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INTRODUCCION

,L? 1jtéﬁafﬁrg conce _ a 0 de 1a blomasa l1gnoce]u1o
ce]u]osa y hem1
Esta 11teratu-'
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a,estnuc-

miticose presenta -
onibles para-el ata-

‘y;dfamientos de la lig

noce1u1osa causan r ‘élignina y esto puede -

.las moléculas enzimdati-
1515 (43). E1 otro componen-
hem1celulosa, que también -

1ncrementar 1a acc"

cas 'y, eventualmant
te-de los res1duo'

'SE remueve con un pr'



dores’; (2)
son-(8),:

get1c0 ;gn
hongos “impe
cas 1)1

osa cr1sta11na, en
‘z1mas hidroliti
§ rompe cadenas-
per icie de 1a celu
ada tamb1qn Ci 0 ce
no reducto-
én glucosa-
sﬂynidades-

criben’ en.tn s1stema enz1mat1c as 4 ey sefialan que-se
da la inhibicién -no compet1t1va por ce]pb1 és:productos de reaccidn
de la hidrglisis de celulosa por’esta'especié on predominantemente oli
goémeros, 1os cuales estan sujetos a'hiQfﬁjJSES por B- glucosidasa, celo-
biasas y celohexanasas. Este modelo se.basa en’la suposieién de que to -
dos los carbohidratos solubles son ce10b1osa (4)

Otras investigaciones sobre h1dro]1s1s de celulosa han desarro
1lado modelos mecanicisticos para la h1drol1s1s enz1mat1ca de la celulo-
sa y la expresan de una forma matematica. (4 3 '11) basando el modelo en -
la cinética tipica de Michalis- Menten, pero involucrando el ataque aza-
roso y longitudinal de las enzimas celuloliticas sobre el substrato, to-
mando de igual forma la cinética de inhibicién por producto y tres tipos
de enzimas : endo-glucanasa, exo-glucanasa y B-glucosidasa, asi mismo se
flalan que la cinética de la hidr6lisis estd fuertemente afectada por la-
relacidén de las endo y exo- celulasas en la mezcla de reaccidon. E1 sustra
to y el grado de polimerizacidn son factores que no se toman en cuenta.

También estudios de hidrdélisis de celulosa se han realizado en sus-
tratos solubles de celulosa como carboximrtilcelulosa (CMC) y acetato de
celulosa soluble en agua (WSCA) y oligosacdridos de celulosa (celodextri
nas que tienen un alto grado de polimerizacién (19,26) ). Los resultados

-



de 105 estud1os con ce]odextr1nas representan un producto potenc1a] 1h-~
.termed1o y, por tanto, un sustrato

e]u1asas,

'res1 uos, ademas 105 autorﬁs
-siduos;, indicando con.esto

crecer en conJunto ;
pect1na, cuando ca1cu

60

Figura: No. 1.- grdafica que muestra

dahidrélisis de pulpa de beotabel-

conextracto de cultivo semisdélido

de .Taichodenma neese ( )solo, suple
mentado con extracto Penicdillium c.

1 )’y suplementado con una prepara

‘cién de Pectinasas Sigma. (63)

Karube (7) i-movilizé las celulasas en una matriz de coldgeno.
Las enzimas utilizadas fueron celulasasa de Tiaichodenma vinidae que son
muy activas, pero se ha observado que disminuye su actividad en largos-
periodos de incubacién. La utilizacidn de enzimas inmovilizadas provee-
las siguientes ventajas; a) mantener estable la enzima en periodos Tar-
gos de incubacidn y b) utilizar una menok cantidad de enzima. La desven-
taja que sefiala.el autor es-que- el costo -del peoceso de:inmovilizacidn. -
de la enz1ma es muy alto en relac1on con 1a cant1dad de ce]uIasa hidro -

-
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de:a” 1a
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'magnet1co, 4) bomba per1sta1t1ca
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2 ok ',reactor de’ Yecho
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= : 5) mandmetro.
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Fiyura #o 2, -Hidr6lisis de celulo-
sa con'celulasa  inmovilizada ( o%-y
celulasa libre.(e), 182 mg de celu-

lasa inmovilizada y 2 mg de celula
sa libre (7

Lee & Donaldson (9), se: -han- enfocado a la hidrélisis anaero

bica y consideran que es una tecnologia: potenc1a1mente atractiva para -~
reducir el volumen de desechos solldos,,ademas una gran parte de l1o0s rg

siduos puede convertirse a metano y dioxido de carbono y producir

unsse-

dimento biologicamente estable; sefalando-ademas que en este trabajo se.:
pudo comprobar estudios anteriores como; ‘la intolerancia al producto fi

nal (que en este caso fué metano ). La figura no.
proceso utilizado por estos autores.

Desechos celu-

1bs1cos y ani-

ales. Agua F1gura No.

a
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se esquematiza el-.

-Diagrama de f]uao

del proceso.de digestidn .anaero-

k//////// bia para desechos celuldsicos{9).
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Figura No. 5.- Grafica que muestra el crecimiento y produccién de en-

zima con T. heesed RUT- C 30, crecoendo e una mezcla de xilosa y ce- .
lulosa (30: 30 g/1), a un pH= 4.8, T= c (37) :
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GRADO DE DESACETILACION

Otros trabajos se han enfocado a descr1b1r e] s1stema de en-
zimas celuloliticas, con diferentes m1croorgan1smos co 1dea de en-

contrar 1a cepa que produzca mayor cantidad de enz'ma y on gran esta~

bilidad : Taichoderma neesed y CLostrdidlum thenmo han s1do Tos-
microorganismos mds utilizados para producirice ‘ la enzima-

extracelular que producen presenta una act1v1dad a ta‘(

- tién de la biomasa
en-relacidn al grado

&= Xilano .~ 7 woop . | de desacetilacion (44)

9,14,25,52,58).

Figura H0.6..-Resul




TIPOS DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Mex1co se ha caracte
suelo a los cultivos agr1co d
cuencia de esta actividad, "h: o cons1derados ‘como contaminantes -
s6l1idos que no se 11egan;a‘ﬁec1rcu1a comp]etamente, estos residuos-
tienen celulosa disponible‘ééi”'omb otros p011meros que pueden ser --
utilizados como sustrato para," 1vers1dad de m1croorgan1smos Yy pro
ducir algunos productos de” 1ﬁteres comerc1a1 En la ‘tabla No. 1 se re

sume la produccidn de los pr1nc1pa1es re51duos y: 1a d1spon1b111dad de
celulosa. : s W

z dd por ded1car una gran cantidad de-
3 esechos produc1dos como conse--

CULTIVO - - PRODUCCION: ANUA RESIDUO. DISPONIBILIDAD. DE CELULO

TON/AROQ: 2
Maiz 110,658.675
Sorgo 12,448 040 kCascara y tallo
Cafia de : EE : -
azicar 8,396 649 L " ‘bagazo y-hojas
Trigo 2,519 361 o ‘lcdscara y paja- .
Frijol . 617 819 - . tallo y cascara ¢
Arroz 506527 = ] ; cdscara y paja

Principales residuc
“en México (13,66)"
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gan1ca renov
tura mo1ecu1a
turas v1vas,r
traves»de todc

_ra proveer rigidez .y f]ex1b111da E la'pared ce]u]ar Es un compues-
to de cadenas cortas de pollsacar1dos y estd es la pr1nc1pa1 fraccidn
no celuldsica. En estado natural:existe en forma amorfa vy puede divi-
dirse en dos categorias: Ce]u]osanos que incluyen a todas :las hem1——
celulosas y los poliurdnidos que son hemicelulosas. que cont1enen 3

do hexurdnico y algunos grupos carbox11o (17 43)

sional de origen fendélico.con:
mica compieta no es clara. las'u
planta son consideradas como

-methoxy-4- h1drox1fen11propano (67)

La lignina func1ona como preservat1vo y:
bras individuales, adopta una-forma de matriz comp e
Tlaa celuibsicas como una forma de proteccién (45 .




% HEMICELULOSA , %LIGNINA GLUCOSA XILOSA ARABINOSA'CENIZAS

COMPOSICION <(PESO. %)

DESECHO %YDE:CELULOSA
Madera dura 40-f5§”;%‘ B

Paja de cebada  25- 40ﬁ %{ff,,  3;

Paja de Maiz 30- 40V-%¢

Paja de trigo 30- 40fj%"‘fﬁ e

Bagazo de cafia

de azicar

Frijol (hoja y ta-
110 ) SRS,

24- 40 %
25 40

- PENTOSAS

0T
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I1.1.1.- ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR DE LA PLANTA.

en la f1gura No
otra de]gada
media (52): y: 1. T
red terciari
A1re
sa y otros cons
delgadas unii
tintivas eﬁtidad
microfibrill
estan a]tehn
pos de m{crbfib
paralelas.: a
te "ala (S
alrededor d
cada. .

En
tes quimicos de:un

/
Hemiczludoses '

Ealrachve - biee Wood

Holoc eiulose

Glucano

Cehlose

(o)

(c)

F1gura N° 7 = D1agramas que muestran 1a estructura de la pared
celular(a,b) y la compos1c1on qu1m1ca (c), (46 66)




] En 1a f1gura ‘No.g se muestra otro d1agrama donde se esquema-
tiza la d1str1buc1on de Tos constituyentes quimicos en la pared ce]u]ar
Ta med1da se da en porcentajes .en base al peso seco. (43)

Figura No. g -Diagrama que
muestra Ta d1str1buc1on-

de los const1tuyentes qui
micos en .la pared celular

(43)

2

Q

N Secunda
Limoound pared ria.
ge primaria

etiae

I1.1.2.- ESTRUCTURA SUPERFICIAL A" CELULOSA

Un examen de la sﬁpekf1c1é,exterha de la celuTosa revela dos-
grandes categorias de capi]éresﬁqhé"éXféten en T1a madera y las fibras de
algoddn, los denominados capilares gruesos, como el lumen de la célula,-
Tos 1lamados aperturas en hoyo y poros de la membrana, con una talla al-
rededor de 20 a 10 um de didmetro. Los ma&s grandes capilares de la pared
celular celular usualmente existen en el espacio entre las microfibri -
Tlas y las moléculas de celulosa en l1a regidon amorfa. La talla de estos-
espacios son dependientes de la humedad contenida en la celulosa; cuando
la celulosa es saturada con agua estos poros se expanden a su maxima di-
mensidn; la talla aproximada de estos espacios de vacio con saturacién--
de agua en la madera, algodén y pulpa de madera fue estimada entre 1, -
0.5y 2.5 nm respectivamente (67).

Se puede incrementar el total de superficie interna de material
poroso con un adecuado pretratamiento, y en general, esta drea tiene va-
rios drdenes de magnitud de superficie externa.




as cas‘repetidas fdrmah‘un qeida unitaria, la --
:o‘dha red monoclinica con cadenas de celulosa em-
s-y'en el centro-de la-celda, comose aprecia en ia
Struttﬁra ha sido bien aceptada éxcepto por algunas cQ
es“sobre la orientacién de las cadenas 1legandose a la -
éﬂ]as grandes cadenas de celulosa pueden orientarse en -
ralela y paralela (18).

membrana primaria

cualise:

pacadésj
figura-5
rreccibﬁg

conclusid

formacidn ant

CH,0H & 5, W3

o]
¥.—— macrofibrillas i G
dos restos
de glucosa

il

| microfibrillas

i
Y D

moléculas ( ]
de celulosa

Figura 9.- Interpretacién de la estructura de la membrana.lLa fibra
(A);Membranas (B);Macro y Microfibrillas (C,D); Ordenacidn de las
moléculas de celulosa (E,F,G). Tomado de Essau K.(89)
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La . segunda pos1b1e estructura para 1a celulosa
ra de cr1sta11t“:

pos1b1emente sea 1a ma
tructuras de Ta: ce1u1osa. S

En: a f1gura ‘10-se muestran dos mode]
r1entac10n molecular en la cristalita. La Y
gién muy ordenada y se separa entre unay ot reg ine
de menor orden que es la regidn amorfa. La: reg1on crlsta11na : s
longitud aproximada de 500A°en 1la ce]u]osa nat1va y alrededor de 150 A°‘
en la celulosa regenerada, estas longitudes a menudo son refer1das a.un T
nivel y a un grado de polimerizacidn, que ‘es una caracter1st1ca de ]a;-é
celulosa para la hidrdéltsis (18).

gr111a
vidua
1écu1a ﬂ\

N N

% iglﬁ}‘/phegue;
it

CRISTALINA

)

Modelo fibrilar Modelo de.cader
plegada '

Figura 10- Esquema de los modelos

plegada, segdn Chang: dores (18)



La: mo]ecula de ce1ulosa con

iene‘nor a]m“nte un'm1n1mo de. 10 con
secut1vos pares de regidn amorfa y cr1sta 1na en una ?1bra, esta es una -
de .las: prop1edades bisicas de la. ce] :
En la misma figura 6 se ‘l” ;
piegada en la estructura.de laicrista i qu1 las moléculas de celulo-
sa-son -visualizadas como p11egues adé]ante .y atrdas a lo largo del eje fi-
brilar con 101 planos de latices cr1sta11nos, asT las molécuias de celulo
sa forman ldminas o placas un1das a.lo Jargo del pliegue. Esto constituye
la unidad molecuiar bdsica de ]as fibras:de celulosa, una particularidad-
de este modelo es que los en]aces §1ucos1d1cos del pliegue (B 1 pliegue)-
son diferentes; éstos qu1m1camente mucho mds débiles que los pliegues B-—
lineales y estructuraimente lmportantes en la integridad del cristal:
Sin embargo, 1os enlaces: g]ucos1d1cos en ambas regiones, la cristalina y
la amorfa, son todos: en]v :
La estructur
'gradac1on h1dro11
talina, reacc'
Ta hidrolis

,modelu 1lamado de cadena -

eTu]oSa; se ha observado que Ta celulosa cris
ente que la de baja cristalinidad (amorfa) en -
43,45).

.“IIJ}- ?REfRATAMIENTOS bE LAS FIBRAS,LIGNOCELULOSICAS

Los sustratos nativos 11gnoce1ulos1cos requ1eren de alguna for-
ma de pretratamiento para remover la cub1erta de 11gn1na, la -Tignina se -
desbarata en polimeros holocelulésicos, de’ esta forma se puede incrementar
la accesibilidad de la enzima a la ceiulosa y de igual forma se puede modi
ficar su estructura. ’

Diferentes pretratamientos se han-desarrollado y la literatura -
a este respecto es muy amplia. En el pretratamiento se pueden utilizar -
componentes baratos y equipo accesible y si se fracciona la lignina y la
hemicelulosa en sus componentes, estos pueden utilizarse comerciaimente.

Los pretratamientos que se dan dependen mucho del residuo que se
utilice y se han dividido en dos grupos

"~ PRETRATAMIENTOS FISICOS
- PRETRATAMIENTOS QUIMICOS



ib

ntos fisicos.

cada uno g1rando en wrw'i est € e1,sustrato ‘pasa atra
ves de los- dos -discos., Wande]s (3) senala que e]' 1to costo de operacifn-
de este pretratam1ento Io hace 1nadecuado a gran esca1a

MOLINO MARTILLO.- -Este t1p0wde m011no consiste de:un:-rotor y un juego-
de martillos que se acop]an'enfré'sf a'la revolucidn del motor, los marti
1los impactan el sustrato, rompiendo las placas de las moléculas de celu-
losa. Mandels (3) sefiala que el efecto de este molino es como de prensa--

y se logra incrementar la susceptibilidad de l1a celulosa a la enzima (3,43).

DESGASTE MECANICO.- En este tipo de pretratamiento a 1a celulosa nati-
va se pone en contacto con una cuchilla de acero, que realiza una especie
de pulida sobre la superficie de la fibra; esto trae como consecuencia el
rompimiento de la pared celular y de la matriz de lignina. De esta forma,
se logra incrementar el rango de hidrdlisis en mids del 50°% (del contenido
de celulosa presente) . Es una técnica senciila, que no requiere . gran con
sumo de energia, pero no es fdctible para prdpositos industriales (41).

En los pretratamiento fisicos No Mecdnicos 'se utilizan algdin sis
tema fisico, para disminuir la cristalinidad de la’'celulosa.y aumentar el-
drea de superficie. Estos son algunos de 10s pretratamientos No Mecdnicos:
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PIROLISIS

p1damente se descompone en pr
cantidades de carbén res1dua1
descompos1c1on es mds lenta y
te un notable cambio en la cr
elevado y hay que cuidar la: f
cambio a remover mis del 50%
con el pretratamiento de pfr

s intermedias la
~se-pierden. Exis

.Se 1lega en

EXPLOSION DE VAPOR
plea vapor
ta técnica desbarata 1a”textura de las |
merizacidn de la ce]ulosa, produce f1bras
lignina no cubre mds 105 componentes de.c
extraerse. La 11gn1na se rompe en subp
lecular de 170- 700 D. . Estos productosr
bdsica de la tlignina fueron reportado
Fan (43) observé que--la=d
53% del total de la bimasa colocad e

(Stea

eﬁven las-cuales da --
S,Y'Duede facilmente---

uales retienen la estructura
a;kea;tividad (18).

1 reactor

EXPLOSION POR CONGELACION' 4 Este t1po de pretratam1ento se desarroll1d
con el fin de incrementar la reactrv dad de la ‘celulosay el rango de hi-
drdlisis. Este proceso se realiza con un 11qu1do vo1at11 que se lleva a -
presidon elevada que lo vo]at111za ¥ en“

qnsecuenc1a reduce la temperatura;
staliza-la ce1u1osa, Dale (21) se-
‘porq e.se puede ut111zar amonio que -

ademds de que este pretratam1ento desc
fiala que este proceso es econdmico
es relativamente baratéo y se puede
cantidad de ce]u]osa remov1da es 51ta

ac1’mente del reactor. La -
es fermentables de la -

I11.2.- PRETRATAMIENTOS QUIM;COS

Los pretratamientos quimfcos éktensivamente usados pa-
ra remover la lignina de la celulosa y de LT “Ta’ estructura cristalina.
Tradicionalmente. la industria del: papel: 105 ha utilizado en el proceso -

de de deslignificacidn del material 11gnocg1u]osico'para producir calor.y



j‘énté efectiybs tie-
‘inequipo especial’~

HIDROXIDO
ra mejpbar

matér1a] ]1gnoce]u1os1co La sosa d1]u1-

da causa
superfici

11gnoce1u1os1co, 1ncrementa e] area de'

g i od en 1a mayoria, la sosa tiene un efecto pos1t1vo,
aumentando Té:hidrdfisis En la figura 11, se observa la cantidad requer1
da para aumentar. “Ta d1gest1b111dad de varios sustratos (43): '

PEROXIDO ALCALINO.- En -este tipo de pretratamiento, se utiliza para au-
mentar la digestibilidad de la celulosa a pHs de 10.5 - 11.5, utilizando-
peroxido alcalino al 1% y en un tiempo aproximado de 24 hrs.(27), a estas-
condiciones una parte de la lignina y toda la hemicelulosa fue solubiliza-
da, de tal forma que 1a celuiosa es altamente susceptible a la digestidn--
enzimatica con celulasascon-este pretratamiento decrece el peso seco del-
residuo (debido a la sb]ubi]izacidn de la hemicelulosa), se incrementa la

eficiencia de la sacarificacidn y consecuentemente una gran parte de la-
celulosa es convert1dif

control del pH, porqu

~glucosa.Este pretratamiento requiere un fuerte -

enor pH disminuye el rango de sacarificacidn (43).

Digestibilidad - "“ < o L
’ i paja de maiz : o e
75- ' figura 11.- Cantidad éptima de-:
e triigo NaOH requerido para aumentar la
50- = avkna digestibilidad de-varios sustra-
tos lignoceluldsicos.(43)
25 A e
0

g de*NaOH/g de so]1do e e
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AC 1D0S

Los ac1dos tamb1en son_ut111zados para aumentar e] 1a h1dr611515 Las
altimas: 1nvest1gac1ones n’ t pretratam1entos éc1dos para 1n-*
crementar ' ‘

’éf“résiduo es secado y ~--
o]ver la celulosa, la --
r ad1c16n de metanol. La-
or hidrélisis enz1mat1ca‘
rend1m1ento de azicar SO
bre 1a ce]u1osa dfger1da (43)

ACIDO CLORHIDRICO Para este pretr ha--utilizado el &dcido al
5% en una so]uc1on concentrada de E peﬁaturas; después de-
ta’con acetona. De esta for

‘'por hidrélisis enzimitica -

enfr1ar Ia ce]u]osa en forma amorfa
ma, con concentraciones del: 20- % de .
se obtiene en solucidn el 19,% deig _e]fl% de celobijosa. Se consi-

dera por lo tanto una eficiencia dé

ACIDO FOSFORICO : En este: t1po de pretratam1ento se utiliza dcido fosfa
rico al 85% y 1una temperatura de 2°C, en periodos de tiempo entre 2-10 h.
E1 substrato que se obtiene.es h1nchado y esto aumenta la regidn amorfa y,
consecuentemente aumenta la hidr6lisis enzimdtica. Se ha observado que au
mentando el tiempo (100 'h), aumenta aproximadamente el 30% la digestibili
dad en condiciones adecuadas de hidrdlisis (47).

GASES

El pretratamiento'con5gaéesﬁtiene Ta ventaja de que la penetracidn es-

mds facil e uniforme atr &s del sustrato, To cual To 1leva a una exten--

sidn uniforme. A‘cpntihd e mencIonan 1o0s ‘mis utilizados:

DIOXIDO DE CLORO: ‘Es
cual utiliza cloruro de
lizar la lignina. E] max mo
gestibilidad fue de] 43%“
be a que 1s lignina se descompone en c]oruros v 6x1dos

e'act1VO para Ia tecnica de despulpe, el-

0s autores (3) sena1an que e] incremento se de

0ZONO: Este tipq,deypretfétamiento puede 5ekJMUy eféttivo para degra-_



DIOXIDO DE
t1vamente ine
pretratamiento
lulosa. Este proc
nocelulosaia
Muchos de los car

complejo lignin ignina.
bohidratos de >
tamiento ﬁon’ 80 % de los carbohidratos-

de un pretratamiento de 3hk.

residua]e§
(18).

Los agentés oxidantes han d s para pretratar la lignocelulo
icaci6n estructural de la celulosa pene-

.Se' ha observado que algunos oxidantes-

sa; estos agentes causan uha modi
trando dentro de ella y ox1dando1a
penetran y reaccionan con ambas reg1ones, la cristalina y la amorfa, en la
celulosa cuando existe a]gunos ‘0tros que solamente atacan la regién amorfa,
Algunos agentes oxidantes existen en forma gaseosa, por esc han sido consi
derados en esta seccidn. )

Cloruro de potasio (NaC10jp) Hiboc]orito de Sodio(NaOC1)
Bromato de potasio (KBrOj3) el .Peréxido de-hidrogenO’(HZOZ)
lodato de potasio (KIO3 ) Lo " Diéxido de nitrogeno (N02)
Permanganato de potasio (KMn04)» {C“\‘ f;Diéxfdo de ‘cloro ( ClO’)
Peroxidosulfato de pota51o(K S, 0 ) S Diéxido de azufre(SO )

Perclorato de potasio (KC]O4) Lo ‘.Ozono (O )
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T1PO DE PRETRATAMIENTO

PRODUCC ION DE
AZUCAR *

EXTENSION DE LA

HIDROLISIS #x -

COSTO DEL PRETRA

- [TRATAMIENTO  teserexe

| PRETRATAMIENTOS FiSicOS.

Molino de Bolas

Molino de Rodillo
(1/4 h) :

Molino de extrusién Sz

f.ina. .. con.presién. .

irradiacién. UV

PRETRATAM [ ENTOS  QUIMICOS |

341.0
>252.9
239.9
279.9
724
140.5

'COSTO DE'LA
ENERG | A- CON
SUMIDA.

1.48

0.12
26
am
s

"?59<¥9*}'ﬁ:

220378

5.82
IRUN:
0.1

% (Kg'de paja/g Az.) T i e

(después de 8h, gl—1 )

%% (por Kg de paja, $/Kg)u.s.
xxx%( basado en azGcar $/Kg) U.s.

Tabla No. 3.- Tabla que muestra la diferencia de los costos del

Proceso de Pretratamientos Qufmicos Y Fisicos segun

Fan y Colaboradores (43)
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PRETRATAMIENTOS BIOLOGICOS DE LAS F

I11.3.=

-FIBRAS DE'LIGNOCELULDSA 3

e la accidn coopera-
e §uelo (45). Los--
os.estudios, han

os.organismos-

Los hongos c]as1f1cados como. de 1a pudr1c1on b]anca (bas1d1om1—
cetos y a]gunos ascom1cetos) atacan a1ternat1vamente polimeros de ligni-
_na. ‘Ellos ‘tienen la capacidad de producir enzimas, las cuales oxidan com

puestos fénolicos y han sido utilizadas como base para identificacidn de

‘hongos degradadores.

Los hongos de la pudricién blanca atacan alternativamente cau-
sando rompimiento de uniones interlineales de C-C, B- aril, rompimiento-
de anillos aromdticos, oxidacién de C y €C=C,.-hidroxilacién aromdtica y -
demetilacidon de grupos metoxilo. g

En 1950, T. Reese (2) aisl
vinidae subsecuentemente clasificd éiTnlﬁhbdéiMalneeéei,capaz de producir
las enzimas mads activas. Existen suficientes trabajos que demuestran la-
capacidad de este hongo para producfﬁ'ﬁn'sisfema enzimdtico de celulasas,
que logran hidrolizar altos nive]es‘de ce1u1osa(9,10,17,45).

ibi6-al hongo Trichodeama -

) El sistema de enzimas capaces de inducirse con sustratos celu-
16sicos-es el sistema de celulasas, son una mezcla de endo- B- 1,4 gluca-
nihidrolasa y B- glucosidasa. Este sistema de enzimas ha sido fundamentado
“en'numerosos hongos meséfilos y term6filos, en bacterias meséfilas y ter-
_m6filas y algunos ascomicetos.



n-otras enzimas-
3= arabino§idasa,'

Algunos otros m1croorgan1smos producen tamb1
h1dro11t1cas como endo-1, 4 B x1]anasa, B- x111$1dasa
manasa y acet11- esterasa

u.ss A
namarca (NOVO) y 1a
nitud’ (32) :

go estd entre los 30-4
croorganismos con la- i
peratura, tales como’

Candida ac&dathenmoph&tué
ntes de Sacchatomyces cerevisa
radores (42) sefialan que Iosforgan
dificultades en el proceso.

Algunos otros hongos .s
lizar residuos celulésicos. Entr
porium Lignorum (32,36), Fq&'
tie frotalis, Pendclllium §u
ticum, Talaromyces sp. y Shéﬁa

BACTERTIAS

Las bacterias probablemente:
degradacidn de residuos celuldsicoss un1camente poc
ces de atacar el polimero y,muchas veces. los’~ proddct

‘epas han- sido capa-

e bacterias son in
deseables, como dcido acético, dcido ldctico y otros ac1dos organicos, los
cuales son dificiles de separar del proceso. En sqma, un1camente pocas ce-
pas se reportan capaces de producir celulasas conJUna’act1v1dad capaz de -
degradar celulosa insoluble a azicares solubles; en _este contexto las cepas
m&s activas son generalmente bacterias termdfilas.': Acevibrio cellulolyti-
cus, Clostridium cellulolyticum, Actinomicetos, Microsporna caleae, Pseudo-
nocardia thermogila y Thermonospora sp. (42).
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Clostnidium thenmﬁceiﬁum; es Tilbacferia-qﬁe ha atrafdo més in;
terds segdn Halliwell vy co]aboraqpres (50). “Esta ba¢teria es donadora del
mds poderosa sistema de cglu]asas; Enkelkfnstituto Tecnologico de Massachu
setts se ha trabajadd con'estajba¢terﬁa:termotd1erante a una temperatura -
de 60 °C, y es capaz de conVértir'g]ucosa y celobiosa a etanol. Asi mismo
se propuso utilizar co- cultivos .con CZoAinédiam saccharotrnicum, en orden
de utilizar pentosas s1mu1taneamente y favorecer el proceso por eliminacidn
de o]1gosacar1dos E1-por

centaje de conv
cultivo simﬁv
tes para: la obt
t1r1co y:

c1do 1act1co,vac1do bu-

qqeg;am

MICROOR

BACTERIAS . . ) HONGOS
CEPAS ANAEROBICAS CEPAS ANAEROBICOS
Gram-positivos
Ruminococcud albus . Neocallimastic frontalis

Ruminococcus flavefaciens (Phycomycetes)
Eubactenium cellulosolvens

AEROBICOS
Closthidium cellulovorans
Clostnidium stercoralum - '_ : Trnichoderma neesed
Closthidium thermocellum - - oo Sporotadchum pulverulentum

Myrothecium verrucardia
Pendicilllium Lniense X
Phanenrochaete chrysosporium

CEPAS AEROBICAS (Gram- p051t1vos)

Bac&ﬂﬂué sp

Strheptomyces 6£auogn44eu4,
Cellulomonas §imi i
Thenmonospora sp.

Gram- negativos
Cellvibrio gilvus
Cellvibario fulvus

Pseudomonas fLuonescens

Tabla No. 4.- A]gpﬁpé



IV.- HIDROLISIS ENZIMATICA DE LAS. FIBRAS DE LIGNOCELULOSA

Algunos sistemas de celulasas
lucohidrolasa, EC 3.2.1.74 ),

Jéceé esté ahsente gunos sistemas de celulasas (46).

: rLaxeSpec1f1c1dad de e:
cantida “de-sustratos ycon’
Tes incluyen hongos, -actinomicetos;.
sin embérgo, un1camentE'1os h
‘de celulasas al medio

ande de m1croorgan1smos, 105 cua-l;':

se han estudiado.

ADSORCION Y DESADSORCION D|

La adsorcidn de JasTEhzihéérén la superficie del sustrato es un
requisito para la hidrdlisis de la ce]dlosa; esto debe estudiarse con de-
talle para que podamos enténder la cinética de este sistema heterogéneo -
celulosa- celulasa. Uno de los principales trabajos sobre la adsorcion de
celulasas en celulosa fue realizado por Halliwell (50), el reporta que, -
en fase acuosa, la enzima 1lega a estar relativamente libre, inmediatamen
te después de la mezcla de celulasas y el sustrato, porque Ta adsorcién -
de la enzima por la celulosa depende de la cantidad inicial de celulasas-
presente y a la subsecuente incubacidn de la mezcla.

La celulosa nativa que 1lega a estar en contacto con la celula-
sa exhibe extensivos cambios en sus propiedades fisicas como : Rompimien-
to transversal, baja en la tensién superficial y baja en el grado de poli
merizacidn. Estos cambios estdn asociados con la naturaleza inestable de-
los sustratos de celulosa y ocurren simultdneamente o sucesivamente. E1 -
mds significativo fénomeno es la fragmentacién y el hinchamiento de la ce~
lulosa nativa. i
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La;adsorc1on de la prote1na en so]uc1on es: 1ndepend1ente de]
pH, emente depend]ente de 1a temperatura v de1 t1po de*

lasa‘

]U“-’« s

N Z I M A S
EXO- 1, 4 - ﬁ- CELOBIOHIDROLASA (C )

Esta enzima también llamada- Cy (17,18, 35, 46
bichidrolasa es la enzima que tiene mayor af1n1dad por 1a celu]osa y se
reporta con gran capacidad de degradar la celulosa cr1sta]1nag(aprox.80%
de la celulosa presente en el residuo). Degrada la celulosa. por rompi -e
miento de unidades de celobiosa, pero no los extremos reducfores; no ata
ca la la celulosa substituida pero degrada la celulosa hinchada {(por al--
gin pretratamiento) a celooligosacdridos solubles y, fdcilmente degrada--
fibras de algodén que tiene un alto grado de polimerizacidn, con pocos ex
tremos reductores que son accesibles a 1a enzima, aparentemente la degra-
da en forma muy lenta (59)

ENDO-1,4-8-D- GLUCANASA (cx)

Llamada por algunos autores CX (1,2,45,59) o CM- Celulasa, no-
ataca la celulosa cristalina, pero actda en la regi6én amorfa de las fibras
de celulosa y de esta forma abre nuevas cadenas finales para ser atacadas
por la celobiohidrolasa.

Reese and Mandels (1,2) han resumido el modo de accidn de las -
endoglucanasas de la manera siguiente: Las endo- enzimas son jlucanasas -
caracteristicas que actdan azarosamente y son responsables de la hidréli-
sis de las cadenas de glucano de alto peso molecular. Este material tiene
pocos extremos reductores y no se obtienen apreciables rangos de hidrdli-
sis por exo- enzimas. Estas enzimas actlan preferentemente en cadenas lar
gas y solo actian en derivados de celulosa soluble. Al actuar, las endo-
glucanasas causan una rapida disminucidn en la viscosidad con un relativo
incremento de extremos no reductores. Algunos autores (46,59) sefialan que
la accidn no es extremadamente azarosa porque ambas Tigaduras finales son

afectadas y algunas veces también se afecta las ligaduras internas.
Estas endoglucanasas también pueden hidrolizar celodextrinas so--

lubles, y la hidrélisis se incrementa cuando disminuye el grado de polime
rizacién en el interior y en los 1imites del sustrato.



B_ GLUCOSIDASA

Lta p- glucosidasa real
sa. La B—glucosidaéa

a“ée]bbia-
celulasas,-
ndicando la-
stas enzimas no

“han comparado el
modo de accidn de esta enzir na]an que la glu-
cosidasa actda en-Tos sa a celohexosa. -
Ambas, exo-g]ucanasa' josa; celotriosa y-
celotetrosa; la exo-enzim nTargos oligémeros-
por inversidn; la B- “trimeros mis rapida.
mente, pero. la hidrdli: ,uand6:e1 grado de poli--
merizacién se incrrementa retenida por el produc
ihhibida por glucono--
como B-(1,4), las --
stas’]igaduras En la si-.

to, sin embargo,»]ai

lactona e hidro]izé_ifgad

gradac1on de la celulosa y.

CELULOSA __
CRISTAL INA

CBH +
Endo B 1

'L,k. i

CELULOSA
AMORFA 31
HINCHADA glucana

DERIVADOS DE -
CELULOSA Lo Thdes o

Figura 12- Esquema:de’las v as. e degradacion de la celuTosa’ (17)
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Rec1entes mode]os para- ta hidrélis enzimdtica de celulosa pro
ponen “Un.mecanismo.en el cua], Ta endog]ucanasa;ihicia el ‘ataque y se =
forman cadenasa con terminaciones ‘no reducidas actuando por un mecanismo
" end wise" jgual que las celobiohidrolasas. Este mecanismo, sin embargo-

puede ser una explicacidn satisfactoria de 1o0s eventos que resultan de la
sofubilizacidn de las dreas amorfas; esto no contempla 1los probliemas es-

téricos que existen para las enzimas cuando atacan cadenas de celulosa -

altamente ordenadas, que tienen rigidez por las posiciones de la uniones

de hidrdgeno. Las enzimas que atacan estkucturas semejantes exhiben altos
grados de estereoespecificidad; 1la natura]eza Y- el grado de esta estereos
pecifidad fue demostrado por Siegter (59)
celulasas de T. kondingil y T. neeée&,'
en la celda unitaria definida como fas
hidrolizada por la enzima.

ena]ando que, para el caso de
amentg-]a fase de la celulosa
risindices de Miller,58) es

Sin embargo, otros honjds puec et1zar enzimas capaces de
atacar otras fases del cristalita.
incapacidad de las endoglucanasas. pa elob1oh1dro]asas pa
ra solubilizar celulosa altamente: ' t‘n ‘otras explicacio
nes que son posibles para todas*e‘
culaciones; estas especulacionés'

6 todas son .espe-
pos b1]1dades :

n'1es, Ios cuales no.
ce10b10h1drola-




sa de otras fuentes(58), y b) Ghicéﬁenteﬂ
glucanasas pueden formar un cohp]ejo éh'
y cooperar efectivamentef57). '

Estas especulaciones son el: resu_
demuestran la importancia de las diferencia S
(59). Recientes trabajos han demostrado ‘qu eddog]ucanasas de T.reesed
y la celobiohidrolasa de 7. haningii soiuﬁi] “la‘celulosa altamente orde-
nada (60). La figura 13 nos muestra de que or :
co entre las celobiohidrolasas.

(a)

I
P

. g =
CBH- 117 0s " " NCBHI-

Figura 13- Modelo utilizado para explicar e] s1nerg1smo entre celo-
biohidrolasas (CBH) I y II de P. ‘funicufosum en celulosa
cristalina solubilizada. a y b.- dos tipos de extremos no
reductores en el cristal de celulosa c.- muestra la celo-
biochidrolasa atacando y d.- CBH ataca las nuevas cadenas-

tomado de Wood (58).
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V.- DEGRADACION WICROBIOLOGICA DE ‘LAS FIBRAS DE LIGNOCELULOSA" -

Vil.-

duos 11gnoce1u1os1c :
ce1u1011t1cas, debmdq
to total de la hidroli

La adsorcién de la céTdWa
propiedades estructurales. :d

Varios componentes
fin dades de adsorcidn para
mayor componente adsorbido en 1a ce]u]osa'ha sido 1a exo B- g1ucanasa para

un complejo de celulasas ba]anceado de Tn&chodenma hanz&anum (71), que ‘se
pasa a través de una‘'simple co]umna ‘de"celulosa.

emos trado que el

La recuperacidn de 1a celulasa adsorbida en residuos insolubles-
se ha reportado en varios trabajos, elucidando métodos para adsorcidn, co
mo desajustar el pH para la celulasa adsorbida en-celulosa cristalina. Se
puede utilizar otro tipo de agentes para recuperar la enzima, como 10s gra
nulos de DEAE-inorgdnico o el uso de membranas de ultrafiltracidn, y para
reutilizarla se ha utilizado un.sistema de dos fases y Ya ultrafiltracidn.

Mitsuro & Vemura (71) desarrollaron un-método-para reciclar las
enzimas y l1levar una hidrdlisis continuaide Jighdéeldlosa, utilizando un-
reactor de 10 1 con una unidad de u1traf11traf'1trac1on, para recuperar y
reutilizar la celulasa, utilizando "el pr1nc1p1o de adsorcidn y desadsorcidn
de la celulasa en el curso de:.la hidrdlisis. En 1& figura No. 9, Mitzuro(71)
muestra el proceso efectuado para la hidrélisis continua de lignocelulosa.

La temperatura del reactor fue mantenida.a 45°C y la mezcla de -
reaccién fue continuamente agitada por un motor de pala horizontal (fig 14).
La unidad de succién para la ultrafiltracidn fue operado intermitentemente
y el residuo de lugnina en la mezcla de reaccidn se filtrd a través de una
membrana por succién. Los productos de la hidrdlisis fuerdn separados con
un filtro y una membrana de u]trafi]tracién 'La~1ign6ée1ulosa se adicioné
al reactor en intervalos aprop1ados de acuerdo a -la concentracidn del sus-
trato (5 W/V). La reaccidn.se 1levd a - cabo por 10 d1asvhasta que la activi
dad enzimdtica disminuyd. o ‘ .




SOD'mj, en.e1;
té”deEééo; pa
4.9 "y 19.5 gr.
:1gnoce1ulosa fue
u1pa de madera. Se -
rolizados de la pulpa -

'

ziicares a monosacdri '-

Los azlicares reductores’ basado en 1os po]1
rén de 48.5% en las fibras agricolas y 82
observd grandes sumas de oligosacdridos en 1os
de madera y para completar la conversidn de”estos
dos se suplementd con B-glucosidasa y B- x1los1das_ ‘La B-glucosidasa es -
generalmente la que se encuentra en mas baJos “1ve]es, porque esta enzima
es espec1f1camente inactivada bajo cond1c1ones deacidez.

, recuperacién de la
Renctor
(1oL) = enzima .

ulrrafidlrracidn

r residuo ‘
2 nsoivble H
succiodn :
; File szdcar s
tignoceltutes tro azaca oluble

F1gura No.lLI B D1agrama que muestra el proceso para la h1dro11sis
continua'de mater131es 11gnoce1ulos1cos (71)
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SIMULTANEA,

V.2.- FERMENTACION Y

| pos EriorMeﬁté*iﬁqcu1ahiun sistema semi-
ééiido B

‘Laextension-d,

; e la sacarificaci6n estd mds- afectada por la fuen
te de ce1u]asas y la 1nh1b1c1on por: producto (l) :léfgiucosa producida -
por sacar1f1cac1on enz1mat1ca, raramente excede una coﬁcentracién de 50 -
g1” ; por la inhibicién de la glucosa sobre™la actividad de la celulasa. :
Se han echo varios ensayos para acoplar la sacarificacifén con otras reac- |
ciones para remover glucosa; Isomerizacidn a fructosa, fermentacidn y oxi
dacidén de glucosa a dcide glucdnico, en orden de extender la hidrélisis.

Sengupta & Naskar(62) propagaron hongos comestibles (Teamitomyces
clypeatusen )} en cultivo sumergido e inocular un sistema semisdlido con--
un sustrato compuesto por residuos agricolas, e inducir Ta autodigestidn-
del sustrato. De esta forma el rendimiento de azicares reductores es mas-
del 63% a partir de bagazo de cafia. Asi mismo sefiala que la sacarificacidn
enzimdtica de los desechos agricolas es .dependiente de la naturaleza del-
residuo agricola, obseva ademds una alta actividad enzimdtica de celula -
sas, xilanasas y amilasa. En la tabla No. 5 observamos los resultados ob-
tenidos.

La sacarificacién continua de celulosa pura también ha sido estu-
diada por Ghose (61) y Wrigth (38), que coinciden en utilizar el proceso-
de sacarificacidén y fermentacidn simultanea para prbdhcir etanol en un ~--
sistema semisdlido, Ghose sefiala que e]fetgnﬁl producido por los microor-

ganismos ejerce inhibicién. Esta‘inhﬁbiciﬁh pbr‘producto se puede eliminar i
si continuamente se remueve el etanol” formado. en é] proceso de fermenta !
cidén semisélida se tiene la ventaJa de poder recuperar ‘con facilidad el-
producto.
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~ DESECHO : % DE CARBOHIDRATO" . AZUCAR REDUCTOR* % DE"SACARIFICA AZUCAR IDENTI- % DE GLUCOSA
o : % de glucosa equi . : S
celente ) CION(carbohidra ~ FICADO EN EL  EN EL EXTRACTO

tos - contenidos

EXTRACTO: . - 7= AUTODIGESTION

-~| PAJA DE:TRIGO :

FIBRA DE COCO

&

Azdcares obtenidos enla sacarificacién”(62)"




(38). 1nvolucrafd
emovido; “cuando se ha h1dro11zado mas
ﬁigestion de ]a ce1u1osa

tyu 94A¢g..E] sustrato
i “160°C.

ermentacidn

Destilacidn
-cerveza

Fermentacidn -
de Xilosa -

,:Etdhéj;_;ﬂ.%

Cdgndnas Procesamiento
: de lignina

Figura 15 Diagrama que muestra el proceso utilizado para producir
etanol a partir de residuos lignocelulgsicos,involucran-
do l1a sacarificacién y fermentacidn simuitanea en un sis-
tema semis6lido (FSS), Wrigth (38).



pl jpvbdev__e;nz,irnas

la endo-=-
‘ter1or de] ‘polimero, dando ™ a enas cortas,vla s1gu1ente, exo-
g]ucanasa remueve unidades de ce]ob1osa, pero no lus ‘extremos no reducto
res:'de 1a - cadena de ce]ulosa ‘Lad ce]ob1osa producida por ‘esta reaccibn --
puede acumularse en solucidn e’ 1nh1b1r fuertemente la actividad de la exo

glucanasa. Finalmente en 1a,neacc1qn en~la fase liquida la bata-glucosida

sa rompe unidades de ce]obiosé"a'giucosa La racumulacién de glucosa tam--
bién inhibe 1a actividad de la beta- glucosidasa, causando Ta reconstruc--
cién de la celobiosa (38), esto puede limitar la concentracién del produc
to, el rendimiento y la velocidad de reaccidn.

endo—glucanasa ‘

cadenas de celulosa

cadenas cortas de
exo—glucanasa * 1 celulosa.
YTy SaMamAata
%.f‘w fragmentos de celobiosa
beta-glucosidasa A A glucosa
l Yeast
Ethanol

Figura 1I6.- Mecanismo de l1a hidrdlisis enzimdtica de residuos
celulosicos 'y fermentacién semisélida (FSS), segin
Wrigth (38).

'lu’losa sohda Yy ataca el in
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COMPARACION DE “FERMENTACION" SEMISOLIDA CON LA SUMERGIDA. -

ocesos, -la -

md’diéeﬁo En
ucc1on de eta
de la fermenta--
e etano] es de, §$7,
mat1ca abarca apro-
01500mn($65

"nso]ub1e Y.
a: ce10biosa

..e/gal ethanol

100 o X o
E3 (osto del residuo
costa del "capital
8 - cos
] costo de operacién
= costo de la energfa
60
{costo total de produccién
$ .66 /galon de etano!l, U.5.)
40 —
20
. * R S
residuo pretra produc hidré! fermen destila Matorial  mante- utilidades
tamien enz " enz tacién cién, nanaing nimien
to. miento.

ngura 17.- Grafica que nos muestra el costo de la produccidn de
etanol en un proceso en donde se separa la h1dro]1s1s
de la fermentacidn. (38)

0 hecho de. renover continuamente la ce]ob1osa formada, se
ref]eJa en.un aumento en ]a producc1on ‘de glucosa y consecuentemente
i ! mds:grande d1ferenc1a .can este proce-

entac1on y sacar1f1cac1on s1mu1tanea
mente, es
00 m. n.



s1mu1tanea

°0 E3 costo del residuo
(costo total de produccién o o R costo del capital
$ 1.3%¢calon de ctanol, U.S.)
) costo de operacién
40 Eg costo de la energla

¢/ gallon
o
o

[
o

=)

pretra~ oroduccion destilacién mantenl~ utilidades

residuo
agricola miento csnzimAtl- SSF miento

Figura 18. Costos del proceso para producir etanol, utilizan-
.do.la sacar1f1cacion y fermentacidn simultdneamente
(Wr1gth 38).
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V.3.- FERMENTACTON Y SACARIFICACION ANAEROBIA

“La-gran mayoria de las Tnvéétfgaciohes'en bioingenieria estdn -:
enfocados a .la degradacidn aerob1ca de” Tosiresiduos 11unoce1u1051cos em-
pleando hongos termotolerantes, f11amentosos y bacterias™ termof11a5, sin
embargo, la ruta de los organismos- anaerob1cos es ‘la m1sma, -con el mismo
potencial y con la ventaja de que no se requiere energia- para la aerea--
cidén. S

La hidrdélisis anaerdbica de-1a celulosa estd acoplada.a la produc
cion de azdcares, dcidos, etanol, ‘hidrégeno y CO Débidé a 1a"ihteracci6n
entre organismos celuloliticos y bacterias ac1dogen1cas, a1gunos de estos
productos pueden también ser utilizados, ~las cond1c1ope§3§on,adecuadas.
También se genera metano por metanégenos. : - s

Estd claro que la sacarificacién y fermenatcnon anaerob1a es una -
alternativa para obtener l1os azlcares como; glucosa, ce1ob1osa.y otros o-
Tigosacdridos que estdn presentes. Algunos de estos metabo]itos pueden u-
tilisarse como sustrato para producir biomasa microbiana anaerdbica. Kato
y colaboradores(29) sugieren utilizar cultivos puros de Ruminococcus albus
y R. fLlavefaciens, para digerir la celulosa pretratada, también pueden -~
crecer levaduras que producen alcohol y &cidos.

Se ha sugerido que el anaerobio termotolerante CRostridium theamo
cellum puede sacarificar la celulosa y convertir los azicares a etanol y
dcido acético. Dependiendo del tipo de sustrato de que se trate, son los -
microorganismos anaerdbicos que sacarifican la lignocelulosa (consideran-
do el tipo de pared celular es el rango de digestifn).

Huatzapple & Humprey (30) propohen emplear cultivos mixtos en -
condiciones anaerobias y en un proceso de FSS, empleando un sustrato celu
16sico y levadura. Con este sistema, la glucosa removida por la levadura-
se refleja en un incremento de la hidrélisis de celobiosa a glucosa y la-
inhibicidn por producto se controla. Asi se obtiene un incremento en la -
sacarificacidn y en la actividad enzimdtica. Ghose (61) sefiala que.en es-
te tipo de proceso se debe remover el etanol producido para evitar la i--
nhibicidn por producto.
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V.4.- PRODUCCION DE 'CELULASAS

mas: con ‘una gran act1v1dad : e
©Las celulasas son enzima§ indu¢jb]es ° :
inc1Uyen: Celulosa, derivados de ce]h]oéa, ce10b1os" pharosa yo Iactosa;
Ciertas celulosa es insoluble en solucién acuos °E1 mecan1smo ‘para: indu-
cir la biosintesis de celulasas puede involucrar;y Una~reacc16n de"celulo’
sa con grandes cantidades de celulasas, proddéidas 19ud1hentefsin ei in--
ductor para proveer celobiosa y asi promover 1a.inductién (1,2)- :
La efectividad -del inductor depende del. ‘transporte del inductor L

dentro del m1croorgan1smo dentro del m1croorgan1smo; la celulosa, celo--
biosa y lactosa son efectivos a altas concentraciones. Pero el. efecto del

inductor en el comboneﬁte individual de Ta celulasa no es muy. claro (67) -

La biosintesis de celulasas estd reprimida por la presencia en -
el medio de glucosa y otros azlcares simples. Igualmente con la presencia
de inductores, la sintesis de celulasas puede ser fuertemente inhibida --
por glucosa (1). Se ha demostrado que la glucosa actiGa como represor de -
la biosintesis de todos los componentes de la celulosa.

La regulacidn y biosintesis de las celulasas es muy compleja. La
celulasa es inicialmente producida por grandes cantidades de celulosa hi-
drolizada a celobiosa, la cual sirve para inducir la biosintesis de todos
los componentes de las celulasas. La celobiosa sin embargo, cuando apare-
ce en el medio inhibe la actividad de la endo-glucanasa 'y la celobiohidrg
lasa. E1 producto final de la hidrdlisis, la glucosa, es faciimente meta-
bolizada por el organismo.

Tnichodenma neesel es el microorganismo méds utilizado para la --
produccién de celulasas. La ventaja de utilizar T,xneesed como fuente de -
celulasas, es que las cepas de este microorganismo producen celulasas con
todos los componentes que se requieren para la hidrélisis completa de la -
celulosa cristalina, aunque tiene 1a desventaja de no metabolizar la ]ig--
nina y tiene bajos niveles de B-glucosidasa (3). i g

Sin embargo, la bisqueda de nuevas y posib1esff@éh?bﬁﬁdeicéiulasas
continda. Se han repotado trabajos para producir Ce]ﬂjaéé&’ton?dtros hon--:
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gos -incluyendo; Aépennglué 50et¢du4 5amigataéiy}A;-nLani Las ce]u
lasas’ de e‘%e’hongo tyenen a1tas concent racior erend ica

r/1) y-las
emperafura y el
pH S6ptimo. para el una temperatu)a-
de 30°- 35°C y pH’ :
aereacién es;"

spect1vamente, la-

¥ pruducc1on en-
e produccién de la

enzima, ‘los :fa delos” componentes
as; taboTismo iy ‘61 sustra-

zimdtica de T

Timejor induc--
sustrato pa |

Se han echo var1os ensayos para aumentar 1a produc01on enz1mat1'
ca:'Pdr”eJemp]o,vaumentando«]a ‘velocidad de agitaciodn, ut1]1zando otra --
fuente de carbono como lactesa en‘cultivo en lote y bajo ‘permanente limi-
tacidon del azlcar. Con estas condiciones es posible incrementar Ta produc
cidén, de 15-20 IU de enzima por gramo de sdlido a 22 IU gr de sélido. Ade
mds, la lactosa es también un azicar barato como el polimero de celulosa y
posiblemente la celulosa a través de intermediarios hidrolizados puede ser-
normalmente, adicionada como inductor (2). . N ) R

La produccién de la enzima lleva aproximadamente 13 dias y repre
senta simplemente la mds costosa seccidn de la p]anta.‘Ro1z-(56) sefiala --
que los mejores rendimientos se han obtenido en un.sistema en lote, cuando
el sustrato es adicionado lentamente al-reactor, alcanzando una carga de--
biomasa de 150 gr/1 ( aunque recientes investfgaciones sobre produccidn en
zimdtica se han hecho en fermentacidn cont1nua, sem1-cont1nua y en lote,o0b

teniendo altos rendimientos ce]u]ares Yy a]fa product1v1dad enzimdtica, te-

;n1endo como sustrato a]tos n1ve1es ‘de ‘ce ulosa (8)

También 'se ha propuesto 1 de ce]ulasas en s1stema se-

;dosafases y u1traf11tr§cjon.-7}




nz1ma Y‘E—'

1(pretra-j

la producc1on de 1a enz1ma,

eé‘ﬁpp*de
ceso{52):

E1- conoc1mlento sobre Ia producc anaerébica de ce]u]asas es
re]at1vamente pobre comparado con 1a producc1on aerob1a. En la:siguien-
te tabla (6), se muestra un resumen.de las caracteristicas y sus condi-
ciones de produccidén del comp]ejb'eﬁiimat1co-en»bacter1as de rumen, com

parado con otras especies,anaérobjas;d"

CL atn&d&um ap. Ciertas cepas -

zar Ta hem1ce1u]osa como fuepn

“La’ b1odegradac1on de un med1o rico de pentosas (el pr1mer es-
tado hidnplizado en.un proceso de hidrélisis-dcida, o la h1dro11s1s por*y
un pretratamiento antes ‘de 1a hidrdlisis enzimatica) es realizada cpn o
los microorganismos capaces de utilizar pentosas directamente'bomol Phd}
chysolen tannophilus, Pichia stipa, Candida shehatae, CLostrnidium thenf
mosaccharolyticum . Asi mismo se pude transformar xilosa a xilulosa ut1-

lizando xilulosa isomerasa con Sacharomyces cerevisae.
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MICROORGAN | SMO

LOCALIZACION Y TIPO

FORMACION E INHIBICION

OPTIMO " pH 'y Tem

‘Mezcla“de bacterias

deRumen

Esporas de Térmofilos

Mésofilos, anaerobios

Mayor celulasa extracelular

Endo-

Exo- B- 1,4 glucanasa

B- 1,4 glucanasa

Extracelular

. Extracelular
Endo B-1,4 g]ucanésa

Exo B-1,4 glucanasa

Extracelular =7

. Endo B-1,4 glucanasa;

'éﬂznmétlca

1a celulosa es constitutiva.

celobiosa y una menor: canti
dad de glucosa inhiben la-
accién enzimética.

Condiciones anaerobias,no-
es esencial para obtener
maxima actividad o esta-:
bilidad.

Inducida por celulosa;ce-

lobiosa y glucosa -inhiben::
la actividad y sintesis =

enzimdtica.

Celobiosa y glucosa 1nh1
ben laiaccion y:

- Tabla No.

Exo B-1,4 glucanasa> 

5.—‘ Celﬁyla_'s‘\a's_ produl




Estos mlcroorganlsmos pueden ut1]1zar,1a x1losa,1nc1uyendo
S CQieV&ddZ para produc r etano] ] i } : 2

cida de pento-
‘_foura] puede

*como solvente (espe-
ramente: 1L roduccién’de material. de
.plastlco (urea furfura]) y para el tetrahﬂdrofurano y alcchol furfural.
“‘Michas 1nvest1gac1ones se han' d1r1q1d Tos; ‘métodos para obtener pro--
ductos como: butad1eno, est1reno,:v'
1o, hexametilendiamina, 1- butano],vluHFﬁéahiés'y plasticos. De todos es-
tos productos, algunos no t1enen ap11cac1on industrial porque resulta -
muy costoso obtener.el furfura1 La ap11cac1on inmediata, es la de obte-
'rfura] puede convertirse en fu

- urano,:aCIdo adipico, adiponitri

ner alcohol a gran escala y . a :su vez e]

~en tetrahidrofurano, por -

saﬁ;'Spn la produccidon de--
iiosa Estos pueden utili-
ncién de productos quimicos

”formulac1on de nuevos poliu

: ,"ﬁijrﬁ'iL,;zA,thN-,bE LA.‘ L-I:'GN‘I;N.

“Para la producc1on de etano] por 11gnoce1u1osa puede ser econg
m1camenté competitivo a nivel 1ndustr1a1 Muchos de ‘los trabajos experi-
mentales para la utilizacidn qu1m1ca de 1a i:gnjna han sido para la in-
dustria de la pulpa y el papel. La 11gn1na par‘ procesos hidrifticos pug
de ser diferente dependiendo del prgcq;o" ;




'iaﬁd F1etchter (54), menc1onan muchas de las Ticacio-

arado con el del etanoT
para obtener feno]- for

su]ta muy atract1vo.: i

El x111to],pq§e
mercial; &ste es emp]eéaob !
cios. C11n1camenfe, e]‘ como agente du1c1f1--
t111zarse en casos de--
fdrogenasa. Las -propieda-
or-algunos investigadores-
(72). o

La produchon de acetona butanoI por conversidon anaerdbica de
aziicares 'es un proceso muy conocido, E1 mismo microorganismo CLostrdi--~
dium acetobutylicum puede utilizar la glucosa y la xilosa para producir
estos productos; en Francia y U.S.A. ya se han montado los procesos. La-
concentracién del solvente producido (acetona-butanol-etanol) no debe ex
ceder los 16-18 g/1, porque se presenta un efecto inhibitorio(53). pero-
por ingenieria genética se han obtenido cepas que pueden soportar 23-24-
g/1; sin embargo, este valor es bajo para que sea comercialmente acepta-
do (55).

En todas las categorias metabolicas, el pH: juega un papel muy
importante en la naturaleza de los productos fina]ési en el proceso de-
obtener butanidiol, la baja del pH favorece la formacidn de productos -
neutros (etanodiol), lo cual en condiciones ajca]inas,‘]]eva a la acumu-
lacidn de 4cidos orgdnicos. Esto es evidente .en la formacidn de ABE; -
los pHs altos estimulan la produccidn de acetatos.
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bla h1dro11--
osd pura ‘ha- s1do demostrada (67) y un
os produce Ta 1ndu5tr1a de Ia pu]pa y el pa-
pel, que sin.duda, son.1os que mas ‘se’han 1nteresado en’ megorar los proce-
sos-de-hidr6lisis con la. idea de abaratar ]os costos des
(67). )

sis tota] de los res_duos agr colasno debemos desa]entarno

sis de'la: 11gnoce]u1osa yoden 1
10%de* 1os jarabesde glucosa

oducc1on ‘de~ papel

nﬂa1 aprove--
1nvest1ga—

7 Asimismo se han rea]izado muchos tarbajoiyén fe:
chamiento de 1a lignocelulosa y.alin asi existen oportu
c1on de problemas que ain no han sido resueltos. L2

En este apartado se pretende abordar.y d1sc 1tefha-
tivas qua han surgido con la 1dea de aprovechar de a1g 3 a lfgnocg
lulosa y 1o hemos c]as1f1cado en diferentes categor1as : e

VI.1.- CON RESPECTO A LOS MICROORGANISMOS

Uno de los puntos principales de un proceso de hfdké]fsis en la--
biotecnologia es la de utilizar microorganismos que sean capaces de degra--
dar el sustrato disponible y obtener productos de interés comercial. A este
respecto, existe una gran gama de m1croorganlsmos que.ya se han utlllzado -
para degradar lignocelulosa y otros que aln se desconoce su potenc1a] para-
ser utilizado en este campo.

MICROORGANISMOS LIGNOCELULOLITICOS

La cantidad de lignina producida por la fotosihtesﬁs'en nuestro --
planeta estd balanceada por la cantidad de lignina que esiqéscohpuesta por
1os microorganismos. Este fenémeno juega un papel centraiié  €1;bic1o del -
carbono y esto ha supuesto que la degradacidn de la 1ighﬁnql' ‘el resultado
de una accidn cooperativa entre diferentes hongos, bacteriésfy microflora -
del suelo (54). ) eI
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- Entre 1os mlcroorgan1smos con mayor ut111dad a este respecto se
encuentran 108 que atacan 1a madera, porque son capaces de degradar ligni
nay .’ ce]u]osa, y entre el]os,‘]os hongos de 1a,pudr1c1on blanca que atacan
cqnsecut1vamente,1a lignina'y 1a'cé1uJosaA Egtoé hongos’son basidiomice--
tos, hay alrededor de 1000 especies yyﬁnicaMehté se conocen alrededor de-

25 especies que han sido examinados para-la descomposicién de la lignina.
La degradacién de la lignina por estos microorganismos involucra un .proce--
so  cooxidativo y, consecuentemente, la fuente,de carbono es necesaria, co
mo celulosa 6 hemicelulosa. :

' Lamed & Bayer (70), cons1deran que 1os hongos de la pudricién b]an,“
ca que a contunuacidn se deta]]an, son m1croorgan15mos que deben ‘estar’ ba-"
jo-investigacidn;

Fomed fomentanius. = N
* Gonodenma appalanatium: -

Phellinus Lgniarus
Amillania mellea
PLeurotus ostreatus .

Las ligninasas produc1das ‘pot estos hongos al parecer atacan re-<
siduos fendlicos por desmetilacidn .y de esta forma separa los polimeros -
que conforman la lignina.

Eriksson (8) ha utilizado para degradar la lignocelulosa cepas mu-
tantes de hongos de la pudricién blanca, por ejemplo Poliporus adustus,que
fue irradidad con luz ultravioleta, actuando sobre el gen que controla Ta-
sintesis de manasas, celulasas y xilanasa e incrementa ta actividad y con
secuentemente 1a hidrglisis.

La delignificacidon biolégica parece una técnica prometedora, pero
1a baja eficiencia en la hidrdélisis ha evitado que no se haya utilizado--
en un proceso a nivel industrial. La posibilidad, sin embargo, existe, au
mentando la eficiencia a través de un proceso parcial fisico o quimico del
sustrato previo al tratamiento bidlogico.

También se han considerado a las levaduras para degradar a la 1lig
nina Taichospornium §ermentans que la depolimeriza, los actinomicetos Strep
tomicetea &p y Nocardia sp, las bacterias Gram-negativas: Pseudomonas y -
Xanthomonas, las térmofilas Aeromonas y algunas cepas deBac.iflus polimixia
y Cellulomonas {43).
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MICROORGANISMOS ‘HEMICELULOLITICOS.

ados Yy ‘ser ut11ﬁzados
: a?b]oconvers1on de laf
: anda que l1a de celulosa po
‘xilosa: sustituida con el x11and

Tulosa requ1ere la acc1on de enz
suma, -la-actividad de la endotB

" Existe ‘poca cantidad deend 'sa emiceluls-
sicos; ‘1a acetil x11ano estéra ) '
que también actuan én 1a ho o) S iés'éstu—
dios; .pero existe muy“poca 1nfo acﬁﬁnés én
crudo de x11anasas de TﬂLLhO“Q" “presencia-
to ‘que esta en

‘el 1651cos.

us'sontlos microorganismos
; .{42) también han -
myces 4p. y reciente-

Aganicus bLApaﬂud y Plaunotu
que pueden sintetizar la g]ucuron1dasa,
demostrado la presencia de esta enziﬁa,en Strep.
mente se observé que las especies de Starep
Strheptomyces fLavogriseuspresenta enz1mas

Y es0lLivochromogenes ¥ -
tividad extracelular --

del complejo enzimdtico xilanolitico, ‘de: ta] modo que son capaces de 11
berar dcido ferilico de los residuoc Ilgpocelu]os1cos.

Se ha observado que la especie.’ Cﬂ theimosacchmnoﬂjt&cu.kb
gqunas cepas de C. thermocelfum producen “también: x11anasas con una :
vidad capaz de convertir Tos sustratos no h1dr011zados en monomeros de?,"

pentosa Bac.cllus macerans puede utilizar la hen1celu1osa y_produc rreta

nol, dcido acético, CO2 y acetona a un pH aproximado . de 6. v .
La bioconversidén de xilosa por Tevaduras tamb1en ha s1do ex-

tensivamente revisado y se ha observado que son capaces de,metabo11zar-
azicares de pentosa via oxidacién -reduccidn. Barnett(73) sedala que -

mds de 400 especies no consumen carbohidratos via aerdbica, Candida &p.
y Candida tropicalis han demostrado su capacidad de convertir hemicelu-
losa a etanol (67). ‘
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Un organ1smo capaz de produc1r s1mu]t5neamente las enzimas ‘xi-
'és prometedora para‘la hi-
”Vmutantes de' CoLlullLomo-

]anasas y celu]asas puede ser la a]ternat1va

dro]1s1s de ho]oce1u105a, asi se hal
'naa con act1v1dad ‘de amba clases de enz1mas A R
; Los térmofilos semejantes-a Cﬂoét&&d&um thenmohydaadue5u44cum,
C. theamoéacchanazthQum( del cual ‘su status ‘taxonémico ha-sido cuestio-
nado&,theamoanaenabactea ethanicufus utilizan xilosa y otros azlicares de
penfosa y rangos comparables de hexosa.:Notablemente todas estas espe- -
cie§ no son CE]u1o1Tticas, pero pueden consumir 1a gran cantidad de car-
boh1dratos prrsentes en la hemicelulosa.

MICROORGANISMOS CELULOLITICOS

2 te respecto ya se ha hab]ado en: apartados anteriores y Tos -
105 que ‘degradan la ce1ulosa son muy d1versos e incluyen: --

. hbngQ;} act1nom1cetos, bacterias y m1xobacter1as S1n embargo, los hongos

hénksido_]os microorganismos que logran excretar pnqhmayor cantidad de en
zimas 'celuloliticas dentro del medio de cultivo y, consecuentemente, lo--
gran:-hidrolizar mds sustratos(30). '

La mayoria de Tos organismos celuloliticos tienen la capacidad
de degradar la regi6n amorfa de la celulosa olas dreas hidratadas, pero--
pocos tienen la capacidad de degradar celulosa nativa, que contiene gran
des regiones cristalinas. Los hongos Taichodeama virnidae, T.reesed (2), T.
Roningis (50), Fusarium solani, Sporoirichum pulverulenZum y Talaromyces-
emerdondi son los organismos que han demostrado su capacidad celuloliti-~
ca sobre la celulosa nativa.

Halliwell (50) considera a Clostraldium theamocellum ( que Tibe-
ra un sistema enzimdtico muy efieciente) como el microorganismo mds prome
tedor para ser utilizado en la biodegradacidn de la lignocelulosa. Este -
organismo convierete la celulosa heterofermentativa a dcido acético y &dci
do ldctico, asi como etanol. Sin embargo Parisi {46) propone utilizar co~
cultivos en orden de aprovechar las pentosas simultdneamente; el co- cu]ti'
vo no estd T1ibre de inconvenientes, como la formacidén de otros productos-
como; dcido ac@tico, dcido ldctico y dcido butirico.

También se ha propuesto utilizar co-cultivos de C.:theamocellum -

can C. thermohydrosul furicum, el cual no produce dcido but1r1co de’ 1gua1
forma C.theamocellumcon Theamoanaetobacter etahn&culué
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ef1c1entemente

y a]gunas otras ‘esoecies:de’ xhenmub han sido reportadas con capac1dad-
de crecer en un gran nimero-de: sustratos y c1ertas cepas ‘de“este ‘género
crecen bajo condiciones limitadas de ‘oxfgeno, porque  la solub111dad del
oxigeno se reduce a altas temperaturas. Asimismo, la transfeféncia del-
oxigeno disuelto también se limita; asi, en estas condicionés’e]'bxfge-
no es completamente consumido y por 1o tanto conduce a ut111zar termof1
los anaerobios estrictos como; Methanobacteaium thenmoauinoph T
thanothenmus ferv.idus, theranaerobium brockii, T.ietha
nobacteroldes acetoethylicus.

La utilizacién de organismos terméfilos.
ventajas cuando el proceso es llevado a mds de .50

- Se reduce la viscosidad del medio, 1o cual ‘incrementa
mezclado de la fase 1iquido-sé6lido (80) :
- La productividad puede incrementarse, asfi como.la
cién (se incrementa en organismos y enzimas).

- Por las altas temperaturas de operacidn,. 1o0s r actoreS'd1f1c11mente se

contaminan. Este es un punto muy importante que sel de{e cbns1derar ---
cuando se desea llevar a cabo un proceso.a mayor esca]a o
- Se obtienen rendimientos altos de enzimas), que_prov1ene de obtener en-
zimas de gran estabilidad; esto es de particu}ai signifibado para la -
recuperacidn enzimdtica del cultive y para 1&’ph?1ficht16n'de Ta misma.
- Sin embargo la contaminacidn en 1as enz1mas proteo1 t1cas puede ser un-



problema"serio si’se recupera e
- Las . enzimas’ termoestab]es

tura11zac1on yial

- Y, en extremo, los te

. Los mas: ‘recientes n oy éépectati
vas para utilizar’ bacte; st te est1mada -
para la produccion de. en21ma e 1 ; esistentes, para -

la produccién-de ]agunos prod cfos qu1m1cos y combus Te, asi
el tratamiento de aguas res ‘
la celulosa,. Sin embargo, -p
se debe de trabajar a alta

Asi también se

_como’para

las bases mo]eculares de:.1

ro. su mecanismo de v1da,'e1 c

palmente diferente a’la- v1da )
biologia molecualar estd 1nte esada.. en. encontra juen
porque la vida es posible a: tan a]tas temperaturas "y porqu ,,'cbnsjjtu-
yentes celuiares siguen s1endo estables a esas temperaturas..Estés pregug

tas, alin sin respuesta, -muestran el potencial de los sistemas terméfilos-
que tienen tedricamente propiedades muy interesantes con respecto a la --
biodegradacidn de la celulosa.

La diversidad de los microorganismos es menor cuando se incre--
menta la temperatura. Los eucariotes nunca han mostrado que puedan crecer
alrrededor de 62°C y los procariotes fotosinté&ticos nunca se les ha obser
vado alrededor de los 74°C; la ocurrencia de Baciflli en habitats de altas
temperaturas se ha mostrado por largo tiempo.

Muchos microorganismos térmofilos tjenen-aplicacidén-a gran esca-
la por lo importante de sus caracteristicas metabdlicas; como es el caso-
de Theamoanaenobacten , Thenmobactenroides,la producciédn de metano por --
Methano@act?! B
aerobios, un1camente la especie Thiobaciflus = tiene un uso potencial.

”btros metanogénicos term6filos; de los facultativos -

Asi como el interés de l1a aplicacién de los term6filos se incre-
menta nosotros consideramos que los programas de aislamiento de termé6fi--
los debe continuar por las grandes ventajas e utilidades que proveen y de

as que ya hemos hecho mencidn.
Asi tambi&n hemos considerado ciertas limitantes , como la uti-

lizacidon de equipo especial, y las propiedades biol6gicas del organismo-
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‘él}ﬁsbfde”terhéfiTos"éin:éhbérgd, Ta bfbtéého]&--*
: Ingen1er"a Genet1ca puede desarro11ar ‘en mu

] 'con 1a transferenc1a

1 m1croorgan1smo mésof11o, 1os cuales-:

”conpmjcamente y técnicamente ‘posibles

que pueden d\ficultar

Las levaduras son los =--
'és1duos y despues intervienen las bacte --
Esta secuencia de sucesidn coincide con
1a act1v1dad en21. G hnﬁSmos durante el proceso de degrada--
cion. Las ‘especies quef ‘apel ma&s -importante a este respecto ge-
neralmente sonj ‘los hongos terméf 105 y termotolerantes : Aspengillus fu-
ngat&&; A, onryzae, Thenmoaéaua aunant&cua Yy PendcllLlLium sp. que son algu
nos de los microorganismos quekse han aislado de diversos desechos agri-
colas como : bagazo de cana,lgranps, bagazo de fruta, tabaco, lana, algse
dén, fibra de 1ino y de la madera. E1 potencial que ofrecen estos micro-
organismos, que logran crecer en medios tan complejos, es muy prometedor
debiéndose de explorar aun mds el conocimiento de las caracteristicas y -
propiedades de estos microorganismos para utilizar los residuos (75).

En la siguiente figura (13) se muestran algunos microorganismos utilizados
para la biodegradacidén de la celulosa !

YyI.1. 1. - MUTACION E INGENEFERIA GENETfCA : -

El mdximo rendimiento en un proceso, es esencial para desarro
1lar continuamente nuevas cepas. Esto involucra el uso‘de tecnicas gene-
ticas combinadas con un proceso de seleccidn disefiadas para mejorar las -
técnicas de aislamiento. Asi nuevas cepas son producidas y esto es nece
sario para modificar los procesos de fermentacidén que son llevados a ca-
bo con un mayor potencial con las nuevas cepas.



duct1vos asexuales 0 sexua]es.
: La mds reciente tecno,

" u

in vitro " y la clonacﬁén dé‘den

técnicas tienden a consumir demasiado tiempo'y una labor miy- tehsiVa}_
Esto ya na sido evaluado y dmbos mutagenesis y recomb1nac1bn f1gu an a-
hora como estrategias para mejorar cepas y hacerlas produc1r d1versos -
productos, las mds grandes compafiias involucran estas tecnolog]as en --
lTos. procesos de fermentacidn. i ‘

Un restringido nimero de microorganismos han sido’ descr1tos --
con capacidad de dcpolimerizar la celulosa cristalina. Los mds extensos
estudios han sido en términos de enzimologia y genetica molecular. En -
el hongo filamentoso imperfecto Talchoderma reesed el cual degrada la -
celulosa por secrecidn de tres diferentes enzimas extracelulares, estas
enzimas obviamente son de importancia comercial porque puede utilizarse
en la conversidon de 1a celulosa a alcohol industrial. Consecuentemente-
ungran nimero de grupos de investigacidn se ha concentrado en elucidar-
la estructura y la funcidn de estas enzimas utilizando 1a quimica de --
las proteinas y la tecnologia de clonacidn de genes. Los resultados de-
estos estudios has sacado a la luz como las proteinas extracelulares se
encuentran secuenciadas en los cromosomas de hongos y asi los datos son
utilizados para producir enzimas extracelulares activas. . .

Shoemaker y colaboradores (88) han clonado y secuenciado ge---
nes cromosomales de las enzimas celobiohidrolasas y,endoglucanasas, y
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co seruentemenue ahora se conoce‘que cada'enz1ﬂa COns1ste de un p°]1-

1es, pr1mero, cual es 1a est

eﬂ105 genes, 51tios para 1n1c1ar la
transcripcién y de insercién

Segundo, si las proteinas ex--
tracelulares pueden’ser sig
polipéptidos, 'y cual’ pued
nes, ‘cual de ellas se re]ac1
La capacida )
f1carsé.en orden ‘de
de las ‘vias biosintet cas:;
zimaticos’ son esenc1ales :
Un enfas1s en los trabaJos de DNA recombinante puede ser a]tamen'

te beneficioso para d}sgnar programas con la finalidad de mejorar las ce

Los trabajos -
‘de"regulacidén metabolica y los mecanismos .en-

pas microbianas.:Sorprendentemente los avances en fragmentacidn especifi
ca, clonacifn y secuenciacién de DNA han sido exitosos. Los experimentos
de recombinacidn " in vitro" para construir cepas hibridas no han tenido
resulatados aue tengan una inmediata aplicacidn, las cepas compatibles =
deben de examinarse ccn varias conbinaciones de donador/ aceptor, asi -=-
mismo se hace necesario desarrollar bancos de genes que adicionalmente -
involucra el conocimiento genético de las especies microbianas.

) Las bacterias celuloliticas del rumen ; Ruminccoccus {Lavefaciens,
R. afbus, son las mds importantes especies que pueden degradar celulosa -
cristalina y ya se ha hecho clonacién molecular de celulasas de R, afbus-
en E. colL ; estas bacterias muestran actividad de los tres tipos de ce-
lulasas, por lo tanto, son una fuente importante para obtener clonas y -
recombinar en otros microorganismos.

Un factor limitante en muchas fermentac1ones es el ‘hecho de que—7 ‘
el microorganismo que lleva la convers1on es: 'nto1erante a las a]tas con” '
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centrac1ones'
ductos :dci

el crec;m1en
";7de una forma, remo-

1iotro, se ha dedicado

ffermentac1on. Clostadldium -
tnenmoceﬂtum; mo on:los microorganismos que apa-
rentan -tener mayor toleranc1a a1 efec o}de Hso]vente, la expectativa es
que ‘las ce]ulas se: adapten a crece, .un. med1o con mayor cantidad de sol
vente, de ‘igual-forma que: se adapta a crece' a -altas tempersturas. Esto--
puede realizarse 1ncrementando el rad1o de 1nsaturac1on y saturacidn de -

las proteinas de 1la membrana. La 1dea es" produc1r mutantes que tengan al-
teradas las proteinas de la membrana, pqrgqg se-ha visto que estas pro --
teinas son el blanco para futuras investigacionesren los mecanismos de --
tolerancia. Asimismo se ha logrado grandes avances con la ingenieria ge-
nética aplicada a este problema. : ' ‘

La tecnologia genetica puede también utilizarse para acelerar el
desarrollo de una gran cantidad de biomasa para extraccidén y bioconver--
sidn, muchas generaciones tienen la necesidad derjntfoducir algunas carac
teristicas deseables. La transferencia de rasgos entre diferentes espe--
cies es una gran ventaja para la biotecnoclogia. E]1 vector de DNA puede -
transferirse utilizando virus o bacterias.
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Figura .19- Algunos microorganismos. utilizados para la biode-

gradacidn de la celulosa 51‘&]2~bacfériasqmetanq~»

génas;Methanocop"i‘ :

3. Bacilflus sub;
comestiblesPBeunotus odtreati

Rum sp .y Metuanobrevibacten sp.
y 6.~ Fotografias.de hongos
Amanita vinosa. .. ..o




Figura 20 .-

Efecto de la degradacién de la madera por hongcsv‘du«‘-
dricion blanca (a) y de la pudricién cafe (b) y:(d

lus versicolor . (e) erosién producida por:Ph
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lebia.radia

. ta en celulas de pino (Foctograffas tomadas 'de. Kent,:

8)




VI.2.- CON ,Rss'PE‘cT,O“A"‘L'As; CENZIMAS

zar enzimas estables: de termé

: ien documentado las .pro
piedades que Tlaevan a utilizayr enz1ﬂas termoestab]es son que:. las alatas -
temperaturas les confieren cierta resistencia a los agentes desnaturalizan
tes, solventes y enzimas proteoliticas; .en general, el crecimiento de los-
de los microorganismos a latas temperaturas hace mas estable estas enzimas
y las extracelulares ain son mds estables que las intracelulares. Es por -
lo tanto, probable que puedan ser enzimas extracelulares la de los termf--
filos mds extremos. Brager (83) aisl1d 6 termdfilos de arquibacterias y 9
eubacterias extremadamente termdéfilas (todas anaerdbicas) para la secrecidn
de celulasas extracelulares, hemicelulasas {xilanasas), pectinasas, lipasa
y proteasas. Estos microorganismos los ais16 de aguas termales de Nueva -
Zelanda; sin embargo, considera que las arquibacterias son la fuente de las
enzimas mds estables como; Suffolobus acidocaldarius, S. solfataricus, Ther
moploteus tenax, Theamococcus celer,algunos otros microorganismos térmofi-
los como : C. theamocellum, C. stercoralun, C. thermocopriae , que crecen-
alrededor de los 60- 65°C, tienen enzimas que presentan gran estabilidad;
C. thenmoceflfum ha sido 1levado a los 90°C para pfobar su estabilidad (74)
y se comprobd que la enzima es estable a 70°C:;
incuba en presencia de sustrato. T

or-varios dias, cuando ‘'se -

ENZIAAS INCANSABLES

Cuando nos referimos.a

juellas en-""
zimas que no se saturan, '

en‘presencia
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perar y volver a reut111zar1a; el'méx1mo grado"de recuper cidn: de Ia enz1

ma esta determ1nado por~1a cank
pués de la h1dro11s1s La act

i *so]ucion des-

asada ‘en: 1a form c16n de una --

’ductores -a part1r de varios sustratos, Tos -=-

productos de la h1dro11s1s nos in 1ca.que adn. no se ha-saturado:.el siste-

ma enzimdtico y que sigue actuando sobre el sustrato. Esto tiene relacibn

a su vez, con el grado ' de adsorcwon de 1a -enzima y.-la mdxima cantidad de-

celulasa que puede adsorberse, depende del metodo utilizado para medir la

concentracién de la enzima. Las ce]u]asas de Trichoderma reesedl; presentan
un bajo grado de satutakaq e ]es permite reutilizarlas en hidrdlisi-

continua. P :

gran cantidad de azldcares

6n especia] a: este'punto, donde la infor-
contrar las enz1mas 1doneas, que nos bajen
T1zac1on de 1a enz1ma debe estar mas dis

Debemos’

macidn que se requie
el costo de]ﬂpﬁocé

pan1b1e

BALANCE - N' EL SISTEMA

Los d1verso . oS demostrado que cada tipo de enzima que
forma el complejo de celu]asas cons1ste de una multiplicidad de formas con
aparente doble funciédn. La naturaleza y el origen de estos isocomponentes-
ha sido sujeto de mucha discusidon en la Tliteratura. Estas discusiones han-
habierto las posibilidades de que la multiplicidad de los isocomponentes--
pueda ser genéticamente determinada o causada por una protedlisis parcial-
(20) o por glicosilacién diferencial de una cadena cémun de polipéptidos
Todas estas posibilidades pueden ser operadas.

Ha sido bién establecido que la celulosa cristalina es hidrolizada
por sinergismo de todos los componentes que forman el complejo de celula-
sas; el sinergismo ha sido también objeto de muchas discusiones por los in
vestigadores. Por ejemplo Wood (80), ha separado los componentes C,y C, de
las celulasas de T. koningii en DEAE_ Sephadex. Cuando cada componente fue
diluido a la cantidad inicial, la fraccidén que contiene la actividad de Cx
retiene lGnicamente el 3% de la actividad de la celulasa del filtrado del -
cultivo original y el componente Cl inicamente el 4%, sin embargo, cuando-
las dos fracciones fueron recombinadas en sus proporciones originales el -
92% de la celulasa del cultivo original fue recuperado., Esto nos demuestra
claramente que la actividad del complejo de celulasas es dependiente de la
accidn sinergética del componente C1 con los otros componentes.

Halliwell y colaboradores (50) también estudiarén el sinergismo dg:‘
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las fraCCIOHES de-cada enzlma en el m1smo mlcroorgamsmol l1m1tandose ca=-
da uno de los :componentes, pero cuando. todos‘los componentes fueron: recom

binados. en: sus proporc1ones orog1na1es
doorig 1n31 .fue recuperada.

nes de enzimas.

Han atra1dp un p;rt1cu1a
a este respecto. Esta especie t{ene-

La idea de conocer’o: eluc1ﬂ
a qué cantidad de cada enzima:se requ1er

enzimdatica mas ef1c1ente, es muy 1mportant

se probar conb1nac1ones,de eanmaqurnven1entes d

nismos, como en el caso de_loé;gb-égltivoﬁ’jgn los co- cujt1vo; se estd --
utilizando la capacidad de cada enzima.para degradar;ciefta parte del sus
trato; en este caso lo que pretendemos en una: hidr6lisis enzimdtica es co
nocer el"preparado” ideal de enzimas para degradar.la.lignocelulosa.

E1 problema que los investigadores genera]ménte 1legan a enfrentar
es:conocer " cual componente del complejo de celulasas " 1imita la saca-
rificacidn. Como ya he hemos mencionado cuando se purifica cada componen
te aisladamente muestran una actividad limitada sobre 1a celulosa crista-
lina y cuando se incrementan todos los componentes, . no se incrementa en la
misma proporcidn la hidrdélisis (2). ‘—

Entonces se debe de ensayar las brdbd?tibhes de cada componente-
pa a optimizar la hidrélisis enzimdtica. El ba1ance adecuado nos llevard-
s de la celulosa crista-

a encontrar el componnete que limita la h1dr 11
:efecto sinergético del com-

lina; esto también nos ayudaria a enteqde

plejo de celulasas.

A su vez es desaeable encontrar 1aiestabi]idad de cada componente
enzimdtico a cambios de pH y a cambios de ‘temperatura, esto surge con la
idea de conocer la termoestabilidad de cada enzima, porque generalmente -
en condiciones de reactor , cuando se hidrdliza lignocelulosa, se incre--
menta considerablemente 1la temperatura y cambia el pH.

Estandarizar las condiciones de actividad de cada enzima ha sido-
muy dificil porque la celulosa como sustrato no tiene un solo componente.y
tas celulasas no son una sola enzima.
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NUEVAS ENZIMAS

“Ya se ha hablado del complejo multienzimdtico, del cua] es-— 
tan formadas las celulasas, pero a su vez se ha sefalado la ex sten 1
de una familia de peroxidasas en la degradacidén de la 11gn1na;
enzimas son producidas por hongos de la pudricién blanca Pha 0
chhysosporium y se han crado grandes espectativas sobre 1a apl_cacdon-7
potencial de estas enzimas en la biotecnologia,

En algunos articulos, 1as 1lamadas ligninasas han s1du caracte-
rizadas como glucoproteinas, las cuales, en presencia de perox1d0 de-
hidrégeno oxidan a diferenteg'SUSfratbs arométicds por un mecanismo de
trasferencia de lectrones. A 1a”1uz de numerosasa investigaciones sobre
el mecanismo de oxidacién'y Ta

ubsecuentes reacciones, no se duda que
: pe1’1mportante en la biodegradacidn de
lignina y el material 11gnoce1u1051co La- producc1on de H 0 es esen ==
cial para la activacidn de estas enz1mas (80)

la lTignin-peroxidasa juega un

También los hongos Phlebia Aad&atg{:quyalu[;uenALQOZan, Panus -
tigninus sp. y Crysosponium pnuionbaum,'pr63q¢énAJfgnin-peroxidas (85)
de P. nadiata se ha separado y cakacterizadofawliﬁhin-peroxidasa (EC.1.
11.1) y una oxidasa. La oxidasa ha sido caracfefiz&da y denominada Laca
sa, benediol oxigeno-oxidorreductasa (EC. 1.10..3.2); similares produc-
tos fuerdn detectados en cultivos de P. chaysobdpornium.

Algunas levaduras y hongos como S. pulverolentum (§)sinteti--
zan celobiosa-oxidasa, Tadchoderma honingii (58) y T. neesel (8) produ-
cen también la celobiosa-quinona oxidoreductasa, que también es produci
da por otro hongo, el term6filo S.tecwmofileque filogenéticamente se asg
cia con los ascomicetos y algunas especies de hongos imperfectos.

La celobiosa - oxidasa de S. pulverulentum(8) es una -
hemoprotexng_gue éhnt1ene un grupo FAD, que oxida celobiosa y altas con
centrac1one§k3% celodextrinas con suscorrespondiente dcido anidnico, pe
ro utilizando oxigeno molecua#. La celobiosa-quinona oxidorreductasa es
td involucrada en la degradacidn de la lignina y la celulosa. Oxida ce-
lobiosa (pero no celo-oligosacdridos) a celobiolactosa en presencia de-
un aceptor de electrones como radicales quinona o fenol. Producidos por
l1a accibn o degradacidn de la lignin-fenol oxidasa. Estas enzimas han -
sido objeto de interés por su participacidn en la degradacion de la lig

nocelulosa y aidn no salen a la luz, las propiedades y la actividad enziv

mdtica en la hidrélisis de los desechos agricolas.
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un proceso enzimiti
clase de energia; -

ido a la especifici
ficidad de la endo-

glucanasa-
go, se ha’r
temperaturajy_

celulosa; sin embar=
dependiente de la-

PRODUCCTON SEMICONTINUA®

Muchas 1nvestjgatidnes se“han ehfocado a ‘desarrollar métodos
para realizar una produccién”cqntfhua'de'étanof a partir de residuos--
agricolas. Una de las alternativas que han sido intensivamente estudia
das es el uso de un tipo‘de cclumna con cé]u]as;a inmovilizadas, dentro
del reactor; .asi se puede tener una alata densidad en el reactor con --
significativos rangos de dilucidén, resultando un incremento en la pro--
ductividad del etanol, porque el problema de la inhibicién por produc--
to se miniﬁjia y 1as altas concentraciones de etanol estdn sin contacto
con la célula. Un nimero de diferentes técnicas de inmovilizacién han -

sido aplicadas en reactores para fermentaciones continuas en la produce
cidn de etanol (78).

Algunos trabajos con células inmovilizadas se han realizado --
con varias cepas de levaduras para bidcatalisis y mds recientemente la
bacteria Zymomonas mobifis ha sido utilizada. Estas bacterias se han a-
trapado con alginatos de calcio, fibra de vidrio, resinas de intercambio
y verniculita. Las cepas de Saccharomyces cenrevisae, . que es una levadu
ra, también se han inmovilizado en fibra de" vidrio.
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la, porque, | : *ac
por contam1nac1on, por 1o”que debe buscarse un adecua o:
esca]am1ento ‘en un b1rreactor El d1seno de un blorreacto
tender las” caracter1st1cas de 1a transferenc1a de masa y

dad ce]u]ar dentro del gel;  “asi m1smo, el autor

var1antes muy sofisticadas para: m1n1m1zar el efecto”de

ag1tac1on intermitente y las.: ce]u]as, 1nmov111za'
nqto de sodio. Dav1son (79) propone"ut11'za
Zimomonas mobilis-.

FERMENTACION Y SACARIFICACION SIMULTANEA.

Otra alternativa con respecto a:los procesos es la fermenta--
cidn y sacarificacidn simultanea, de 1o cual ya se ha hablado en‘e1'c§pﬂ
(pp.32); en este proceso se realiza la ferementacidn semisé]iaarén—i
la que se puede incrementar el rango de hidrélisis, el rendimiento 'y la
concentracién del producto, po la continua utilizacidn del azidcar por - =
Tas levaduras reduce la inhibicidn por. producto final del comp]eao enzln'
matico. Asimismo, en este proceso se pueden utilizar co-cultivos que in
volucran el crecimiento de dos o mds organismos compatibles, donde uno-
es capaz de realizar celulolisis efectiva y el segundo {cepa adicional)
es capaz de competir sucesivamente por los aziicares obtenidos, con lo--
que se puede obtener los azlcares deseables, los cuales predominan.
Utilizando este proceso, la celulosa es hidrolizada via enzimi-
tica con un sistema de celulasas y el resultado son azicares fermenta--
bles por microorganismos mds adecuados {(ejem. bacterias o levaduras).
Una alternativa potencialmente mds elegante, puede ser el de incorporar
genédticamente las celulasas esenciales dentro de bacterias o Tevaduras-
que fermentan azicares (79).



FERMENTACION"

0tra,a1ternat1va ha" s1do Ta fermentacidn anaerobia, que se ha

cons1derad para degradar ce1u1osa, camo 1o es--

-1a'fermentac16n aero pero: con la ventaja ad1c1ona1 de que se aho--

ra.la-aereacién.

rra ]a ene g1a requer1da
La: h1dr01 s1s

aerdbica de Ta celulosa esté acop1ado, en la -~
natufa]eza, con 1a producc16n de az{icares, ac1dos,~etanol, ‘hidrdgeno y

- CO,
cas; algunos de estos productos también pueden-sen ut1llzados en las -
mismas cond1c1ones para producir metano por metanogenos. Es-claro que,
Ta 1aternat1va ‘anaerdbica, otros productos como. g]ucosa, celobiosa y-
otros ol1gosacar1dos pueden estar presentes 'y, “estos metabolitos pue--
den ser ut1]1zados como sustratos para la- producc1on de-biomasa aer6bi
ca m1crob1ana, por ejemplo, rec1entemente (81) -se ha -sugerido el uso--
de:cultivos puros de Ruminococcus aﬁbué y Ry 5£aveﬁaccenA para digerir
ce1u]osa. Tamb1en el crecimiento-de- levaduras en alcohol 'y dcidos pro-
duc1dos Yy f1na1mente, el crec1m1ento -en H2 de ‘bacterias y en COZ’ la

vblomasa producida puede ser una mezcla de bacterias y levaduras y fi-
nalenente se puede obtener metano.

2, debido-a: 1a sinteraccidn entre bacterias ce1u1ol t1cas y acidogéni

As1, la fermentacidn anaerdbica puede ser aproximadamente si

'.m11ar a-la aerdbica, empleando hongos terméfilos, emplenado hongos ter

mé6filos o meséfilos en cultivo sumergido, -como ya hemos mencionado Ta-
ventaja es la energia que se ahorra al no requerirse aereacién y no es
.ta restringida por la dilucidn de 1os s6lidos suspend1dos en el sustra
to

: odos Tos casos, a la producc1on de eta
nol, pero debemos aﬁadir‘qye el tano] sirve a su.vez como material pa
ra sistetizar otros producto e interés ‘comercials; et11eno, butadieno,
acetaldehido, acetona, bdtéhod101;risopropanol,iAc‘ ico, Ac.succi
nico y propionico. (e ' '

“Nos enfocamos, eﬁ'ééiﬁ

fuma

Pero debemos seﬁa]ér que todas las a]terné slﬁquiere inno-

e tiene al alcances
sin embargo, demostrar que un proceso es fact1b1e sarg an‘escala, a ve-
ces, resulta costosisimo requiriendose a su vez u asto de tiempo .y -
los resultados no siempre son sat1sfactor1osf‘ 1mp11ca desarro

var tecnologia o mejorar considerablemente la que-

1lar investigaciones en Ingenieria de Procesos y equ1po. S1n embargo, -

Ta investigacidn baswca en h1drn]1s1s de 11gnoce]u1osa aun t1ene mucho
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desarrollo. .

VI.4.-

Léfna ; 1vgpoce1ulosa has s1do tra-“
* tada en numeros E ) - :
sa estd compuesta ‘de
de cada componeﬁﬁe'

fundamenta]-pﬁs'
lulosa limitan'e

ato Tignocelulosico-

PRETRATAMIENTOS,

" Numerosos pretratamientosfhén sido desarrol]ados para incre-
mentar la eficiencia de la sacar1f1cac1onJén“mat1ca, estos pretrata--
mientos utilizan métodos fisicos, qu1m1cos,y b1olog1cos para remover -
la lignina y disminuir la cr1sta11n1dad d.f1a ceTu]osa {(de esto ya se-
ha hablado en un apartado especial ,cap1tu1o ILT (pag. 15). Todos es--

tos pretratamientos ha tenido resultados - en el incremento de la hidrd
lisis de l1a celulosa, aunque, a veces 10s rendimientos de glucosa no--
han sido muy eficientes y pocos pretratam1entos han s1do desarro]]ados
para llevar a cabo una conversidn cuant1tat1va, de ce1u1osa a glucosa,
aunque todos los procesos sufren importantes inconven1entes, incluyen-
do el gasto tan alto de energia requerida, tdxicos y reactivos caros,
generacidn de fracciones de productos tdxicos que intervienen en las-
subsecuentes reacciones de la fermentacidn (27).

A pesar de los inconvenientes se hace necesario el pretrata-
miento. Para remover la lignina .y hemice]u]osa'y'cqn‘eSto aumentar la-
velocidad de reaccién en la hidré]isis enzimdtica de la celulosa.

E1 pretratamiento con dcidos o h1drol1s1s dcida ha sido el --
mids utilizado desde 1812 (46) Ut1lizando ac1dos concentrados se tiene
la ventaja de obtener altos rend1m1entos (v1rtua1emente del 100%) pero
sufre un gran consumo de dcido.y.! 1:.costo:de: recuperac1on es muy a1t0
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tienen bajos ren- -
d1m1entos v se produ ! uctos devia dégradécién-j

Tos cua]es 1nh1benil : i :
‘ R i de pentosas‘es rap1da, se-

puede descomponer smo - el pretratam1ento-.
con ‘dcidos diluide hem1ce]u]osa, incre--

menta la velocidad de “xilosa. : :

E]fPhgtr mi : 0 poﬁ'exPlosién de vapor,fde§i
“crito.en el capitul do.el que mas ha. atraido.la

ap*ox*maﬂamantA a-{

sin embargo ‘entes estudios: (46) -ha
vapor no necesarjamente incrementa 1a“h1dr
denominado RASH (rapid Steam Hydro]1s1s)Tque

extracc1on del gas y de los productosi

sis. y proponen un proceso’

onsiste en la continua--

e han 'solubilizado.

Los pretratamientos caon so]ventes organwcos han sido considera
dos como alternativa para remover la: fracc1on de lignina. En este pre-
tratamiento, 1a union de la lignina cpn 1a,hem1ce1ulosa se rompe y am-
bas fracciones son solubilizadas cuando Jla celulosa es sélida. Muchas-
combinaciones de solventes, temperatura. y tiempos de residencia se pue
den realizar. La fraccién organica es:removida por evaporacidn y reci- -
claje en el reactor. En este tipo de bréfratamiento la fase Tiquida =-
contiene xilosa. : :

Otro tipo de pretratamiento que ha sido propuesto ylo
zado es emplear NaOH a una temperatura de80° C; este” proceso h :
adoptado por la industria de la pulpa y el papel, aunque no: se le ha e
encontrado una aplicacidn comercial, como en este 'caso. :

Vililet (8;) sefiala que se hace necesario que varios pretrata-
mientos p??i;ia 1%gnocelulosa sean comparados con métodos enzimdticos
como por ejemplo, con los métodos quimicos y examinar el . efecto de 1a
catdlisis redox puede ser provechoso. La eficiencia termodinamica del
proceso de explosidon de vapor también puede ser determinada y una eva-
luacidn econémica de los pretratamientos (bidlogicos, quimicos y fisi-
cos) basados en resultados experimentales se hace necesario.

Aunque el proceso de bioconyersion de la celulosa, ha sido -
foco de mucha atencién &ste se considera como un pretratam1ento que:--
adn no ha rendido suficientes b1oproductos



UTILIZACION DEL SUSTRATO

as'levaduras coy

1nc1uyendo S. cerevisiae .. Se me_
1sqmerasa para 1somer1zar'1a x1los
a etand?, -
ET furfural es también.u
de pentosanos 'y puede ser féci]m'n
de wtilizar como combustib]e'en:

Asimismo el furfural b

€ ‘ fest1reno, v1n11furano,"af
cido adipico, adiponitrilo, hexamet11en d1am1na, 1<butanol, lubrican=
tes y pldsticos, aunque no se ha ten1do ap11cac1on industrial por el
costo tan alto del furfural.

Se. puede utiliizar los h1dro]1zados C5  para la produccidn de--
polioles. Los polioles furdnicos-son obten1dos de la xilosa por reac -
cién en un medio hidro-alcohdlico que act1va 1os grupos metilénicos y-
pueden utilizarse ambos como productos

ntermedxos para quimicos finos

y para la industria farmaceut1ca, en-la formu]ac1on ‘de nuevos p011ure- 
tanos que presentan estab11idad term1ca : :

Muchos de los trabajos expe
la lignina han sido realizados cdn 1
pulpa y el papel. La 11gn1na, po‘

fafia;utiijzaciénfdg

n la industria de la

1itico; puede-ser-muy:-




oo

E]uc1dar el mecan1smo de acc1on de x1Janasas, para la conversidn -

| La hemicelulosa abarca apro-
ximadamente el 25%- de] pe;o de 1a b1omasa lignoceluldsica.

) : ¥ genet1ca de los hongos fi-
topatdégenos, para uti]j;a ‘~b19degradac1on de la iignoce-

luicsa

Desarroilar cepas con altaiiplékahﬁﬁg a los: solventes,

Determinar en que momento de desarrollo de la biomasa puede ser co
sechado el microorganismo, ‘para una madxima produccidn de azicares -
fermentables; esto es, en qué estédo vegetativo o de crecimiento --
puede tener menos 11gn1f1cac10n. ;

Investigar la transferencia: de genes para e1 crec1m1ento a altas --
temperaturas de termdfilos. ob11gad
nolog1cos

esof1los por métodos. b1otec
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ut111zarse para lograr una res1stenc1a a- la repres1on catabdlica.
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h1drol1s1s de desechos c 1u1

Disefiar un- pretratam}e t

También se ‘hace necesari

Elucidar el s1nergvsmo de1 comp]eao :
los componentes id6neos para 1ncrementar,1a

Estudiar la ecologia -microbiana de 105 procesos anaerob1cos

Investigar y optimizar 1la geometr1a de 105 fermentadores, 1nc1yYendo-
biorreactores con células -inmovilizadas. Estudiar la adhesiéhJMicro--
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tados obten1dds en 1nvest1gac nveStigacién apiicada, esto -

lnvo'lucra 1croorgan1srnos

nacen trabaJos 1ntegrando,cdda un:

tra amwentosry procesos, y asi -
areas menc1onadas

Se ha observado que ]os pr ‘tos~ que se pueden obtener mediante

un proceso biotecnoldgico a; P tTgnocelu]osa son muy diversos-

aunque destacan las enz1mas celul -cas—que_tighen aplicacidn comercial

inmediata y consecuentemente ponibles:cen el mercado, pero como-

la obtencidn es costosa, - ‘nzimatica. también resulta de muy

alto costo.

La biotecno]ogiabd

preguntas que han surgido:en

que es considerada-como-u ,contam1nate so]]dor‘ léUando a ocupar un gran
volumen, se deben considerar:’ 1os procesos b1otecno]og1cos de aplicacién-
inmediata, para resolver el problema en-un tiempo corto. Ya existe muchas
soluciones a este respecto, como 1o indica 1a gran cant1dad de informa --

cidn obtenida para realizar esta revision.
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