3 1.9
4,9 5.4
6.5 1.7
8.7 2.5
7.5 2.5
9.1 3.1
10,5 7.0
11.5 8.4

% DE CONVERSION,

B. Hen.
(@) (b)
2.6 1.9
4.1 3.1
0.9 1.3
1.7 2,7
1.0 1.2
1.9 2,1
0.7 1.4

1.4 2.9
1.5 1.5
2.4 3.3

%C= Az, red,/ml formados

(2)
2,8
6.1

2,1
3.4

2,3
5.5

3.1

wn
.
o

7.2
7.6

B.T.

(b

1.5
3.3
2.2
2.4

2.5
3.6

1.4
2,5

3.9
5.5

BNT,
(@) - ®)

5.2 4,2
9.6 7.0

4.8 5.2-
i2,3 6.0

5.1 5.3
6.9 5.7

6.1 3.7
11,2 6.0

8.2 4.9
12,3 6.3

Pego d=1 sustrato {mg/ml)
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Frusbas de eswmbilidad a 50°C de la actividad celulolitica ds los filtra-

dos coa los que s2 efectud la reaccidan de sacarificacion,

La termoestabilidad es una de las propiedades fisicas: mé&s importanies
de las celulasas ya que la hidrodlisis de la celulosa procede en forma méas
répida a temperaturas altas (Wood, 1975) resultando la estabilidad t&rmica -
otro de los factores gue afectan la velocidad y extensidon de Ia sacarifica-
cidtn de la celulosa.Por lo mismo los filtrados coa los que se realizd la
reaccidn de sacarificacion fueron sometidos a una incubacién de 50°C sin
sustrato durante el lapso de tiempo que durd la reaccitn de hidrolisis con
la finalidad de observar el grado de pérdida de actividad bajo las condicio
nes de incubacidn a las que estuvieron expuestos en €l desarrollo de esta
reaccidn puesto que las enzimas son inactivadas debido a las condiciones
de reaccidn siendo esta inactivacién més rapida cuando son utilizados sus
tratos cristalinos {(Mandels, et al 1974), Los resultados obtenidos presentaZos
en las figuras 54 a 58 ,reflejan un comportamiento similar en la mayoria
de los filtrados utilizados aunque las actividades enzimiticas presentes ex
los de las cepas seleccionadas mostraron una disminucidén diferente de -
acuerdo a la naturaleza del inductor utilizado para la produccién de acti-
vidad. Es posible destacar que el filtrado en el que se detect® la mayor -
pérdida de actividad a esta temperatura de incubacidn fué el d= la cepa -
TE-013 producido er bagacillo de cafia va que la actividad de endoglucan: -
sa medida sobre CMNC es de un 11.57] de la ac:ividad originzl a las 12
horas de reaccidn lo cual podria indicar que la proteina prosente en estu
filtradc =s mis termoldbil a2 esta temperatura de incubacion s guz pudier:

tener olra temperaigra Opiiima para su accion mdas baja aungue el patrd:
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Jd= comportamiento bajo las coadiciones de la reaccida de sacarificacidn
puede ser otro, puesto que en ellas el efecto ejercido por el sustrato pue
de s=r favorable con lo que se‘pcdrra explicar el comportamiento seguido
en las mismas o bien que la actividad manifiesta después de este tiempo
es efectuada por esa - cantidad de enzima la cual es suficiente para los -
rendimientos finales obtenidos aunque no se puede descartar que en reali
dad este efecto se deba a la activividad ejercida por la beta-glucosidasa
por removimiento de los nivweles inhibitorios de celobiosa con lo que se
manifiesta de nuevo la actividad residual existente,

Por otro lado,la actividad de exoglucanasa fu: més estable ya que aun-
que se llega a tener un 20% de actividad esto se logra hasta las 36 hrs
de incubaciéa y los incrementos posteriores obtenidos de esa actividad -
residual son minimos.Este comportamiento 2s diferente en el caso del
migmo filtrado producido en celulosa microcristalina donde afin a las 48
hrs se tiene alrededor de 707 de actividad en ambos tipos de sustratos
lo cual puede ser un Indice de que aunque la cantidad de enzima fu€ me-
nor s més especifica para la actividad evaluada,

Con respecto al filtrado de la cepa TE-001 es posible observar que ia
estabilidad manifestada fué mayor en el filtrado producido en bagacillo -
para €l caso de los dos tipos de actividades, alin después de las 48 hrs
de incubacién puesto que disminuyen alrededor de un 509 de los valores
originales. El comportamiento mostrado por €l mismo filtradc pero pro-
ducido en celulosa microcristalina refleja s6lo una diferencia en lo gue

respacta a la actividad perdida de endoglucanasa puesto que a las 36 &ors

se tiene un 35,37 de la actividad comparada contra 42.8% sobre papzl
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filtro.

La estabilidad a S0°C mostrada por las cepas de referencia fué muy
similar entre ellas puesto Qque aparentemente £sta es muy grande para
esa temperatura de incubacidn que de hecho es la Optima reportada pa-
ra Trichoderma (Mandels, 1976) ya gue por lo general mantuvieron el 60%
de actvidad residual aGn después de las 48 hrs de incubacitn.lLa Gnica
diferencia notable fué sobre la actividad de endoglucanasa para el filtra-
do de T. viride QM 9414 precducido en bagacillo donde la actividad pre=
sente después de 36 hrs fué¢ de 20.1% efecto similar al de la cepa TE-
013.

De acuerdo al comportamiento mostrado =s posible establecer que hay
diferencias significativas en las actividades presentes en cada filtrado se
gtn la fuente de carbono utilizada para producirio siendo méis estables
a una temperatura de incubacidén de 50°C los filtrados obtenidos en celu-
losa microcristalina asi como también que la actividad mésg 14bil a estas
condiciones es la de endoglucanasa manifestada sobre todo en la cepa -
TE-013 donde es notorio la pérdida de actividad sufrida durante el perid
do de riempo de la reaccibn de sacarificacién,Por Io mismo, se puede con
gsiderar que el comportamiento de cada filtrado durante una reaccida de
hidrslisis depende en gran parte de las caracteristicas del microorganismo
del cual procede y que cada sistema enzimético en particular debe poseer
una temperatuta Optima a ia cual sea més estable dado que las coadicio-
nes a las que se rrabajd fueron las mismas,lo.cual no necesariamsncz -

implica que con ellas se lograra obtener la expresidn de la maxima acu-

yvidad,
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De hecho en estudios similares al respecto rzalizados con una celulasz

de C. cellulolyticum se ha encontrado que la actividad de endoglucanasa

presente en este microorganismo fué estable durante un p=riddo de incu-
bacidon de 24 hrs mientras que la exoglucanasz perdia 20¢; de su actividad
(Fahnrich e Irrgang, 1982), sin embargo (Eriksen y Goksoyr, 1976) demostra-
roa con los filtrados del cultivo de C, thermophile var dissitum que la ac-
tividad menos termoestable fué la de endoglucanasa lo cual apoya lo anterior
mente expuestoc sobre que la caracteristica de termoestabilidad depende de
12 naturaleza del sistema celulasa de cada microorganismo en particular
pero lo que no es discutible es que una de las razones para 1a disminucida
en la velocidad de produccitn de azlicares en una reaccidn de sacarifica-
cibén de la celulosa debe ser la inactivacidn térmica de la actividad enzimé
tica de las celulasas de los filtrados con los que se realiza (Fahnrich e

Irrgang, 1982).
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CONCLUSIONES,

En el desarrollo de ests trabajo fué posible evaluar el potencial de
utilizacidn del bagacilio de cafia de azficar para la produccidn de celu-
lasas y como sustrato de reaccioaes de sacarificacién utilizandc dos -
cepas seleccionadas a partir del mismo material las cuales resultan -
eficientes para pensar en su aprovechamiento y aunqus no mostrd ser
un sustrato tan eficieare como la celulosa microcristalina en lo que -
respecta a la produccibéa de actividad celulolftica, lo cual puede ser en
parte. causado por la cantidad de celulosa dispoaible presente,la cual -
obviamente es menor alrededor dz un S0% a la presente en un material
puro;si resulta atractiva su utilizaciéa por ser un desecho agroindustrial
abundante y renovable ademds que en la reaccién de sacarificacidn mos-
tré ser uno de los materiales que potencialmente podrfan ser utilizados
en 1a integracifn de un proceso industrial puesto que fué uno de los mis
hidrolizados por una de las cepas seleccionadas y quz ademéis mostré -
ser una de las méis aptas a este respecto.Aunque es necesario coasiderar
para la realizacién de tales fines,que la seleccitn de algin material ce-
luldsico de desecho como sustrato para efectuar la hidr6lisis enzimética
depende en gran parte de las condiciones locales de doande proviens o es
producido, pero un punto primordial necesario de considerarse es que sea
también barato en lo que respecta a los costos de recoleccifn, transporte
y almacenaje,

Con respecto a la utilidad que podrfan tener las cepas seleccicnadas -



en este trabajo,es claro que ambas resultan eficientes para el aprove-
chamiento de materiales celuldsicos de este tipo por lo que se podria
pensar ea utilizarlas en la produccida de celulasas y con los filtrados
del cultivo obtenidos de la misma,llevar a cabo una reaccidn de saca-
rificacion y aunque la cepa TE-001 result6 ser la mdés eficiente se po
drfa peasar que la TE-013 seleccionada por la camtidad de actividad -
para 'iirolizar sustratos faciles de degradar,podrfa ser complementa~-
ria en lo que se refiere a la actividad presente ya que se sabe que va
rias celulasas muestran accibn sinérgica para la hidrélisis de la celu-
losa cuando son coinbinadas entre ellas (Selby y Maitland, 1967;Wood, 1972;
Nisizawa, et al 1972;Streamer, et al 1975), También se ha intentado lograr
un aumento en la produccién de glucosa en los hidrolizados suplementan
do los filtrados del cultivo con actividad celulolitica con preparaciones -
provenientes de otros microorganismos en los que la actividad de beta-
glucosidasa sea elevada (Joglekar, et al 1983) ya que se sabe que como

en el caso de Trichoderma viride esta enzima sSlo se produce en muy

poca cantidad por lo gque su influencia en las reacciones de sacarifica-
cifa es significativa.

Por este y otros faciores mencicaados,es nscesario desarrollar am-
pliamente en un futuro cercano, alguna de las siguientes dreas:
__Contar con cepas productoras gue sean mutantes constitutivas ques -
no requieran la presencia de un inductor para sintetizar la enzima,
__Obtencién de cepas mutantes ins2nsibles a represibn catabdlica o
sea obiener cepas capaces de sintetizar celulasas en presencia de -

glucosa,



__Conrmar con celulasas termoestables, ya que las enzimas son inacti-
vadas debido a las condiciones de reaccidn siendo esta inactivacidn més
rapida c.:ando son utdlizados sustratos Je tipo cristalino (Mandels, et al
1974).

__Produccei6n de celulasas resistentes a inhibicién por producto final.
__Intentar mezclas de diferentes preparaciones enzimdticas coz el fin

de lograr con las mismas un incremento de la reaccidn de sacarifica-

cita.

Por lo mismo se podria pensar en forma gengrica qu= existen mejores
posibilidades de aumentar la efectividad de la sacarificaci6n enzimatica

de la celulosa a través de la manipalacién biolSgica de microorganismos

y eazimas,
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