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INTRODUCCION

La escasez de alimentos en el mundo ha originado que
se promuevan investigaciones tendientes a otilizar fuen--
tes renovables alimentarias hasta ahora no aprovechadas;

‘'se desperdician grandes vglémenes de alimento después de-

su cosecha o procesamiento debido a que no son tratados &
aecuadamente. Existe la necesidad de recuperar productos
de baja calidad que al cabo de cierto tiempo presentan --
‘problemas de envéjecimiento,diFicultando su preparacién‘y
su digestibilidad. Este problema se presenta principal--
mente en el ramo de cereales y leguminosas, en hagazo de-
cafa de azlcar y forrajes, los cuales presentan en su --
composicién-gran cantidad de material celulésico.

La degradacion celulésica es de gran importancia en-
el ecosistema, los microorganismos contribuyen en gran --
parte al desdoblamiento de celulosa insoluble a monosaca-
ridos y_gligg;ggécidos solubles, razdén por la qd;ugéABa -
}ncrementado el interés en la investigacidén tendiente al-
aprovechamiento de microorganismos que degraden materia--
les celuldsicos y al empleo de las enzimas producidas por
éstos. .

Por medio del conocimiento de las propiedades de las
enzimas celuloliticas se pueden desarrollar técnicas que-
pueden ser aplicables a procesos industriales.

Un gran nimero de bacterias y hongos presentan la ha
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bilidad de utilizar la celulosa como fuente de energighi—-
siendo estos Gltimos los mejores productores de celulasa y
los mas viables para la obtencién industrial.

La celulasa puede ser empleada en la utilizacidén de -
productos que presentan condiciones desfavorables para su-
utilizacién y es de gran interés econdmico y social, ya --
que ademas de mejorar la calidad de productos alimenticios,
se pueden tener ventajas en procesos‘tales como la extrac-
cién de componentes del té verde, proteinas de frijol de -
soya, ademas de apliﬁaciones potenciales como preparacion-
de glucosa a partir de celulosa, aprovechamiento de desper
dicios urbanos, etc.; por otro lado, en base al empleo de-
la pasta de células obtenidas en la fermentacién, ésta pue
de ser utilizada en el mejoramiento de la alimentacidn anl
mal por su contenido proteico.

Dada 1a importancia de la diversidad de aplicaciones-
de las enzimas celuloliticas, se ve la conveniencia de ---
estudiar las condiciones de fermentacidn para la produccién
de celulasa por un proceso industrial a partir del hongo -

Trichoderma viride.
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1.0 MATERIALES CELULOSICOS

1.1 MICROESTRUCTURA DE LAS FIBRAS CELULOSICAS

Las fibras celulbsicas pueden ser obtenidas de dife--
rentes partes de la planta, de semillas de algoddn, lino, -
yute, fibras de pifia, de hojas y fibras de la madera de la

parte lefosa. Las fibras se encuentran en los tejidos lig

nificados y su fdgg}én principal es la de oroveer de sopor
te mecanico a las diferentes partes de la planta. Este so
porte proviene de las paredes de la célula, compuesta ---
principalmente por celulosa, esto se puede ilustrar median
te division celular, en la cual la pared celular consta -
de tres capas: primaria, secundaria y terciaria, dando lu-
gar a una célula amorfa que se forma en el &parato de Gol -
gi y mas tarde se desarrolla dentro de una capa intercelu-
lar que consiste de hemicelulosa y poliurénidos. Los ---
componentes celulésicos de la pared se depositan comé mi=--
crofibrillas en arreglos caracteristicos. La pared prima-
ria se desarrolla durante ug fase de crecimiento superfi--
cial, la cual se estira debiliténdose cuando la célula --
crece y las microfibrillas sufren un reacomodo, estas, al -
irse formando, se depositan continuamente y sin orden so--
bre la superficie extendida.

Posteriormente, el crecimiento de la pared celular --
cesa en areas en las cuales los nutrientes pasan a través-

de ésta. Estas areas se presentan mas tarde como regiones



delgadas de la pared y forman huecos de diferentes medi --
das, los cuales pueden retener la estructura de la pared -
primaria y sus microfibrillas presentan reacomodos poste--
riores. Cuando la pared primaria ha alcanzado su maxima -
extension y el crecimiento superficial ha terminado, prin-
cipda la formaciéon de la pared secundaria que comienza en-
la parte central de la pared primaria y prosique hacia --
ambos extremos de la celula. Esta pared se caracteriza --
por los reacomodos paralelos de las microfibrillas; su ca-
pa exterior consiste de varias laminas de microfibrillas -
dispuestas en espirales alternas. La capa media de la pa-
red secundaria es el componente abultado, las microfibri--
l1las se encuentran compuestas por numerosas laminas delga-
das de la capa media, arregladas en forma de hélice. La -
capa terciaria presenta pequefias particulas granulares y -
recibe el nombre de capa granulosa.

Entre los espacios de las microfibrillas se depositan
sustancias como hemicelulosa y poliurénidos que se encuen-
tran como incrustaciones ( lignina ), el contenido de hemi
celulosa en las paredes secundaria y terciara es bajo y -~
alto en la lédmina media.

Se ha visto que las fibras celuldsicas, en general, -
presentan cierta dificultad para su degradacion por medio-
de microorganismos. La razon principal es su estructura -
compacta que impide la libre difusidon de las enzimas que -

la degradan, si se agrega a esto la composicidén quimica --
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heterogénea de la pared celular, se requiere que los micro
organismos produzcan un complejo enzimatico altamente espe
cializado.

Los principales factores que influyen en 1a degrada--
cién de las fibras celulésicas son: la morfologia de los-
microorganismos y ciertas peculiaridades en la produccion-
de sus enzimas, ya que cada especie tiene sus propias ca--
'racteristicas de llevar a cabo la hidrélisis.

1.2 CELULOSA

Es el polisacarido de sostén maés distribuido en la na
turaleza, ya que constituye aproximadamente 1a mitad de 13
pared celular de los vegetales y cereales, tales como la -
paja, cascara de maiz, el algodén que es casi celulosa pu-
ray el lino.

Quimicamente 1a celulosa es un polimero de la glucoss,
en el que las uniones de glucosa estén enlazadas por unio-
nes beta 1-4 glucosidicas formando cadenas rectas de varia
‘do grado de polimerizacion (Fig 1). El peso molecular es -
tan elevado que no se puede determinar hasta que se consi-
gue su degradacién. Haworth (citado por Jurasek“) mediante
un fraccionamiento meticuloso consiquid aislar cierta can-
tidad de tetrametil glucosa, que corresponde a un grupo ter
minal de una cadena de 1,000 unidades de glucosa dando un-
peso molecular medio de 300,000 a2 500,000.

Las fibras muestran regiones que se explican por la--
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teoria micelar, en las cuales la unidad cristalina superfi
cial esté constituida por haces de cadenas orientadas para
lelamente ( micelas ), la longitud de la unidad micelar es
dev1.6 A; lo que corresponde a 100 6 200 cadenas de celulo
sa constituyentes de la micela, su longitud es de 600 A, -
1o que indica una longitud minima de la cadena correspon--
diente a 200 unidades.

Se atribuye a la beta configuracion el que las cade--
nas de glucosa puedan interactuar con cada uno de los enla
ces de hidrbgeno formando micelas fibrilares cristalinas,
dando qran resistencia mecadnica y estabilidad a la molécu-
la; presentando poca solubilidad en agua y al ser introdu-
cida en ésta o en alcalis diluidos se hidrata. Esto se de
be a una reaccidén intermicelar con el agua, debido a que -
no se rompe el reticulo cristalino, 1o que sucede cuando -
se destruye la celulosa. Debido a esta propiedad, la celu
losa es resistente a 1a enzimdlisis. Muchos microorganis-
mos como bacterias, ciertos protozoos, hongos y algunas al
gas son capaces de hidrolizarla y utilizarla como alimento.
En consecuencla, se producen algunos casos interesantes de
simbiosis, como el que se presenta en los rumiantes, los -
cuales pueden digerir la celulosa solamente por la presen-
cia de microorganismos en el interior de su aparato diges-
tivo especialmente organizado. Sin embargo, tanto éstos -
como el hombre y otros animales no sintetizan las enzimas-

necesarias para su degradacion.
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El hecho de que algunos microorganismos puedan hidro-
lizar los enlaces alfa glucosidicos y otros los beta, cons
tituye un ejemplo del caracter esterecespecifico de los --
procesos bioquimicos y del impacto .que la estereoquimica -

tiene en nuestras vidas.



FIG 1
ESTRUCTURA DE LA CELULOSA
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2.0 ENZIMAS

El grupo mas importante de las proteinas que exhiben-
actividad biolbégica es el de las enzimas. Estas proteinas
son los catalizadores que estimulan reacciones quimicas en
la célula. A diferencia de los catalizadores inorgénicos,
una enzima despliega un grado inusual de especificidad, --
tanto como en lo que respecta al sustrato sobre el cual --
agrga, como en lo que se refiere al tipo de reaccidén que -
c;?éllza.

Las células pueden actuar como maquinas quimicas ---
porque poseen enzimas que aumentan la velocidad de reac---
cidn quimica especifica. Lai enzimas poseen varios grados
de estabilidad dependiendo de varios factores: tamafio iénji
co, temperatura, pH, etc.; en muchos casos, la actividad -
de estas enzimas se debe al manejo de estos pardmetros, ya
que por ejemplo,la exposicidén a temperaturas extremas cau-
sa desnaturalizacion o pérdida de la actividad enzimAtica.
Hoy dia se han encontrado muchas aplicaciones de uso indus

trial para las enzimas.

2.1 CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS
Una clasificacion utilizada cominmente es la siquiente:

1.- Oxidoreductasas
1.1 Actian en los grupos CH.OH del donador

1.2 Actéan en qrupos aldehidos o cetona del donador



1.3 Actlan sobre grupos CH-CH
1.4 Actian en grupos CH-NH,
1.6 Act@an en grupos C-NH del donador

1.6 Act(an sobre reduccién del NAD o NADP como dona-
dor

1.7 Actlan sobre otros compuestos nitroaenados como-
donadores.

1.8 Actian sobre grupos sulfuro del donador
1.9 Actilan sobre los grupos heme del donador

1.10 Actlan sobre difenoles y sustancias relacionadas
como donadores

1.11 Actlan sobre H20 como aceptor

2
1.12 Acttan sobre hidrégeno como donador

1.13 Actﬁgn sobre donadores individuales con incorpo-
racion de oxigeno ( oxigenasas

1.14 Actian sobre un par de donadores con incorpora--
cién de oxigeno en un donador ( hidrolasas
2.- Transferasas
.1 Transferencia de un carbono
Transfieren aldehidos o cetonas finales
Aciltransferasas
Glucosiltransferasas
Transfieren qrupos alcohilo & grupos relacionados
Transfieren grupos nitrogenados

Transfieren qrupos que contienen fésforo

N NN NN NN
W N O NN FowoN

Transfieren grupos que contienen azufre

3.- Hidrolasas

3.1 Actlan sobre enlaces éster



4.0

5.0

6.0

3.2 Acttan

3.3 Actdan
3.4 Actdan
3.5 Actdlan
3.6 Actian

3.7 Acttan

3.8 Actuan
3.9 Actdan
Liasas

L.1 Liasas
L.,2 Liasas
4.3 Liasas
L. 4 Liasas

L.,5 Liasas

sobre arupos qlucosidicos

sobre enlaces
sobre enlaces
sobre enlaces
sobre enlaces
sobre enlaces
sobre enlaces

sobre enlaces

eter

peptidicos

C-N
Arido-anhidrido
c-C

haluro

P-N

carbono-carbono

carbono-oxigeno

carbonoenitrogeno

carbono-azufre

carbono-halégeno

L.6 Otras liasas

| somerasas

5.1 Racemasas y epimerasas

5.2 |somerasas cis~trans
5.3 Oxidorreductasas
5.4 Transferasas

5.5 Liasas

5.6 Otras

Liqgasas

6.1 Forman

intramolecul ares

intramolecul ares

intramolecul ares

isomerasas

enlaces C-0

6.2 Forman enlaces C-S



6.3 Forman enlaces C-N

6.4 Forman enlaces C-C

De acuerdo a esta clasificacion las enzimas celuloli-
ticas se encuentran dentro del grupo de las hidrolasas y -
en el subgrupo que act(a sobre grupos glucosidicos.

Las enzimas pueden ser divididas en dos grandes cate-
gorfas de acuerdo a su localizacion en las células: exo---
enzimas o enzimas extracelulares -y endoenzimas o intracely
lares. Las enzimas extracelulares son sintetizadas dentro
de la célula y secretadas al espacio extracelular; las --
enzimas intracelulares son sintetizadas dentro de la célu-
la y no son secretadas. En la mayoria de los casos del ti
po intracelular también estan presentes como agregados y -
pueden ser liberadas o atrapadas dentro de las particulas-
subcelulares o membranas intracelulares, lo cual hace que-
su aislamiento se dificulte.

En general, las enzimas extracelulares tienden a cata
lizar hidrolitica o degradativamente las reacciones y las-
enzimas intracelulares se encuentran mas asociadas con la-
sintesis de éstas; muchas enzimas intracelulares se presen
tan como sistemas altamente organizados que catalizan o
una serie ordenada de reacciones. La mayoria de las enzi-
mas utilizadas comercialmente son del tipo extracelular.

Independientemente del interés que se tenga de la pro
duccién extra o intracelular de las enzimas, existen algu-

nos tipos de procesos que pueden ser utilizados en favor -



de la enzima deseada. La cantidad producida de enzima por
una célula resulta de una combinacion de fentmenos genéti-

cos y enzimaticos.

2.2 FUENTES ENZIMAT!CAS

Cualquier organismo viviente es,en teor?a,una fuente-
de la cual se pueden obtener enzimas para aplicaciones ==
industriales, analiticas o médicas.

No todas las enzimas se pueden extraer de los organis
mos vivientes, o al menos, no en cantidades detectables; -
de esta forma, la tarea es encontrar una fuente econdmica-
que produzca la enzima deseada en suficiente concentracion
y de la cual la enzima pueda ser aislada y posteriormente-
purificada con una pérdida minima de su actividad.

Basicamente existen tres fuentes enzimaticas que son-
de origen microbiano, vegetal y animal; aunque existe una=-
cuarta fuente o alternativa futurista, que es la obtencidn
de enzimas o analogos de las mismas por sintesis quimica.
Estos (1timos son compuestos sintéticos modelados después-
de la fragmentacion de la enzima, reteniendo la parte acti
va, pero probablemente pierde la especificidad de la enzi-
ma nativa y, en consecuencia, la modificacién de 1a misma.

La mayoria de las enzimas de origen animal pueden ser
obtenidas de diversos 6rganos o glandulas; por el tiempo -
de crecimiento y la dificultad del aislamiento, l0s anima--

les sirven como fuente enzimatica unicamente bajo condicio
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nes especiales, aunque en ocasiones la fuente de origen --
animal es la Gnica para alqunas enzimas.

Hoy-dia, los organismos microbianos son los mas utili
zados como fuente enzimatica, debido a que son facilmente-
inducibles de manera que ofrecen una oportunidad para el -
desarrollo de enzimas con mayor opcidn a paréametros tales-
como pH optimo, temperatura, etc.; también los tejidosAve-
qetales son buenas fuentes para la obtencion de enzimas co
merciales, pero como su ciclo de crecimiento es mas largo-
tiende a ser menos econdmica, 1o que origina que la fuente
microbiana sea la mas aceptada desde cualquier punto de -«

vista.
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* 3,0 HIDROLISIS DE CELULOSA

La hidrélisis de celulosa produce celobiosa, celotrio
sa y celotetrosa, lo cual indica que las uniones de gluco-
sa se encuentran unidas iqgual que en la celobiosa, es de--
cir, que la molécula estéd constituida por una larga cadena
que en condiciones mas enérgicas se hidroliza produciendo-
glucosa. Aunque se hidrolice en las mejores condiciones,
nunca se aisla mas del 95% de la glucosa tedrica, lo que -
indica que una parte de la glucosa se destruye durante el-
proceso, o bien, que existen pequefias cantidades de otras-
unidades que no han sido identificadas. Esto Gltimo pare-
ce ser 1o mas probable, pues ain la celulosa mas purifica-
da contiene siempre una pequefia cantidad de grupos carboxi
lo que seguramente en la planta estan esterificados y po-=
dréan formarse por grupos aldehido enmascarados por las par
tes terminales de la glucosa o también, por alguno de los-

qrupos de alcohol primario.

3.1 PRETRATAMIENTO DE LA CELULOSA,

Como la estructura de la pared celular de la celulosa
nativa es totalmente campaéta. los problemas de degrada-«--
cién son de tipo estérico, por lo que para un proceso prac
tico de hidrdélisis es necesario tratar el material celulb-
sico antes del uso de las enzimas por medio de algunos pre

tratamientos cuyo objeto es la pérdida de la estructura --



altamente cristalina y la remccidn de lignina.

La deslignificacidn parcial puede ser alcanzada por --
tratamiento alcalino, acido o combinado; el empleo de ~---
diéxido de azufre es equivalente al método convencional, -
que consiste en el uso de bisulfito de amonio para la pro-
duccidén de celulosa y puede usarse para el rompimiento de-
carbohidratos sin ninguna remocidn de lignina; ! desligal
ficacidén bioldgica es una posibilidad interesante.

El tratamiento con alcali es eficiente, ya que el -~
hidréxido de sodio hidroliza la celulosa y provoca despoli
merizacién, ia menor concentracion de hidroxido de sodio -
que causa hidrolisis intracelular es del 8%. Si el tiempo
de tratamiento es largo, se disuelven algunas cantidades -
de hemicelulosa, lo que provoca pérdida de materia seca --
que es una desventaja.

Los Acidos organicos también hidrolizan y solubilizan
la celulosa y pueden dar lugar a la formacidn de ésteres y
enlaces glucosidicos hidrolizados, pero a traves del uso -
de concentracicnes adecuadas dei acido, éstas reacciones -
se pueden eliminar. Se ha encontrado gue el dcido utiliza
do comunmente para la deslignificacion de celulosa sin nin
guna hidrélisis significativa es el acido fosférico.

Otro pretratamiento es el uso de radiaciones ultravio
leta en altas dosis, ya que rompe la molécula de! pol isach
rido.

Generalmente se combinan tratamientos de calentamien-



to con alguno mecadnico o quimico, aunque el calentamiento-
sblo tiende a disminuir la porosidad, retardando la hidré-

lisis.

3.2 DEGRADACION ENZIMATICA

Las bacterias juegan un papel insignificante en lo --
que se refiere a la degradacion de celulosa. El ataque --
por medio de hongos es fuerte y depende de la organizacién
de sus hifas, las cuales dan a estos microorganismos la ca
pacidad de penetracion y de produccidon de enzimas.

Los hongos imperfectos y Ascomicetos son de los micro
organismos mas importantes para la degradacién de plantas-
y vegetales y forman una parte considerable de la microflo

ra zimogena del suelo.

3.2.1 DEGRADACION POR BACTERIAS

La difusion de las bacterias en los tejidos es lenta,
ya que la penetracion de éstas entre las células ocurre --
s6lo a través de los huecos de la pared celular y al lle-
gar a las membranas delgadas las enzimas bacterianas las -
disuelven. La infeccion se difunde preferentemente en las
hileras medulares, las cuales son ricas en nitrégeno y con
tienen numerosos espacios. La accion local de las bacte--
rias es en el interior de las depresiones que se encuen---

tran en la superficie de la céelula, las cuales s6lo ocupan



la mitad de la lamina.

La degradacion de las fibras de aiqodén nor bacterias
generalmente empieza en la superficie exterior, contrastan
do con el ataque de ios hongos que camienza en el lunen de
la fibra. La bacteria adherida a la superficie exterior -
crece rapidemente hacia adentro disolviando la cuticuia yv-
mas tarde causa erosiones profundas en la sared secundaria:
ésto es debido probablementa al abastecimiento de nftroge-

no organico.

3.2.2 DEGRADACICN POR -HCNGOS

Desde un punto de vista morfoldgico, los hecngos se --
encuentran mejor equipados que 'as bacterias para atacar -
los tejidos celuldsicos, por la penetracicn nrofunda de --
sus hifas dentro del tejido; de esta forma. su crecimiento
se ve restringido al lumen de la célula y esta es la razom
por 1a cual el ataque nor hongos procede mas rapido en une
direccidn axial que en una transversal, ya que ias hifas -
penetran en las paredes celulares a través de los huecos -
del tejido.

Algunos microorganismos de la flora zimogena de! sue-

lo que degradan la celulosa son: Fusarium solani, e
Trichoderma viride, Asperqillus wusti» v “igun - -speclee .

de Penicillium, los cuales se han aisiado de la madera --
aportando aproximadamente el 95 /£ de los microorganismos -

sislados de ésta.



4.0 NATURALEZA DE CELULASAS
4.1 ENZIMAS CELULCLITICAS

rasta chora se ha establecido que por 1o menos hay -«
tres tipos de actividad celuiolitica: exo beta -4 glucana
s3, endo beta 1-I alucanasa y beta glucosidasa. Se obser-
va un fuerte afecto de sinergismo entre 1as endo y exo --
beta glucanasas en la hidrdlisis de la celulosa cristalina,
este efecto no se presenta cuando la celulosa sufre un pre
tratamiento por medio de acidos. La beta glucosidasa hi--
droliza la celobioss y cadanas cortas de celooliagosacari--
dos produciendo aglucosa, pern no tiene efecto schre la re-
lulosa; algunas beta glucosidasas atacan aril beta glucds]
dos pero no celabiosa.

La primera hipotesis concerniente a la hidrolisis --
enzimatica de celulosa fué dada a conocer por Resse vy cola
boradores (24 ), ellos reportan la existancia de una enzi-
ma no hidrolitica C1, la cual actia como iniciadora de la-
hidrolisis de celulosa nativa nor rompimiento de los enla-
ces hidrogeno entre lag cadenas de '‘celulosa. Este primer-
escalon es un prerraguicito para poder efectuar la degrio--
dacién mediante las enzimas hidroliticas £ También se -
penso que los microorqganismos celuloliticos eran incapaces
de crecer socbre celulosa nativa v no sintetizaban enzimas-
Cy; en el presente, 1o mas aceptado es que la enzima Cy es

una enzima exo beta 1-h alucarnssa. E&n el caso de .-



Trichoderma viride y Trichoderma koningii se ha encontrado

que la enzima C, pura es una celobiohidrolasa.

De acuerdo a lo visto anteriormente, se cbserva una -
acclén cooperativa entre endo y exo glucanasas que hidroli
zan celulosa cristalina a celooligosacaridcs solubles ---
principalmente en celobiosa, la cual es puesta en libertad
por excglucanasa. ’

A nivel molecular, la hidrblisis de celulosa es una -
reaccidén simple, la cual consiste de una adicion de agua -
que se une a los enlaces glucosidicos resultantes de la -~
despol imerizacion de la cadena principal para perder visco

sidad, obtreniéndose como productos finales glucosa y celo-

biosa ( Fig. 2 ).

4,1.1 EXO Y ENDO GLUCANASAS

2
Wood y Mc. Crae ( citado por Enari ) separaron el --

camplejo celulasa producido por Trichcderma koningii, en--

contrando 8 componentes puros por medio de cromatografia -
en gel; cromatografia de intercambio i6nico y electrofore-
sis. Estos componentes fueron una exo beta 1-4 glucanasa,
Cyi cinco endo beta 1-L glucanasa, Cx y dos beta glucosida
sas.

Los mismos autores reportaron que las exo glucanasas-
estan presentes en el desdoblamiento de la celobiosa de la
cadena final no reducida de la celulosa, asi que se les --

llama sistematicamente 1-4 glucancelobiohidrolasas. Las -
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—¥endo glucanasas hidrolizan los enlaces 1-4 glucanhidrola-
sas. Las endo glucanasas pueden ser diferenciadas de su-
atague sobre carboximetil celulosa por la rapidez de solu
biligacion de la calulcsa hidratada con écido fosfdrico.

Erickson y colaboradores ( 3 ) estudiaron celulasas-

provenientes de hongos como Sporotrichum pulvurulentum --

{ comGnmente 1lamado Crysosporium lignorium ) y aislaron-

cinco endo beta 1-4 glucanasas y una exo beta 1-4 glucana
sa. Posteriormente se aislaron estas proteinas y utili--
zindose varios métodos de prueba, determinaron la relacién
de actividades de éstas, la cual fué: L.1.1:1.1

Petterson ( citado por Enari? ) fracciond el comple-

jo celulasa extraido de Trichoderma viride encontrando --

cuatro fracciones, los métodos utilizados fueron cromato-
grafia en gel, intercambio ionico y electroforesis; los -
componentes son una endo glucanasa, una exo glucanass y -
una celobiasa.

— La beta glucosidasa acelera la accion de la exo glu-
canasa sobre celulosa microcristalina por remocion de ce-
lobiosa. Segun Wood y Mc. Crae ( citado por Enarl2 ) los
hongos producen por lo menos cinco endo beta 1-4 glucana-
sas; los compoenentes Cx varian en grado casual la acciodn
hidrolitica, sin embargo, se ha demostrado que todos los-
organismos que hidrolizan celulosa nativa son capaces de-

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

de Trichoderma viride, Trichoderma koningii y Sporotrichum
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Egjvurulcntum. asta enzima es beta 1-4 glucan celobiohidro
lasa ademés de una beta 1-4% glucan glucosilhidrolasa, pero

ninguna de estas enzimas han sido aisladas en astado puro.

4.1.2 BETA GLUCOSIDASAS

La tercera actividad involucrada en el rompimiento de
celulosa, es beta glucosidasa o celobiasa, la cual hidroli
za principalmente celcbiosa vy celodextrinas de alto peso -
molecular a beta glucosa. Estas enzimas aceleran la hldré
lisis de celulosa cristalina por remocidén de celobiosa, la
cual es un inhibidor de exo beta glucanasa. L3s beta glu-
cosidasas se encuentran muy difundidas en los hongos.

Bucht y Eriksson ( citado por EnarI2 ) aislaron beta-

glucosidasa de Sterum sanguinolentum vy de Trichoderma ==--

koningii que producen las dos beta glucosidasas.
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5.0 PROPIECADLS DE CELULASAS

Los peszos moleculares de lss cinco endo glucanasas --

aisladas de Sporotrichum pulvurulentum varian entre 23300

y 37,500, se han encontradc pocas diferencias en 1a --
oy sl . . - .

composicion de aminoacidos, el punto isceléctrico varia ==
entre 4.2 v 5.32 haciendo posible su separacion; con excep
cion de un romponente, todas las endo qlucanasas son gluco

‘
proteinas.

Se muestran algunas de las propiedades de celulasas -

aisladas de Trichoderma viride en 13 Tabla |.

—% Los pesos moleculares de las exo y endo glucsnasas de

Trichoderma viride y Trichoderma koningii se encuentran --

entre 40,000 y 75,000, teniendo también compcnentes de ba-
jo peso molecular que oscilan entre 12,500 y 13,000. Una
de las propiedades mas importantes de las celulasas es la-
termoestabilidad, ya que la hidrolisis de la celulosa se -
lleva a cabo mas rapido a altas temperaturas, siendo las -
endoalucanasas mas estables que las exo glucanasas. Las -
endoglucanasas son estables aln después de cuatro horas a-
#0°C y a pH de L.5; la beta qlucosidasa y las exo glucana-
sas de Trichoderma koningii se asemejan una a la otra en -

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

damente de su actividad original a esta temperatura y a pH
de 5.0 durante un lapso de cuatro horas; en presencia de -

algodon, las celulasas de Trichoderma koningii y Fusarium-

solani son estabies, no presentan perdida de actividad --
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cuando se incuban cuatro semanas a 37°C y ph 5.0

5.1 MECAN1SMO DE ACCION DE CELULASAS

wWood y Mc. Crae ( citado por Linko'3 ) purificaron la

exo glucanasa ( coﬁpoaente Cy ) de Trichoderma koningli --

utilizando cromatografia de intercambio idnico en una co--
lumna DEAE-Sephadex y elusién con gradientes de oH, las
endoglucanasas de bajo peso molecular no afectan la remo--
sidn cinética de las fibras de algodén, siendo separadas -
primero de un filtrado de cultivo por cromatografia de gel
en una columna Sephadex G-75, la fraccién sohrante conte--
niendo endo glucanasa ( Cx ) y beta gluccsidasa son separa
das como se muestra en la Fig. 3

La extraccidn cuantitativa de exo y endo glucanasa de

un filtrado de cultivo de Sporotrichum pulvurulentum es po

sible reconstituirla utilizando las enzimas purificadas.
£l filtrado original degrada 52.1% de algodén desengrasado,
mientras que la solucién reconstituida degrada 20%; cuando
el cultivo se incuba con nitrégeno en lugar de oxigeno del
aire, el nivel de degradacion de celulosa disminuye del --
52.1% al 21.5%, lo que es debido a la oxidacion del sitio-
activo de la enzima.

La mayoria de los estudios concernientes a la hidroli
sis de celulosa se han realizado utilizando celulosa pura-
como sustrato, ya que en materiales naturales la celulosa-

se presenta generalmente como un complejo.
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La degradacidn de celulosa es un proceso compl icado,
se ha demostrado ampliamente que hay un efecto de sinergis
mo entre exo y endo glucanasa, ademds de esto es necesaria
la presencia de beta glucosidasa para la remosion de celo-
biosa, que de otra forma inhiblirfa la accién de exogluca--
nasa. '

Se ha tratado de reemplazar el viejo concepto de Cqs
C, por nanbres mas precisos como exo beta glucanasa y endo
beta glucanasa, eviténdose de esta forma la confusion del-
término Cy por exo glucanasa, ya que hay exo glucanasas --
que no atacan la celulosa nativa.

E! mecanismo de reaccidn del complejo celulasa se pue

de esquematizar de la siquiente manera:
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1.- Hidratacion del carbohidrato.- Para que se efec
tie la hidrélisis del carbohidrato es necesario que se --
encuentre hidratado, ya que se forman puentes de hidrégeno

entre el agua y éste.

aE

©
>
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r/ CHiJDH H ()H ]
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2.- Fijacion o Anclaje.- La fijacion del carbohidra
to por la enzima se lleva a cabo mediante puentes de hidrd

geno formados entre los grupos libres de la enzima y los -

grupos OH™ del azlcar.
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2.- Fijacion entre el carbohidrato y la enzima por -

el metal.- En esta fase se efect(a 1a fijacion entre =1 --
enlace glucosidico del azlcar y el sitio activo de la enzi

ma por medio del metal nue, en este caso es calcio ( en --
forma de cloruro de calcio ) que en su estado basal pre--
senta una configuracidon bs , sufriendo hibridacion sp con-

posibilidad de aceptar dos pares electrénicos.

ESTADO BASAL DEL CALCIO

4s
HUBRIDACION sp E]:D

10"
CHlvOH R 1 |
|
C O - (=

J
LO-H Cl-Ca-Cl HL\ g

H x , (;\\x
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4L - Una vez que se tiene la unidn enzima-sustrato, -
sobreviene la ruptura en el puente de hidrbogeno formado --
entre el agua y el oxigeno del enlace qlucosidico debido a
la densidad electrénica de éste, quedando con carga positi

va el hidrogeno y con carga negativa el OH del agua.

o

=




5.- Posteriormente se lleva a cabo un rompimiznio --

heterol itico entre el oxigeno del eniace qlucosidico v 2i
: ;

carbono mim 1 de una unided de glucosa, con fa subsrCuenis

aparicién de carga positiva en este carbono.
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6.- Al quedsr =1 carbono Nim | con carga positiva, -

hay una neutralizacién de cargas por la atraccidn 2lctros-

la carga positiva.

ratica del OH del ajua v




7.- Ffinalmente, una vez =2fecruado 2l ~omniniento del
enlace se forman dos azlcares y viene Iz separacion del --

cemplejo enzima-sustyato,

ENZIMA



Tipo de enzima

TABLA |

Algunas propiedades de enzimas celuloliticas aisladas de

Peso
Molecular

Trichoderma viride

Punto .
Isoeléctrico

Contenido de
Carbohidratos

CMC Celuiosa Micro Celotetraosa
cristalina

%) Actividad hacia diferentes
Sustratos

Exo beta 1-4

glucanasa 42,000 3.79 9 - -t +
Endo bota 1=k

alucenase | 12,500 4,60 21 + - +
Endo beta 1-4

clucanasa || 50, 000 3.39 i2 + - +
Beta glucosi

dasa 47,000 5.74 0 - - it

-"i-
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F1G. 3
Fsquema de fraccicnamiento de enzimas celulnliticas de

Trichoderma koningii

Cx + gqlucosidasa

SE-Sephadex-buffer de succinato
JS-0.01 gradiente de pH 4.5-5.5

Cx g -glucosidasa + Cx
Punto isoeléctrico Punto isoeléc'rico
pH 4-6 pH k-6
c, Covs -glucosida ~qlucosid
(¥ X(}) gltucos 53(1) glucostiaasa g
(o1 h.32) (p1 %.09) s (pt 5.85) . UG =Sels)
Punto isoeléctrico
pH 5-7
~-qlucosid
qlucosi asa{?) Cx(?)

fpl 5.85) fpl 6.27)



- 36 -

5.2 DETERMINACIONES DE ACTI1VIDAD

Las determinaciones de actividad de las enzimas celu-

“loliticas son complicadas debido principalmente a dos ---
factores:

1) En la mayoria de los casos las determinaciones no
son realizadas con enzimas purificadas, pero si en solucio
nes que contienen una mezcla de enzimas celuloliticas. De
bido a la accién sinérgica de estas enzimas, la actividad-
determinada se ve influenciada por las propiedades de las-
diferentes enzimas.

U, 2) Los sustratos utilizados son macromoleéeculas natu-
rales que dificultan la estandarizacién, por lo que el -~
sustrato ideal seria uno de bajo peso molecular y especifi
co para la determinacidén de la actividad de cada fraccione-
enzimatica; desafortunadamente, s6lo en el caso de beta --
glucosidasa existe un sustrato especifico.

fn los métodos utilizados para las determinaciones de
actividad pueden adoptarse dos técnicas: una en la cual -
el punto inicial es 1a utflizacién de celulasa para la --
produccion de glucosa para varios materiales celulésicos,
en la que se determinan los reductores totales, métodos de
este tipo dan un valor que abarca la actividad celuloliti-
ca tota!,'pero no }ndican cual es el rango de actividad --
enzimdtica individual. Estos son utilizados para las de--
terminaciones de la capacidad de un complejo enzimadtico --

que degrada la celulosa. La otra técnica es la que deter-
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mina la actividad enzimatica en forma individual, defi ---
niéndose el rango de actividad de cada enzima. EIl inconve
niente de este método es que se tienen que conocer qué --
enzimas se encuentran involucradas en esta degradacion, --
ademés de la falta de sustratos e inhibidores especificos,
los cuales permitirian la cuantificacion de la actividad -

de una enzima en presencia de otras.

~—4&5.2.1 ACTIVIDAD CELULOLITICA TOTAL

En determinaciones de actividades celuloliticas, el -
sustrato debe ser normalizado, debe tomarse en cuenta el -
tiempo de reaccion debido a que el sustrato es un material
insoluble ya que se requiere de cierto tiempo para que 1a-
enzima se difunda dentro de la fibra y los productos de hi
drdlisis fuera de ésta.

Para obtener un resultado significativo, los analisis
requieren de un tiempo de reaccién largo para que se pueda
hidrolizar una fraccion apreciable de los enlaces menos --
accesibles. Esto es, para una actividad celulolitica to--
tal, no existe regla que muestré el rango inicial de reac-
cién.

Para estos fines se han propuesto varios sustratos, -
entre los cuales se encuentran lé fibra de algodén, que es
una de las mas resistentes, el avicel, carboximetil celulg
sa 'y papel filtro.

La hidrélisis del papel filtro se ha utilizado para -

la determinacidn de la actividad celulolitica total con re
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sultados satisfactorios. £l méiodo mds aceptado es 2] pro
puesto por Mandels y Weber ( citado por Enariz ), el cual-
consiste en la cuantificacion de azicares formados bajo --
condiciones estandarizadas, el tiempo de reaccién es rela-
tivamente corto, | hora; si el tiempo de reaccidon se quie-
re reducir, entonces se incrementa la cantidad de enzima,
aunque el incremento en la formacion de glucosa no es li--
neal, porque la mayor parte del sustrato reactivo es con--
vertido al principio del periodo de reaccidn, pero se pue-
de lograr un incremento lineal utilizando diluciones de la
enzima; por otro lado, si se determinan concentraciones al
tas de glucosa o preparaciones muy activas, los valores de
actividad son erréticos.

Las determinaciones cuantitativas mas exactas involu-
cran las actividades de enzimas basadas en el grado de --
hidrbéiisis del papel filtro.

El umbral mas dificil en esta hidrdlisis de materia--
les celuldsicos es su solubilizacidn, por 1o que se da ---
énfasis a las determinaciones de la actividad solubilizan-
te, referida como C,.

La formacion de glucosa 6 celobiosa como productos fi-
nales, dependen de la beta glucosidasa, 1a cual puede de -
esta forma, influenciar el resultado. La determinacion del
sustrato hidrolizado después de la digestidén enzimatica da
un resultado confiable, pero el método es lahorioso y no -

recomendable para determinaciones de series largas.



Las medidas basadas en la disminucion de la densidad Opti-
ca en suspensiones de celulosa son utilizadas para cuanti-
ficar residuos de organismos productores de celulasa o pa-
ra la determinacién de hongos celuloliticos; asi como el -
método en placa, el cual consiste en cultivar estos micro-
organismos en un medio conteniendo acido fosforico y celu-
losa hidratada, detectandose por la formacion de un halo -
de inhibicién. Para determinar la actividad solubilizante
se emplea un sustrato insoluble tefido, por ejemplo: Avi--
cel, papel filtro o el Azure, el cual es un sustrato co --

mercial muy recomendado.

5.2.2 EXO BETA GLUCANASA

La primera enzima involucrada en el rompimiento de cg
lulosa insoluble es la exo beta glucanasa, consecuentemen-
te entre los sustratos recomendados para la actividad de -
la misma, se considera como el mejor el algoddén, pero ---
también se recomienda la celulosa microcristalina, la cual
es hidrolizada por la exo beta glucanasa. De esta manera,
la enzima produce celobinsa como producto de reaccion, la-
medida de azlcares reductores es influenciada por la beta-
glucosidasa. Por otro lado, la accidén de la endo beta --
glucanasa descubre nuevas cadenas finales, produciendo mas
sustratos para la exo beta glucanasa. Si se calculan los-
azGcares reductores producidos en celulnsa cristalina o --

algodon, la medida es una determinacion constante o pura -
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de exo beta glucanasa, solamente cuand» se encuentran =--

ausentes otras enzimas celuloliticas.

5.2.3 ENDQ BETA GLUCANASA

Las endo beta 1-4 glucanasas hidrolizan las uniones -
beta 1-4 de materiales celuldsicos hidratados; para deter-
minar su actividad el mejor sustrato es la Carboximetil---
celulosa, este sustrato ha sido empleado por muchos inves-
tigadores, mediante el cual determinan la disminucién de -
la viscosidad o la produccion de azicares reductores. La-
medida de la disminucion de la viscosidad es una técnica -
sensible, ya que un rompimiento pequeio en la cadena, cau-
sa un marcado decremento, no asi la medida de azlcares re-
ductores que se ve influenciada por la presencia de otras-

enzimas celuloliticas, especialmente beta glucosidasa.

5.2.4 BETA GLUCOSIDASA

Se encuentran menos problemas en la determinacion de-
actividad para la enzima que hidroliza celobiosa. Esta --

enzima hidroliza beta 1-h oligosacaridos y celobiosa a glu

cosa. Puede ser determinada con una celobiosa como sustra
to o con un pseudosustrato, que es el para-nitro fenil --
alu-bsicn el uso del cual provee un método de determina --

cifsn rapide y conveniente.
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6.0 FUENTES DE CELULASA MIiCROHIANA

6.1 SELECC!ON DEL M!CROORGANISMO

La seleccién del microorganismo es el primer paso en-
el desarrollo de un proceso; para enzimas micrchianas de--
ben considerarse varios factores:

a) Localizacidon de enzimas.- Las endo enzimas tie-<-
nen la ventaja de que se encuentran concentradas en un --
tejido que puede ser separado rapidamente del caldo fermen
tado, pero siendo una endoenzima, implica los problemas --
asociados con la desintegracion de las células y, subse---
cuentemente, la separacidon de otros componentes celulares.
Aunque muchas enzimas nunca son obtenidas de células vivas,
relativamente muy pocas enzimas comerciales son de este --
tipo.

Las exoenzimas, por otra parte, deben ser concentra--
das de soluciones muy diluidas de cultivos filtrados, aun-
que este procesc puede ser costoso, en general su pureza -
es relativamente grande en comparacién con enzimas obteni-
das de extractos de células. La mayoria de las enzimas --
comerciales son de este tipo.

b) Naturaleza del organismo.- Se prefieren aquellos
que sean facilmente manejables; en el caso de aplicaciébn -
en alimentos, debe tener la aprobacién de la FDA ( Food --
Drug Administration ). Deben establecerse las caracteris-

ticas de rendimientos enzimadticos, produccion de esporas vy
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requerimientos de medio de cultivo, presentar una minima -
dificultad en filtracion, centrifugacidon o desintegracion-
{ si es requericda ); no deben ser productores de toxinas u
otros productos indeseables y crecer en sustratos baratos.

c) Produccién y purificacion de enzima.- La pureza-
generalmente es medida como actividad especifica ( enzima/
unidad de peso de proteina ), la cual puede ser errodnea =--

~uando estan nresentes polisacaridos, poliésteres, etc., en-
cantidades grandes. Por lo tanto, industrialmente las --
enzimas son medidas en términos de actividad/unidad de =-
peso.

Se ha observado que una meta razonable es 1a obten --
cién de un cultivo filtrado o extracto de células en las -
cuales la enzima deseada tiene un total del 10 % del total
de proteinas. Se ha encontrado que un microorganismo pro-
duce una enzima en particular en una cantidad iqual a una-

tercera parte de la proteina total.

6.1.i SELECCION DE Trichoderma viride

Se han realizado hidrdlisis de celulosa por métodos -
quimicos y se ha visto que son incosteables, por lo cual -
se han efectuado hidrdlisis por accion enzimatica; la fac-
tibilidad econémica por medin de hidrélisis de materiales-
celulosicos, esencialmente depende de preparaciones de las-
~relulosas activas a un precio razonable.

ixisten muchos microorganismos celuloliticos que pue-
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den crecer en materiales celulésicos, tales como hacterias,
actinomicetos y hongos superiores; se ha observado que los-
mejores productores del complejo celulasa son ios honqgos y-

uno de ellos, Trichoderma viride, es de fos mas destacados -

por la produccién de estas enzimas. Las preparaciones enzi
maticas de este hongo solamente se han estudiado a nivel de

planta piloto y de laboratorio.

6.2 OTROS MICROORGANISMOS CELULOLITICOS

Muchos organismos deqradan la celulosa por contacto <i
recto con el sustrato y se ha observado en muchos casos, =-
que las celulasas son mis eficientes cuando las células se-
enlazan. En 1a superficie de la célula las enzimas se ---
encuentran en alta concentracion y por lo tanto, pueden --
.alcanzar un contacto estrecho con el sustrato.

En la_degradacién de materiales ceiuloliticos, en la -
cual dos microorganismos no pueden actuar por separado, el-
crecimiento simbidtico de éstos, principalmente de Pseudomc
pnas y organismos productores de celobiasa son utilizados --
siempre para incrementar el rendimiento de biomasa.

Un pretratamiento de la celulosa mejora el crecimiento
de Pseudomonas, debido a que el nimero de microorganismos -
adheridos a las fibras aumenta y las bacterias son ordena--
das de manera reqular a lo largo de la cadena de celulosa.
Se ha observado un fendmeno similar en la deqradacion de fi

bras de celulosa por Sporocytophaga myxococoide . La secre
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cion de enzima en el medio no es el Unico camino para ---
utilizar enzimas celuloliticas.

Se puede observar en forma comparativa la efectividad

de produccién de celulasa de Trichoderma viride con otros-
A

hongos productores de dicha enzima en la tabla Nim |1

6.3 PRODUCCION DE CELULASA EXTRACELULAR

Como la celulosa es insoluble en soluciones fisiologi
cas, no puede pasar a través de membranas celulares, lo --
que supone que la celulosa microbiana es extracelular. En
filtrados de cultivos de hongos celuloliticos, cultivados-
bajo condiciones favorables, se puede demostrar la presen-
cia de celulosas extra celulares. Lyr y Schanel ( 19 ) --
consideraron que existe una secrecion activa en el medio -
de cultivo, por lo que se excluye la idea de que la libera
cién de celulasas sea autolitica.

Un prerrequisito para la produccion industrial de gluy
cosa a partir de celulosa es que las preparaciones de celu
lasa tengan una alta actividad.

Se ha encontrado que la mejor fuente de celulasa extra

celular es Trichoderma viride, aunque se han estudiado --

otros microoraganismos celuloliticos a partir de los cuales
se obtienen buenos rendimientos, alqunas bacterias y hon--
gos cultivados en celulosa nativa o pretratada no secretan
solamente endoglucanasa ( C, ) o beta glucosidasa. Sola--

mente microorganismos celuloliticos verdaderos que poseen-
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actividad exo glucanasa ( C1 ) pueden hidrolizar celulosa

nativa.

Otros microorganismos que degradan la celulosa son -
las bacterias méviles, bacterias verdaderas Gram negati--
vgi y Gram positivas y algunos Actinomicetos, asi como --
también anaerobios estrictos ( Pseudomonas ), anaerobios-

facultativos ( Bacillus, Pseudomonas ) y anaerobios cbli-

gados ( Clostridium ).

En afios recientes se han estudiado organismos termo-
filos; un hongo terméfilo tipico capaz de producir un sis
tema celulolitico que descompone la celulosa nativa es el

ascomiceto Termofiles chaetomium Var. lissitum, -

Chaetomium termofiles, Sporotrichum termofilium y -

Termoascus aurantiacus; crecen y descomponen la celulosa-

muy répido, pero las actividades de celulasas en los fil-
trados de los cultivos son muy bajas.

Termosporas curvata produce endo y exo glucanasa cuando -

crece sobre celulosa, el sistema excretado por este micro
organismo hidroliza menos del 1% de fibra§ de algodén, lo
cual indica que es incapaz de degradar celulosa nativa.

Ha aumentado el interés de los microorganismos termd
filos para la investigacion de celulasas termoestables, -
aunque las celulasas de term6filos no son necesariamente-
méas estables al calor que las celulasas de mesd6filos.

Mandels ( 15 ) compard los sistemas de celulasas produci-
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dos por Thermoactinomyces y Trichoderma viride, en anali--

sis cortos y en sustratos suceptibles a ambas celulasas, -

se mostrd mayor actividad a 650 C que a 50° C; en analisis

de 24 horas en algodon, la celulasa de Trichoderma viride-
fué inactivada a 60° C, encontrandose que la celulasa de -

Thermoact inomyces es deficiente en actividad exo glucanasa,

por 1o que no se puede hacer tal comparacion.
No obstante, se han efectuado muchos trabajos con va-

rios organismos y se ha visto que Trichoderma viride es la’

fuente mas conveniente de enzima extracelular. Por lo tan
to, la descomposicion de celulosa puede ser diferente en -
diferentes microorganismos. No todas las endoglucanasas -
actan sinérgicamente con todas las exo glucanasas, ya que
por sinergismo, dos enzimas pueden trabajar juntas en la -
forma de un complejo libre, el cual no puede ser formado =

entre todas las exo y endo qlucanasas.
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2 TABLA Il

Produccion de C C. por diferentes hongus
1 g

Preparacién en solucion Cy e C Azicar Pérdia
de acetato 0.05 M de peso

% de Hi."’l‘_"."_)jiii.‘:

Trichoderma viride 50 50 58 52
Sporotrichum pruinosum 30 70 11 el
Penicillium pusillum 27 110 22 —*'—Wm;;”
Fusarium moniliforme 255 =5 » g;f—

Asperqgillius terreus c 3£ 28 21
BDasidiomyceto 5 75 15 23
Stachybotrys atra 1 ? n ¢
Streptomyces sp. 0.7 Lo a9 17 :
éusarium roseum 0.7 10 2) 19
Pestalotiopnsis

westerdi jkii 0.7 A0 Iy °
Myrothegium verrucaria 0.h 28 2 2

Chaetomium gqlobosum 0.2 Qs -
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‘odos cstos micresrganismos crecieron en Solka Flog, -

excepto Penicillium nusillium. Les unidades Cx se determi
naron sobre Carboximetil celulosa como sustrato ( 0.5 % )-
durante una hora s SQOC, las unidades C! sc determinaron -
sobre algodén ( 4% ) durante 2/t horas a 40°C,

En 1a tabla anterior se observa auc cl microorganismo

que tiene maycr produccidn de enzima C; es Trichoderma --

viridge, por lo que este hongo es el mas utilizado para la-

hidrélisis de celulosa nativa; esto se debe a que el fac--

tor C, es el iniciador de ia hidrSlisis.
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7.0 PRODUCCION DE CELULASA

La produccién econémica de celulasa depende de la se-
leccidon del microorganismo y del disefio adecuado de la --
fermentacion. Las investigaciones relacionadas con métodos

de produccién de Trichoderma viride presentan la dificul--

tad de tiempo,de cultivo prolongado y baja produccion si -
no se efectiian las correcciones necesarias a la fermenta--

cién. Algunos mutantes de Trichoderma viride han produci-

do tres o cuatro veces mas celulasa que el género no mutado.
La baja produccion de celulasa comparada con la hiper
pfoduccién de otras enzimas flngicas tales como amilasas vy
proteasas, puede ser resultado del mecanismo de induccion;
otro factor que afecta este mecanismo, son los catabolitos

represores, los cuales reducen la concentracion de celulasa.

7.1 CONDICIONES DE CULTIVO

Cuando se desean hidrolizar materiales celulésicos, -
se emplean éstos para inducir el complejo enzimatico en el
proceso de fermentacion. i

El medio basico de crecimiento y produccion de celula

sa de Trichoderma viride ha sido descrito por Mendels y -

colaboradores ( 4 ): éste contiene peptona ( .05 a .1% )
y urea como fuente de nitrdogeno, diferentes preparaciones-
de celulosa ( 0.5 a 1.5 % ) como fuente de carbono y sales

minerales.
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Para la producciéon de celulasa es importante tomar en
cuenta la naturaleza de la fuente de carbono, a fin de que
ésta sirva como sustrato para la produccién de la enzima vy

como inductor y en ningun momento como represor.

7.1.1 EFECTOS DE NUTRIENTES

1) Efecto de la fuente de carbono.- La produccidn -
de celulasa depehde de la naturaleza de la celulosa; se --
encuentra que la celulosa powder 123 produce la maxima --
actividad enzimatica con 37.2 unidades / ml.; se encuen --
tran resultados similares con MN-celulosa con 33.3 Uni--
dades / ml., Alphacel con 29.9 unidades / ml.; CMC HT-7 -
produce una actividad de 3.16 unidades/ml. y CMC 50-T 2.61
unidades/ml .

2) Efecto de la fuente de nitrégeno.- Se obtienen -
rendimientos con urea de 13.9 unidades/ml. y con una mez--
cla de urea, sulfato de amonio y peptuna de 40.01 Unida--
des/ml .

3) Efecto de la adicidén de azlcares.- Se observa re
presion en la sintesis de la enzima con la adicidén de azi-
cares tales como sacarosa, fructuosa, glucosa y celobiosa.

L) Efecto de la adicién de sales orgédnicas.- El ace
tato, maleato y alfa ceto glutarato, tienden a incrementar
el rendimiento enzimatico en una concentracion del 0.1 %.
El succinato y citrato recducen el rendimiento.

5) Efecto de activadores.- Con la adicién de ascor-
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batos y acetatos, en una concentracién del 0.1 % y rela --
cién 1:1, se aumenta considerablemente el rendimiento de -

la enzima ( 7 ).

7.2 PRODUCCION DE ENZIMA Y CRECIMIENTO DEL MICROORGANISHMC

En la determinacioén del crecimiento del microoraanis-
mo, el micelio la dificulta, ya que en la produccion de cg
lulasas la celulosa insoluble disminuye conforme la bioma-
sa aumenta y ésta no presenta una suspension homogénea, --
por lo que en la mayoria de los casos solamente se determi
na la actividad enzimatica.

El pH del medio estd directamente relacionado con la-
velocidad de consumo de carbohidratos, produciéndose &ci--
dos que son neutralizados por la secrecion de compuestos -
amoniacales. Cuando la actividad metabdlica es alta, la -
generacion de acido produce la induccion de celulasa  ---
actuando los acidos como requladores; al adicionar glucosa
se tiene una di%minucién en el pH con pérdida de actividac
celulolitica, debido al efecto represor de ésta, pero si -
se encuentra presente un inductor al consumirse la qlucosa,
la actividad enzimatica aumenta, debiendo mantenerse a pH-

constante de 5.

__. 7.3 INDUCCION Y REPRESION

En el crecimiento de Trichoderma viride es posible --
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inducir el compleio celulasa v se ha observado que éste es

constitutivo en alqunos microorganismos, como Pseudomonas-

fluorescens. L1 honao Trichoderma viride puede ser culti-
vado al principio de la fermentacion en glucosa, lactosa y
celobinsa; agotandose estos azucares es factible inducir -
la formacion de relulasa adicionando celulosa al medio.
Con este mecanismo es nosihle ohtener una alta produccion-
4o biomasa en una nrimera etapa y ia induccion del comple-
jo enzimatico en una seaunca, elimindndose al mismo tiempo
el pocder represor de la glucnsa.

Durante la hidrolisis enzimatica, la celulosa es ---
convertida en celobiosa y glucosa;: si el crecimiento del -
honao se lleva a cabo en condiciones Aptimas, la celobiosa
estimula la produccion de beta 1-h qlucosidasa vy 1a celulo
sa la de beta 1-b glucanasa.

Las actividades de celulasa y aril beta qglucosidasa -

se incrementan por el uso de células de Trichoderma viride,

lavadas y agitadas con soporosa ( 2-0-Beta-D-qlucopiranosil
D-gluzosa ) la cua! se cree que es formada durante la hi--
drolisis acida del almidon. Se observo un efecto similar-
con xantnbiosa nero la estimulacion es peqguefa. La concen
tracidn Antima de soporosa fué de 1073 y a concentracio--
nes de 10" M se inhibe 1a formacisn de celulasa; esto es -
debido a que 1a soporosa es hidrolizada por beta qlucosida
sa, formando alucosa que es un renresor.

in conclusidan, la foraacion de celulasa en Trichoderma
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viride es controlada por un mecanismo inductor-renresor.

Se encuentra, por lo tanto, que la soporosa es un fuerte -
inductor: pero este efecto inductivo es reprimido por glu-
cosa y otros compuestos rapidamente metaboli-anles, tales-

como fructosa, maltosa y gluconato ( 1h

7.4 SEPARACION Y PURIFICACION DE LA ENZIMA

Las enzimas celuloliticas sintetizadas nor  rongus

generalmente se presentan en suspension coioidal!, o sea en
el caldo donde el microorganismo ha sidn crecidc. este P
quido contiene la enzima, celulosa, biomasé v sales minera
les, por lo que para sepnarar los s6lidos en susnension se-
centrifuga el medio. Para efectuar un estudio sobre la --
enzima se necesitan qfanﬁes volimenes de la solucion de --
cultivo, por lo tanto, para facilitar el manejo v obtener-
concentraciones-satisfactorias de enzima que posteriormen-
te seran purificadas, es esencial encontrar métodns conve-
nientes que den rendimientos altos de actividad enzimdtica.

Una vez concentrado el caldo se deben utilizar técni-
cas adecuadas de separacidn y purificacién de proteinas --
tales como: filtracién en gel, Intercambio ionico en colum
nas DEAE Sephadex, Separacién por medio de unto soeléc--
trico y Absorcion Especifica sobre diferentes columas de-

celulosa.( 3 ).



8.0 MATERIALES Y METODOS

8.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE Trichoderma viride

( gr. Thrix: cabello; derma: piel )

Organismo: Trichoderma viride QMIL41L

Clase; Deuteromicetos. Se caracterizan por te
ner esporas asexuales

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae. Micelio claro y sin colo-

racion o puede presentar coloracion --
fuerte o débil.

Género: Trichoderma
Especie: viride

Es un hongo imperfecto, los conidios se producen en-

globos viscosos como en Cephalosporium y Berticillium, pe-

ro los conidiéforos se ramifican irregqularmente siendo las
ramas finales verdaderas fiadlides, de las que los conidios
se van separando sucesivamente.

En la literatura se encuentran a menudo tres nombres:

Trichoderma lignorum (Tode), Trichoderma koningii (Oudmans)

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

res se diferencian entre si por el color de las colonias y
el tamaifio de las esporas.,

Bisby (citado por Rhodeszs) ha demostrado que cuando-
se examina un gran nimero de cepas no se encuentran dife--
rencias netas y que el grado de variacion no excede del --
que puede encontrarse en una especie bien definida.

En base a estos estudios el autor considera que el --
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género es monot ipico y que el nombre correctn de la espe -

cie debe ser Trichoderma viride. Se encuentra generalmen-

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

en los terrenos muy himedos en donde puede parasitar otros
hongos; a nivel de laboratorio crece en todos los medios -
comunes al desarrollo de hongos. Las colonias se decarrn-

1lan con rapicdez formando una capa micelial delgada con --
manchas irrequlares de color verde qrisaceo, debidas al co
lor de 1a masa de esporas maduras. Las esporas se srodu~--
cen mejor en los extremos de la superficie de los cultivos
en tubos inclinados y la masa de esporas de alqunas espe--
cies conserva por algin tiempo el color blanco, volviéndo
se verdes tardiamente, en alqunos cultivos el reverso cdel-
medio es amarillo brillante o parduzco y algunas capas pre
sentan un intenso olor a nuez de coco. Las cabezas espord
foras fragiles y esféricas conticnen de 10 a 20 conidios -
cada una, son globosos o ligeramente ovales, de 2.5 a 3.0

micras de diédmetro, presentan micelio y conidioforo -

septados.

@ .2 'DESCRIPCION DEL EQUIPO

a1\

1.- Descripcion del Fermentador:
Microferm Fermentor, New Brunswick Scientific --
Co. INC. New Brunswick N. J. US Patent No. 3,445,342; Mode

lo No. MF-114,

Especi ficaciones:
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Capacidad 14 )
Volimen de fermentacion 2 - 111
Agitacion ( rpm ) 100 - 1000
Impulsores Turbinas
Aspersores de aire Orificios simples removibles
Capacidad de flujo
aire ml/min ) 1600 - 16,000
Rango de temperatura & . 60°€C = 0.25%¢C
Calentamiento Cartuchos de inmersion de

acero inoxidable

Fermentador compacto a escala utilizado para cultivos de-
microorganismos en fermentaciones intermitentes y conti =--
nuas. La célula se cultiva en jarras de paredes gruesas -
con el objeto de que resistan el continuo autoclaveo. --
Consta de una placa estandar adecuada para las diferentes-
medidas de jarra ( 5, 7 y 14 litros ); para eliminar una -
posible fuente de contaminacion los vasos del fermentador
tienen dos flechas impulsoras acopladas magnéticamente.

La agitacién se realiza por medio de impulsores con -
agitadores planos y cuatro baffles verticales. El medio -
de cultivo es agitado en direccion radial lograndose la --
dispersién uniforme de los constituyentes.

La velocidad de agitacion es regulada por un sistema-
de retroalimentacion electronica para fluctuaciones norma
les de voltaje y cambios de viscosidad en el medio de ---

cultivo, esta agitacion es calibrada por un tacometro, el-
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cual determina la agipacién deseada.

El aire»es introducido a través de un requlador de --
presién que tiene un rotametro y un filtro de acero inoxi-
dable. El gas estéril es alimentado por medio de una 1i-w
nea aspersora con un orificio, el cual puede ser adaptable
y reemplazado por un anillo o disco aspersor. Para minimi
zar la pérdida de liquido y evaporacion del mismo, el gas-
que fluye es pasado a través de un pequefio condensador de-
aire por medio de un sistema de enfriamiento colocado en -
la cabeza del fermentador; de esta forma, los vapores son-
condensados e incorporados al cultivo en cuanto el aas --
pasa a través del filtro.

La requlacion térmica se consique por medio de dos --
termistos, los cuales se encuentran sumergidos en comparti
mientos especiales conteniendo agua; también se encuentra-
provisto de una valvula solenoide en la linea de entrada -
de aqua fria. Las fluctuaciones de temperatura son -——
controladas por recirculacién de agua al pasar por los ba-
ffles. Esta mezcla de agua caliente y fria en el deposito
y el flujo répido a través de los baffles evita que la --
temperatura se incremente o disminuya.

Control automatico de pH

Se puede conectar el microfermentador a una bomba -
peristaltica con la que se pueden adicionar soluciones pa-
ra conservar el rango de pH, se introducen electrodos de -

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

dor, estos electrodos son estern]uzados por medio de vapor.

0 ﬂéj;> incubadora con agitacion:

Controlle Environment. Incubator Shaker, New ~=-
Brunswick. Modelo No, G27 US Patent No. 3,002,895.

Especificaciones:

)

Rango de Temperatura 0 - 60°C £ 0.5°
Velocidad ( rpm ) Lo - 40O
Movimiento Rotatorio, descrlbiendo-

un circulo de diémetro -
de 1 pulgada

Dimensicnes de plataforma 18 x 30 pulgadas
Dimensiones de anaqueles 19.5 x 32.5 pulgadas
Motor de mando } 1/4 HP,

Corriente 200 Volts. Alterna

"En esta incubadora se pueden combinar el crecimiento.de cul
tivos estaticos y agitados bajo las mismas condiciones de -
temperatura y medio ambiente. La velocidad de agitacidn se
controla eléctricamente y es mantenida con una variacién --
despreciable. Una vez fijada la velocidad, ésta permanece-
constante, despreciando la variacién de voltaje.

El trabajo se observa a traves de una ventan|||a colo-
cada en la puerta de 1a incubadora cerrada hermeticamenre,
cuanco ésta es abierta, automaticamente cesa el movimiento.

Para prevenir un sobrecalentamiento tiene incorporacdo un =--
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termostato en el circuito de control. Ademas consta de --
tres plataformas intercambiables con entrada nara tres di-

mensiones diferentes de matraces.

3.- ESpéctoFoténetro:
. Perkin Elmer. Hitachi 200. Patente No. 200-0064,

Made in Janan.
Este espectrofotometro consta de una lampara de Deuterio y
de una de Tungsteno para el espectro UV y visible respecti
vamente,. El porciento de absorbancia, de transmitancia y-
concentracion, se leen directamente en una pantalla digi--
tal.

 Se complementa con un graficador el cual tiene control
de velocidad de»longitud de onda, velocidad de la carta y-

amplitud de la escala.

4. - Potencidmetro:
SargentWeick pH meter, Modelo SX, Safgent Welch-

Scientific Co.

Escala de pH 0 - 14, escala de mv.
Presenta un electrodo integrado de medida vy referencia --
Sargent Welch. Para el funcionamiento del micmo, se ajus-
ta con una solucién reguladora pH 7.0 y enseguida se ajusta
con una solucién requladora de pH 4.0, El mantenimiento -
del electrodo se hace nor medio de lavedo con acetona para
eliminar grasa y, ce esta manera, mantenerlo en condicio--

nes optimas.



- 60 -
5.- Centrifuga manual de dos brazos.

£ - Haterial ce vidrio Pyrex, normalmente usaco en el

laboratorio.

07N,

£.3 JMEDIO DE MANTENIMIENTO ) {4
i

\ /
7

N

sy £

El medio de mantenimiento utilizado es gelosa glucosa—.

papa ajustado a un pH B.0 con acido tartarico al 10 A £l

periodo de resiembra es ce cuatro semanas, incubandose a --
ZOOC durante 72 horas en tubos inclinados nor siembra super

i . <3 o
ficial. Se conserva en refriqeracion a '+ C.

9.4 MEDIO DE CRECIMIENTO (gf ‘”‘f“{"é !2;
Fosfato monobasico de notasio @2
Sulfato de amonio 0.14 "
Urea 0.03 "
Sul fato de magnesio heptahidrétado 0.03 "
Pentona 0 &
Glucosa 0.6 3
pH L.5

o o 2 .
£l medin se esteriliza @ 121 € durante 15 minutos y antes-

0
de ser inoculado se enfria a 30 C
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8.5) MIDIO DL INDUCCION (“»‘ attes lave n <0 % :
Fosfato monobasico de potasio 0.20 Y
Sul fato de amonio gy P.fﬁ H
Urea 0.02 i
Sul fato de magnesio heptahidrataco 0.03 "
Cloruro de Calcio b £ ghea
Carboxi metil celulosa 1.00 "
Solucibén de metales traza™ 6.1 ml .
pH Iy .50
*Solucién de metales traza: 500 mg. cde sulfato de fierro-

heptahidratado, 156 mg. de sulfato de manganeso monohidra-
tado, 167 mg. de cloruro de zinc, 1 ml. de Acido clorhidri
co al 19 %; aforar a 100 ml. con agua cestilada. La solu-

. Savs &) .
cidn se esteriliza a 121 C durante 15 minutos.

BT6 TECNICAS DE ANALISIS

10 |

DETERMINACION DE GLUCOSA POR EL METODO DNS ﬂqfl~
Reactivos:

Acido 3,5 dinitro salicilico

Hidroxido de sodio

sal de 1a Rochelie (tartrato dobie de sodio y potasio)
Fenol ( fundido a 50°C )

Metabisulfito de sodio
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Fundamento del método:

De acuerdo a los autores de esta prueba ( 16 ), la --
sal de la Rochsile se introduce para prevenir le oxidacion
del reactivn, el fenol incrementa la cantidad de color nro
ducido v el metabisulfito estabiliza el color obtenido en-
nresencia de fenol. Para la accidn reductora de qlucosa -
sobre el Acido dinitro salicilico, se requiere cde la pre--
sencia de Alcalis.

La quimica de la prueba se puede exnlicar de la si---
quiente forma:

Fl &cicdn 3,5 dinitro salicilico es reducido a acidn -
3,amino 5,nitrosalicilico, de tal manera que los grupos --
aldehido del azlicar se oxidan a aqrunos. carboxilo: no hay -
equivalencia entre el acido 3 amino producido y los az(cares
nresentes y, cdenendiendn de la canticdad de azlcares es la-

intensidad del colnr ( Fig. Ném 4 ).

Procedimiento:

Se mezclan 10.§ qramos de acido 3,5 dinitro salicili-
co con 13.98 qramos cde hidroxido de sodio v se afora a 11.
con aaqua destilada, se disuelven perfectamente y e aaqreqgan
214 gramos de metabisulfito de sodio. Se titulan 3 ml. --
del reactivo con acido clorhidrico 0.1 N utilizando como -
indicador fenniftaleina. Para estandarizar el reactivo, -
ce cdehen re qastar aproximadamente cde 5 a 6 ml. de acido;-

si es necesarin, se ariciona hidroxido de sodio { 2 q. ---

equivalen a 1 mi. de acido clorhidrico 0.1 N ).
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o

-0 Determinacién de azlcares reductores:

La muestra debe contener de 0.2 a 1.0 ma. de qlucosa-
por ml. Se coloca 1.0 ml. de muestra en un tubeo de ensayo
y se adicionan 3.0 ml. del reactivo DNS, se coloca el tubo
en un bafio de agua en gbullicién durante 5 minutos vy se de
ja enfriar a temperatura ambhiente. Se desarrolla una cur-
va estandar de glucosa tratada de la misma manera que Ta -
duestra ( concentraciones de 0.1 a 1.0 ma/ml. ). Se lee -
la absorbancia a 550 nm con un blanco de aqua destilada, -
se hace una grafica en cuyas ordenadas se anota la absor--
bancia leida y en las ahscisas la concentracion de glucosa.
Se debe de obtener una linea recta cuya interseccion en el
eje de las abscisas se encuentre en 0.0 mq de glucosa que

representa la qlucosa perdida por oxidacion.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD CELULOLITICA

Reactivos:‘*" LSy

Carboximetil celulosa 50 HT al 1 %

Solucién requiadora de citratos 0,05 M pH 4. P

Timerosal al 1 %

Esta determinacién de activided se basa en 'a deararz
cidn del sustrato [ €MC ) con una solucion de enzima con -
respecto al tiempo, en condiciones favorables de temperaty
ra v oH para que actlie, utilizando el timerosal como pre--

servador,



- 6h -

Procedimiento:

+, — Se disuelven 10 a de carboximetil celulosa en 800 ml.

de aqua caliente { 20 a 90°C ), se adicionan 100 ml. de la
solucién reqguladora de citrato y 10 ml. de timerosal, se -
diluye a 1 litro; se conserva en regrigeracion y antes de-

. o
usarse se calienta a 50°C,

Determinacion de actividad:

En un tubo de ensavo se colocan 0.5 ml. de la solu --
cién de enzima y 0.5 ml. de carboximetil celulosa al 1 %,
se mezclan perfectamente y se incuban durante 30 minutos a
%OOC, transcurrido este tiempo se adicionan 3 ml. del reac
tivo DNS para detener la reaccion, se calientan los tubos-
en un bafio de agua en ebullicion durante 5 minutos y se de
terminan azlcares reductores como glucosa. Se desarrolla-
una curva estandar en las mismas condiciones que la mues--
tra utilizando una solucidn madre de glucosa en solucion -

requladora de citrato.
Calculos para la determinacion de actividad:

Unidades de activicdad/ml. = mq. cde alucosa x 0.185
ml. de enzima

De acuverdo con la Union Internacional de Bioquimica, -
t

una unidad enzimatica es iqual a 1 micromol de sustrato hi

crolizedn por minuto. Para la celulasas se basa en los --

apiaces hi~ralizacdns, estw es micromoles de glucosa des --

prencida por miinuto un micromol de qglucosa es ;{)‘;x" e

’
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2 0.180 mg.

Para un analisis de 30 minutos, 1 mg. de glucosa equivale-

a 0.185 unidades, es decir 1
30 x 0.180

L DETERMINACION DE BIOMASA ( Método Kjeldahl, para de -
terminacion de proteinas )33 {els .
5 Reactivos:
Acido sul firico concentrado
Mezcla Reactiva de Selenio
Solucién concentrade ce Na®H ( 1:1 )
Acido Borico al L 7
Acido Clorhidrico 0.1 N

Indicador { Tochiro !}

Las proteinas y demds materias organicas son oxidadas
por el acido sulflrico; el nitrégeno que se encuentra en -
forma orgénica se fija como sulfato de amonio. Al hacer -
féaccionar esta sal con una base fuerte se desprende amo--
nfaco que se destila y recibe en un volumen conncido ce a-
cido. Por titulacién del acido no neutralizadn se calcule
la canticdad de amoniaco desprendicdn y asi la canticad de -
nitroégeno de la muestra.

Lz cantidad ¢e amoniacn obtenido se multiplica por el fac-

tor £.25 nara obtener el valoar de las nroteinas.



- 66 -

Procedimiento:

Se filtran 50 m!. de caldo de fermentacidn y se seca-
el papel filtro conteniendo el micelio, se introduce en un
matraz Kjeldahl; se agrega un gramo del reactivo de sele--
nio como catalizador y 25 ml. de acido sulfirico concentra
do y se afaden perlas de vidrio para regular la ebullicion,
se coloca en el digestor hasta que la solucion quede comple
tamente clara lo que nos indica la total destruccion de ma
teria orgénica. Enfriar y diluir con 200 ml, de agua ---
destilada.

Afadir una solucién concentrada de sosa (1:1) que --
también ha sido enfriada, hacliéndola resbalar lentamente -
por la pared del matraz hasta que se estratifiquen las dos
soluciones. Conectar inmediatamente el matraz a la alarga
dera de Kjeldahl, unida al refrigerante, que a su vez va -
conectado a una alargadera que va introducida en la solu--
cién de acido bérico (50 ml). Se agita para mezclar las -
dos capas e inmediatamente se calienta. Al &cido borico -
se le adiciona 3 gotas del indicador.

Destilar aproximadamente 200 ml. Suspender la desti-
lacién, retirando primero el matraz con el destilado antes
de retirar el mechero para evitar que se haga siféon. Titu
lar el destilado con acido clorhidrico 0.1 N.

Corregir mediante una determinacién en blanco de los-
reactivos usados empleando sacarosa (1g) en lugar de ---

muestra,
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=
(@)

(ml. blanco - mi. problema) x N x 0.014 x

% nitrogeno

<O

q. de muestra

% proteinas = % nitrogeno x €.25

DETERMINACION DE TIEMPO DC HIDRCLISIS

Se preparan 7 tubos conteniendo cada uno 0.5 ml. e -
solucién de carboximetil celulosa al 1 % v 0.5 ml. de =al-
do de fermentacioén previamente centrifugado, estos tubos -
se incuban a 50°C y se saca un tubo de la incubadora cada-
5 minutos para cdeterminar azicares recuctores nor el méto
do DNS. El octavo tubo se utiliza como blanco de referen-
cia v contiene 0.5 ml. de agua destilada y 0.5 ml. de solu

cibn de carboximetil celulosa al 1 %.
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A 9.0 PARTE EXPERIMENTAL

El desarrollo de la parte experimental para la pro-
duccidn de celulasa se lleva a cabo en varias etapas:
9.1 MANTENIMIENTO DEL MICROORGANISMO

En un tubo inclinado con medio gelosa. glucosé papa, se

conserva la cepa del hongo Trichoderma viride el cual -

se resiembra por la técnica de estria e incuba durante 72-
horas a 30°C; después de este tiempo se conserva en regri-
geracién a 4°C, resembrandose mensuaimente.

9.2 CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMO

Para el crecimiento de Trichoderma viride se prepara-

una suspension de esporas a partir del tubo inclinado, se-
adicionan 10 ml. de agua estéril y se remueve el micelio -
con un asa estéril, con objeto de dejar en libertad a las-
esporas.

Se preparan 3 matraces que contienen cada uno 50 ml.-
del medio de crecimiento, se esterilizan durante 15 min. a
121% y se dejan enfriar a 30 - 38°C inoculéndose con 5 ml.
de la suspension de esporas, se incuban con agitacién a --
200 rpm y 3o°c durante 5 dfas, posteriormente se efectian-
resiembras consecutivas manteniendo las mismas condiciones,
determinando nitrbgeno proteico en el quinto dia de inocu-

lados.
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9.3 INDUCCION DEL COMPLEJO ENZIMATICO

Una vez desarrollado el hongo se preparan 5 matraces,
cada uno con 50 ml. del medio de induccion, el cual contie
ne 1.0% de carboximetil celulosa; se esterilizan y se ino-

“culan con § m!. del microorganismo desarrollado en glucosa,
se incuban a 30°C y 200 rpm. La fermentacion es seguida -
determinando cada 24 horas el nitrégeno producido y los --
azicares reductores por el método DNS, una vez interrumpi-
da se determina sobre el caldo de fermentacion la capaci--

dad hidrolitica.

/%)9.M PRODUCCION DE CELULASA

La produccién del complejo enzimdtico se lleva a cabo
en un fermentador-New-Brunswick, variandose algunos para-
metros tales como pH, oxfgeno disuelto y manteniéndose --
constante la temperatura, el sustrato y la cantidad de iné
culo, Cles gt [T - Vo yoowd. detpmple Mav® S5
En todas las fermentacioﬁes se sigue la misma técnica:
Se preparan 3.5 1. del medio con carboximetil celulosa al-
1.0% en una jarra de fermentacién de 5 1. de capacidad, se
adicionan 0.5 ml. de antiespumante, se clierra la jarra --
herméticamente y se colocan algodones en los orificios de-
entrada y sallida de aire, se esteriliza con calor himedo y
se enfrfa a una temperatura de 30 - 38°c, inoculando poste

riormente al 10% con el hongo desarrollado en el medio de-
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induccion a nivel matraz; se coloca la jarra en el soporte
del fermentador, conectandose las mangueras de entrada y -
salida de aire y agua y los termistos para el control de -
la temperatura, requléndose la aireacidén y la agitacion pa

ra obtener una soluclén homogénea del cultivo.

Primera Fermentacién

Se observa la influencia del pH en la hidrolisis del-
sustrato, determinandose la glucosa producida, teniendo co
mo condiciones iniciales las siguientes: Temperatura 30°C,
agitacion 400 rpm, aereacion 9 1/min y pH Q;S. Cada 24 --
horas se reduce el pH adadiendo acido clorhfdrico 0.1 N --
ajustandose el primer dfa a 4.5, el segundo a 3.5, el ter-
cero a 2.5 y el cuarto a 1.5; después de 2k horas se con--
serva con el mismo pH y al quinto dia se interrumpe la --
fermentacion.

Para el control de la fermentacion se toma una mues--
tra de 50 ml. cada 24 horas y se determinan azicares reduc

tores como glucosa y en el Gltimo dia actividad enzimatica.

Segunda Fermentacion

Se determinan las condiciones de la fermentacion, --
incrementandose el pH y teniendo como condiciones inicia--
les: Temperatura 30°C, agitacién 400 rpm, aereacién 7 1/min

y pH 4.5, Cada 24 horas se aumenta el pH, afladiendo -
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hidréxido de sodio 0.1 N, ajustandose el primer dia a 5.5,
él segundo a 6.0, el te;cero a 6.5 y el cuarto dia a 7.0;

al quinto dfa se interrumpe la fermentacion determinandose
diariamente aziicares reductores por el método DNS vy activi

- dad enzimética el primer y Gltimo dfa de la fermentacion.

Tercera Fermentacion

El pH se mantiene constante durante el transcurso de-
la fermentacién, siendo las condiciones iniciales: Tempera
tura 30°C, agitacién 500 rpm, aereacién 7 1/min y pH 4.5;
el control del pH se -l1leva a cabo por medio de la adiclon-
de 4cido clorhidrico 0.1 N e hidréxido de sodio 0.1 N. Se
toma una muestra de 50 mi. diariamente, determinéndose az(

cares reductores como glucosa y la actividad enzimatica.

Cuarta Fermentacion

En base a las condiciones de la primera, segunda y -«
tercera fermentaciones, se efectia la Gltima con las si---
guientes condiciones: Temperatura 30°¢, agitacién 600 rpm,
aereacién 10 1/min y pH 4.5, Se determinan cada 2L horas-
azicares reductores, actividad enzimatica y pH, dejando --
que este Gltimo siga el curso de la fermentacion sin adi--

cibén de acido o base.



FIGC 4

DIAGRAMA DE
FLUJO DE LA

PRODUCCION
DE
CELULASA

3

1
I‘l

A




Ioo’ﬂmcnm><
<

T

CULTIVO INCLINADO DE T.VIRIDE

SUSPENSICON DE ESPORAS

CRECIMIENTO
INDUCCION
FERMENTADOR

AL1 MENTADOR

FILTRO DE AIRE
SALIDA DE AIRE
COMPRESOR DE AIRE
LINEA DE AGUA
COLECTOR DE MUESTRA
FILTRACION

MICELIO

ENZIMA EN SOLUCION



-7k <
"2 10.0 RESULTADOS

Los calculos y resultados obtenidos en las diferentes

fases de la produccidon de celulasa son los siguientes:

Etapa de Creclmiento:

En esta primera parte del desarrollo se efectuaron --
cinco resiembras, determinando nitrdgeno proteico al quin-

to dfa. Los valores se presentan en la Tabla NGm 111
Calculos para la determinacién de nitrdgeno proteico:

Nitrégeno proteico = V x N x 0.014 x 100

alicuota

Donde:

V = Volimen en ml. del &cldo
N = Normalidad del &cido

0.014 = Miliequivalente del nitrogeno
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TABLA R

‘Incremento de Biomasa en la

Etapa de Crecimiento

Resiembra Nitrégeno Proteico
%
Primera 0.040
_Segunda 0.050
Tercera 0.053
Cuarta 0.061

Quinta 0.062



s

Etapa de Induccidn

Durante esta fase se realizan varias resiembras en el
medio de induccidn descrito en la Seccidén 8.5; durante el-
transcurso de la fermentacion se determinan azicares reduc
tores directos totales can6 glucosa por e[ método DNS, ni-
trogeno proteico y el|tiempo de generacién} para 1o que es
necesario conocer la velocidad de crecfm!é;to () ( Te--
blas Ném IV, V y VI y Graficas Nim ¥, 2, 3 y 4 ).

Una vez que finaliza esta fermentacion en mesa agita-
da se determina en el filtrado libre de células la capaci-
dad hidrolitica del complejo enzimadtico mediante el empleo
de carboximetil celulosa al 1,0% en solucién reguladora de
citratos con pH 4.8 ( Tabla Ném Vi1, Gréfica Nim 6 ).

Para la determinacién de la capacidad hidrolitica se-
desarrolla una curva patrén de glucosa en solucidn. regula-
dora de citratos con pH 4.8 segin el método descrito en la

Seccién 7.5.2 ( Tabla Ném Vil, Grafica Nim 5 ).

Calculos para la detemminacién de actividad enzimatica:

Unidades /m! = mg. de glucosa x 0.185

ml. de enzima
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TABLA v

Curva Patrén de Glucosa

Glucosa Transmitancia Absorbancia
mg /m) %
0.1 80.9 0.07
0.2 50.3 0.28
0.4 15,2 0.78
0.6 h.h 1.34
0.8 : 0.7 2.15

1.0 ' 0.2 2.65
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TABLA V

Reductores Directos que se Producen Durante

la Fermentacién en Mesa Agitada

Glucosa Tiempo

mg /m] h.
0.032 0
0.0k4k1 2L
0.042 : 48
0.250 72
0.280 96
0.250 ‘ 120

0.230 bk
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TABLA VI

Incremento de Bliomasa

Tiempo Nitroégeno Proteico
h %
0 0.0043
24 0.0065
48 0.0087
72 0.0150
96 0.0430
120 0.0520

144 n, 0580
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GRAFICA 3
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Calculos para la determinacion del tiempo de generacion:

Para calcular el tiempo de generacidn y velocidad de
crecimiento de los resultados de nitrégeno obtenidos en -
la etapa de induccién, las ecuaciones generales empleadas

son las siguientes:

td = In2 ..... a)
Donde: }‘
td = tiempo de generacién en horas

= yelocidad de crecimiento

Donde:; M
t = tiempo en horas
= velocidad de cfecimiento
x¢ = % de nitrégeno proteico final
xj = % de nitrogeno proteico inicial

m = pendiente de la recta
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Tomando la ecuacién b, se desarrolla la grafica nime-
ro b, considerando el tiempo en las ordenadas y In _£ en -
las abscisas, para determinarse la pendiente de la recta --
( 2 3 ) es necesario emplear el método de minimos cuadra--

’L

dos
Calculos:

y =a+ bx ..... ecuacion de la recta ( 1)
Donde:
b=m
y=t

x = In X¢
xi

De laecuacion b:
Siyi=ina b Zx oo ce s s LC208)
xy = aZx + e ST R S
Donde: -

n = nimero de frecuencia = 6
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y x xy x2

24 ©0.41 9.84 0.16

48 0.70 33.60 0.49

72 1.24 89.28 1.53

96 2.30 220.80 5.29

120 2.48 297.60 6.15

144 2.59 372.90 6.70

> 504 59.72 1024.02  F20.32

Sustituyendo:

en la ecuacién ( 2 ) 504 = 6ba + 9.72b
en la ecuacidon ( 3 ) 1024.02 = 9.72a + 20.73b
’ 4898.88 = 58.32a + 94.47b
6144.12 = 58.32a + 121.92b
Eliminando términos: 1245.2h = 27.45b

S, b = 145.36

.Sustituyendo el valor de b en la ecuacion ( 2 ).

504 = 6a + (45.36) (9.72)
‘. a= 10.51

° o
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. Se sustituyen los valores de-a, b en la ecuacion ( 1)

St y;= 48
48 = 10.51 + L45.36x
x = 0.826
. Py (48, 0.82)

Si U 144
144 = 10.51 + 45,36x
x = 2.94
;. Pe (144, 2.94)

De la ecuacion ( c )

De 1a ecuacion ( a )
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TABLA VI

Curva Patréon de Glucosa en Soluciédn

Reguladora de Citratos pH 4.8

Glucosa Transmitancia Absorbancia
mqg /ml .% :
0.2 64.1 0.19
0.4 25.6 0.59
0.6 8.4 1.08
0.8 2.6 59

1.0 1.2 1.93
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TABLA Vi

Capacidad Hidrolftica del Filtrado
Libre de Células

Tiempo de Incubacibn Glucosa Act ividad
minutos mg /m! unidades /ml

5 0.28 0,10

10 0.46 0.17

15 0.56 0.20

20 0.66 0.24

25 0.71 0.26
30 0.75 0.28
35 0.76 0.28

Lo 0.76 0.28
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GRAFICA 6
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Etapa de Produccion de Celulasa

\
En base a los resultados obtenidos en la fase anterior,

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

dor.
Las condiciones y resultados obtenidos de cuatro fer--

mentaciones reallzadas se encuentran en las Tablas Njm VIiltl1,

IX, Xy XIl y en las Graficas Nom 7, 8, 9 y 10



TABLA IX

Efecto de 1a Disminucion del pH

Tiempo ( dias) Inicial 1 2 3 b 5

Oxfgeno disuelto ( % ) 100 80 76 74 73 71

pH 4.5 4.5 3.5 2.5 1.5 i.5 '
Temperatura ( °c ) 30 30 30 30 30 30 N
agltacion. ¢ rpm ) 500 400 400 400 400 400 '
Aereacidén ( 1/min ) 9 9 9 9 9 9

Glucosa ( mg/ml ) 0,04 0.87 0.48 0.32 0.13 0.10
Actividad Enzimética 0.29 0.037

( unidades/ml

)
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TABLA X

Efecto del Incremento del pH

-56..

Tiempo ( dfas ) Inicial 1 2 3 L 5
Oxfgeno Disuelto ( % ) 100 95 89 55 50 48

pH 4,5 5.0 5.5 6.0 7.0 7.0
Temperatura ( °C ) 30 30 30 30 30 30
Agitacién ( rpm ) 400 400 Loo 400 400 400
Aireaciéon ( 1/min ) 7 7 7 7 7 il
Glucosa ( mg/ml ) 0,07 0.1 0.15 1.10 1.20 1.15
Actividad Enzimatica 0.20 0.40

( unidades/m! )
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GRAFICA 8
EFECTO DEL
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TABLA XI

Fermentacion a pH Constante

Tiempo ( dfas ) Iniciai 1 2 3 by 5
Oxigeno Disuelto ( % ) 100 85 70 65 60 58
pH 4.5 L.y 5.7 4.7 b.7 k.7
Temperatura ( °C ) 30 30 30 30 30 30
Agitacidon ( rpm ) 500 500 500 500 500 500
Aereacion ( 1/min ) 7 7 7 I/ 7 7
Glucosa ( mg/ml ) 0.026 U, 18 0.75" 0.98 1.40 i.35
Actividad Enzimatica 0.020 0.24 0.031 0.032 0.4t 0. L4

( unidades/ml )

-16-
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GRAFICA 9
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TABLA XIi

Variacion de! Contenido de Oxigeno

Disuelto con Variacion de pH

Tiempo ( dias ) Inicial 1 2 3 b 5 5
Oxigeno Disuelto ( % ) 100 80 50 L8 s L2 41
pH 4.5 4,5 4.6 5.5 6.0 6.3 6.5
Temperatura ( °c ) 30 30 30 30 30 30 30
Agitacion ( rpm ) 600 600 600 600 600 600 600
Aereacion ( 1/min ) 10 10 10 10 10 - 10 10
Glucosa ( mg/ml ) 0.065 0.64 1,05 1.03 1.10 1.12 1,13
Actividad Enzimatice 0.024 0.21 0.43 0.49 0.47 0.45 0.45

( unidades/ml )

-bb-
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GRAFICA 10
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DISCUSION

pPara obtener el complejo celulolftico se presentan --
principalmente tres etapas: Crecimiento del microorganismo,
|nducc16n y Produccién del complejo enzimatico. En la pri
mera etapa, en donde es necesario obtener un desarrollo --
adecuado del micelio se inocula un medio rico en glucosa,
nitrégeno organico y sales minerales, con una suspension -

de esporas provenientes de la cepa Trichoderma viride -

mantenida en un tubo inclinado conteniendo gelosa glucosa-
papa, a pH acido. En ésta se logra el cambio de fase de-
esporulacién a microorganismo metabdlicamente activo, para
1o cual es necesario un medio nutritivo rico en glucosa, -
ya que si se agregase directamente carboximetil celulosa,
que es el sustrato utilizado para la induccldn y produccion
de la enzima, el microorganismo se desarrollarfa precariamen
te y en consecuencia, la produccion del compiejo enzimati-
¢o serfa minima.

Durante la etapa de crecimiento se determina nitroge-
no proteico total en las diferentes resiembras efectuadas,
en cuyos resultados no se observa una variacion apreciable
( Tabla NG 111 ), indicando que existe, ademas del desa--
rrollo del micelio una adaptacion del microorganismo al --
medio.

Posteriormente se inocula el medio en el que se ha -

sustitufdo la glucosa por carboximetil celulosa con el --
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objeto de que el microorganismo excrete el complejo celulo
Iftlco y a su vez aproveche como nutriente la glucosa li-
berada durante la hidrélisis del sustrato, siendo ésta la-
etapa de inducciodn.

Se efectian varias resiembras hasta lograr un aumento
en la actividad enzimética, asi como reduccidn en el tiempo
de hidrdlisis del sustrato. Para el control de esta etapa
se determinan azicares reductores directos como glucosa y-
el nitrégeno proteico total. En 1a Tabla Nim V y Grafica-
Ném 2 se muestran estos valores, observadndose que durante-
las primeras 48 horas de fermentacion se presenta la fase-
de latencia en la que el microorganismo se adapta al sus--
trato, sequida del crecimiento exponencial hasta las 96 ho
ras; después de este tiempo scbreviene una disminuciéon en-
la cantidad de glucosa disponible hasta las lhhvhoras, ya-
que el microorganismo comienza a consumirla.

Se presentan los valores de nitrbégeno proteico en la-
Tabla Nom VI y Grafica Ném 3, viéndose que en las primeras
72 horas hay un crecimiento constante (. 0.0022 unidades /2L
horas ) y un crecimiento logaritmico hasta las 96 y 120 --
horas de iniciada la fermentacidn, entre las 120 y IQL ho-
ras el aumento no es considerable. La relacion de las dos
graficas anteriores indica que: cuando disminuye la canti-
dad de azicares reductores directos ( 120 horas ), el =---
nitrogeno proteico sigue en aumento puesto que alin se desa

rrolla el microorganismo y hay consumo de la glucosa dispo



- 103 -

nible.

"Al finalizar esta etapa se le determin§ al filtrado 1}
bre de células el tiempo en el cual se hidroliza una cantl-
dad conocida de suﬁtréto ( 5 mg ), manteniendo pH, tempera-
tura y concentracion de enzima ( 0.5 ml ) constantes, obser
véndose.que a los 30 minutos se obtiene la mayor cantidad -
de glucosa y que se hace asintética posteriormente ( Tabla-
Ném Vill, Grafica Ngm 6 ); esta cantidad es de O. 76 mg, lo-
que indica que no se hidroliza totalmente la carboximetil -
celulosa, de donde se deduce que la cantidad necesaria de -
filtrado para hidrolizar 5 mg de sustrato debe de ser mayor

La etapa de induccion se considera una de las mas impor
tantes, ya que la produccién del complejo celulolitico de--
pende, principalmente, de la capacidad o habilidad del ---
microorganismo para producir una enzima con actividad enzi-
mitica satisfactoria que va en aumento de resiembra en re--
siembra.

Una vez inducido Trichoderma viride se lleva a cabo la

broducclén del complejo enzimatico a nivel fermentador, en-
cuatro fermentaciones sucesivas.

En la primera fermentacién se mantienen constantes la-
temperatura, aereacion, agitacién y concentracién de sustra
to; variéndose el pH en forma decreciente ( una unidad por-
cada 24 horas ) como se indica en la Tabla Ném 1X. En la--
Grafica NGum 7 se observa que en las primeras 24 horas hay -

una disminucién en la cantidad de oxfgeno disuelto y aumen-
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to de glucosa acelerados, 1o que muestra que hay un crecle-
miento éxponencial del microorganismo y Ié fase de Iatencfa
es minima, ya que las condiciones le son favorables. A las
48 horas el 6xfgeno disuelto presenta una disminucién mini-
ma hasta las 120 horas, habiendo también disminucién en la-
glucosa en forma acelerada hasta llegar a este mismo tiempo,
que es cuando se interrumpe la fermentacidn; ésto se debe a
que el microorganismo se encuentra en condiciones de culti-
vo adversas y se desarrolla lentamente consumiendo la gluco
sa.disponible.

Al determinar la actividad enzimatica se observa que -
ésta es inhibida y llega a ser casi nula al finalizar la --
fermentacion, la cual presenta un pH de 1.5

En la siguiente fermentacibén se mantienen las mismas -
condlcione§ que en la anterior, pero variandose el pH en --
forma creciente ( 0.5 unidades/24 h de fermentacion );
en la Tabla Nim X se presentan los valores obtenidos en la-
Grafica nimero 8 y se observa el efecto del pH, mostréndosé
que durante las primeras 48 horas hay un ligero aumento de-
glucosa y disminucidn de oxfgeno disuelto, por lo que se --
tiene la fase de latencia en este lapso de tiempo ya que el
inoculo proviene de la fermentacidn anterior en la que el -
microorganismo se encontraba en condiciones adversas, por -
lo que es necesaria una etapa de readaptacion al medio.
Entre las 48 y 72 horas se presenta una disminucion conside

rable de oxigeno disuelto, de donde se deduce que en este -
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periodo se encuentra la fase exponencial de la curva de --
crecimiento microbiano, provocando una mayor hidrolisis -~
del sustrato y como consecuencia, un incremento apreciable
en la cantidad de glucosa disponible. A partir de las 72-
horas hasta el momento en que sé& interrumpe la fermenta --
cién, la cantidad de glucosa decrece y el oxigeno disuelto
disminuye lentamente, esto indica que el microorganismo ha
llegado a la fase estacionaria. Por otro lado, 12 activi-
dad enzimdtica aumenta durante el transcurso de la fermen-
tacién, encontrandose que el rango de actividad estd den--
tro de estos valores de pH ( 4.5 - 7.0 ).

Tomando como base los resultados de las dos primeras-
fermentacliones, se efectlla una tercera manteniendo el pH -
constante a 4.5 por presentarse en estas condiciones la me
jor hidrdlisis del sustrato ademas del crecimiento adecua-
do del microorganismo. En la Tabla NGm X! y Grafica Nim 9
se muestran las condiclones vy resultados de esta fermenta-
cién, en donde la fase de latencia es menor que en la ante
rior puesto que se presenta en las primeras 24 horas debi -
do a la induccién que tiene el indculo proveniente de la -
fermentacién con incremento de pH. De las 24 a las 96 ho-
ras existe un aumento progresivo de glucosa al mismo tiem-
po que la disminucién de oxigeno disuelto, aumentando la -
actividad enzimdtica; en las siguientes 2k horas, la canti
dad de glucosa disponible vy oxigeno disuelto disminuyen, -

no asf la actividad enzimética que permanece constante.
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Se realiza una Gltima fermentacidén permaneciendo el -
pH sin regutacién y aumentando la agitacion y la aerea--
cidn pa}a.evltar la formacidn excesiva de espuma, de esta-
manera se aumenta la superficie de contacto entre el mice-
lio y el sustrato. En la Tabla Nim XI| y Grafica Nom 10 -
se observa que hay una fase de latencia minima, presentéan-
dose la fase logarftmica hasta las 72 horas, con pH entre-
4,5 y 5.0 en donde principalmente se desarrolla el ﬁf;ro--
organismo, lo que se observa por la disminucion de oxigeno
disuelto; al tener pH de 5.5 se favorece el incremento en-
la actividad enzimdtica, punto en el cual el crecimiento -
del microorganismo es minimo y se tiene aumento de glucosa

por la actividad obtenida.
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CONCLUS | ONES

1.- A partir del crecimiento del hongo Trichoderma viride

se obtiene una exoenzima celulolitica a 1a que se le deter

mina su actividad por métodos indirectos.

2.- La méxima actividad de la enzima obtenida se observa
a los tres dfas de fermentacién con pH de 5.5, que es el -
bptimo para la actividad enzimadtica reportado en la litera

tura.

3.- El tiempo de obtencién de la enzima se redujo al lo--
grar obtenerse la méxima actividad a los tres dias de fer-
mentacidn, siendo e! valor reportado en la literatura ---

especializada de cuatro dias.

L.. Los resultados obtenidos sélo son validos para las --
condicicnes en que se efectuaron las fermentaciones, de---
biéndose continuar la investigacién a fin de aumentar la -

actividad enzimética.

5.- De acuerdo a lo anterior, se recomienda que este estu
dio se continfie tomando en cuenta otra serie de variables

entre las que se podrian mencionar sustrato, agitacion, etc.
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6.- Se enfatiza la necesidad de continuar este estudio de
bido a las miltiples e interesantes aplicaciones que tiene

la enzima obtenida,
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