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Resumen

El precio de las enzimas comerciales usadas para la sacarificacion de materiales
lignoceluldsicos pretratados representa una parte significativa en el costo total del
proceso de bioconversion de la biomasa a etanol. La reduccién del costo de
produccion, desde el desarrollo de microorganismos secretores de celulasas mas
efectivos y el mejoramiento de las propiedades hidroliticas de las mezclas de enzimas
son de gran importancia. En este trabajo, se inici6 el estudio con dos hongos,
Trichoderma harzianum y Penicillum sp. J-3, para evaluar sus capacidades
celuloliticas utilizando como sustrato celuldsico el papel de filtro Whatman 1y el uso de
varios azlucares como inductores. Los mejores resultados de actividad FPasa fueron
obtenidos con el Penicillium sp. J-3 (0.28 U/mL) en las primeras 24 horas y usando la
sacarosa como inductor. Por tal motivo se utilizd el Penicillium sp J-3 para la
evaluacion del bagazo de la cafia de azUcar pretratado como sustrato. Se utilizé una
estrategia experimental donde se estudiaron varios factores simultaneamente
aplicando el disefio factorial saturado de Plackett-Burmann con 12 experimentos. Los
valores de FPasa obtenidos el primer dia fueron superiores a los obtenidos con papel
de filtro. Los factores que resultaron significativos para el primer dia de fermentacién
fueron el pH, el uso de miel final y las concentraciones de inéculo y bagazo. Se
detectaron otras actividades enziméticas como B-glucosidasa y B-Endoglucanasa al 5to
dia de fermentacion. La importancia principal de este estudio radica en que con
Penicillium sp. J-3 se logra la obtencibn de crudos con actividad enzimatica
celulolitica, lo que en el futuro propiciaria la disminucién del costo total del proceso de

obtencion de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos.
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Abstract.

The price of the commercial enzymes used for the saccharification of pretreated
lignocelulosic materials represents a significant part in the total cost of the
bioconversion process from the biomass to ethanol. The reduction of the cost of
production, from the development of secretary microorganisms of more effective
cellulases and the improvement of the hydrolytic properties of the mixtures of enzymes
is of great importance. In this work, started the study with two funguses, Trichoderma
harzianum and Penicillium sp. J-3, to evaluate their celulolitic capacities by using as
cellulosic substrate the Whatman 1 filter paper and the use of several sugars as
inductors. The better results of FPasa activity were obtained with Penicillium sp. J-3
(0.28 U/mL) in the firsts 24 hours and by using the saccharose as inductor. For such
motive used the Penicillium sp J-3 for the evaluation of the waste pulp of the pretreated
sugar cane as substrate. Used an experimental strategy in which studied to him
several factors simultaneously by applying the saturated factorial design of Plackett -
Burmann with 12 experiments. The FPasa values obtained the first day were superior to
the obtained with filter paper. The factors that resulted significant for the first day of
fermentation it went pH, the use of final honey, inoculate and sugar cane bagasse
concentrations. Other enzymatic activities were detected as B-Glucosidasa and [3-
Endoglucanasa to the fifth day of fermentation. The main importance of this study
resides in that with Penicillium sp J-3 it is possible to obtain a crude whith enzymatic
celulolitic activity, what would propitiate the decrease of the total cost of the process of

obtaining of ethanol starting from lignocelulosic residuals in the future.
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I ntroduccion.



Introduccion.

El alza en los precios del petréleo crudo en el mercado y el deterioro del medio ambiente
provocado por el uso indiscriminado de sus reservas, ha determinado un aumento del
interés por la busqueda de fuentes de energia alternativa no basadas en el petréleo
(Kumar et al., 2008) en estas condiciones el etanol se ha convertido en una alternativa
atractiva para sustituir a los combustibles de origen fosil, a esto se aflade su baja
contribucién al efecto invernadero. Se puede afirmar que el etanol es hoy el aditivo a la

gasolina mas usado en el mundo.

El etanol puede ser obtenido a partir de materias primas con alto contenido de azlUcares o
compuestos factibles a ser convertidos en azlcares, tales como el almidoén, la celulosa o la
hemicelulosa por lo que el etanol disponible comercialmente se obtiene principalmente de

sustratos ricos en azucares o0 amilaceos.

La utilizacion de estas materias primas tiene como inconveniente que son mas caras y que
también pueden ser usadas en la produccion de alimentos lo que ha llevado a la
comunidad cientifica a buscar en otros materiales, como los residuos lignocelulésicos, vias
mas factibles para la produccion de etanol, a esto va unido que la demanda de etanol a
nivel mundial se esta incrementando y los productos agricolas no serdn suficientes para
ambos propésitos; la produccion de alimentos y la industria del etanol, por tal condicion la
produccion de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos se impone. (Wyman et al., 2005.)
(Saskay Gray., 2006)

El etanol a partir de biomasa lignoceluldsica puede ser producido de varias formas y todos
los procesos incluyen la misma etapa principal: hidrdlisis de los polisacaridos a azucares
monoméricos, la fermentacion de los azlcares a etanol y la concentracion del etanol por
destilacion. La principal diferencia entre las alternativas de los procesos es en la etapa de
hidrdlisis, la cual puede ser realizada por el uso de acido diluido, acido concentrado o

enzimas.

La utilizacion de la via enzimatica es ventajosa ya que se realiza a bajas temperaturas
usando enzimas biodegradables en vez de &acidos toxicos como catalizadores, ademas,
debido a la especificidad de las reacciones enziméticas se pueden lograr altas

concentraciones de azUcares al contrario de la hidroélisis acida, estos azlcares



monomeéricos obtenidos no son degradados, no obstante, cuando las enzimas son
afadidas a la biomasa nativa, la degradacion de la celulosa y la hemicelulosa a azlcares
es extremadamente lenta debido a la compleja estructura de la lignocelulosa (Galbe y
Zacchi, 2002) por lo que es necesario realizar pretratamientos de la materia prima que
hagan las fibras de celulosa mas accesibles a las enzimas. Después del pretratamiento, los
polisacaridos remanentes son hidrolizados a azUcares por celulasas y los azlcares

entonces son convertidos a etanol por un microorganismo fermentador.

De acuerdo a evaluaciones técnico-economicas realizadas, el principal contribuyente al
costo total de la produccién de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica por via enzimética
son la materia prima (~40%) y el capital invertido (~45%) seguido por las enzimas (~10%),
(Wingren et al., 2004., Sassner et al., 2008). Para reducir el costo de las enzimas
requerido para el proceso de produccion de etanol se hace necesario obtener las enzimas
in situ utilizando sustratos que resulten econémicos y recircular las enzimas utilizadas en la
etapa de hidrélisis enzimética, también es importante el desarrollo de nuevos y mas
eficientes sistemas enzimaticos.

Los sistemas enzimaticos celuloliticos pueden ser producidos por varios microorganismos
como bacterias y hongos aerobios y anaerobios. (Flachner y Réczey, 2004) Las especies
de hongos celuloliticos mas frecuentemente estudiados pertenecen al género Trichoderma
sp. por ser los mejores productores de celulasas, sin embargo otros géneros y especies de
hongos tales como: Aspergillus sp., Cladosporium sp, Fusarium sp., Penicillium sp.,

Neurospora crassa también han mostrado produccion de celulasas.

El estudio de organismos celuloliticos nos permite contar con una fuente facilmente
disponible de enzimas celuloliticas para ser utilizadas en la hidrélisis de residuos
lignoceluldsicos, lo que contribuird grandemente a disminuir la contaminacion ambiental
gue estos productos tratados como desechos provocan, es por ello que el uso de
celulasas o la degradacion de los mismos por hongos celuloliticos es una alternativa para
convertir estos residuos en materias primas y obtener provecho de ellos. (Vilches, 2002) La
habilidad de estos microorganismos para producir enzimas es un recurso no explotado a
plenitud para procesos de produccion de los azlcares fermentables sin la necesidad de
adquirir las enzimas industriales que encarecen el proceso, esta problemética permite

plantear el siguiente problema cientifico.



Problema Cientifico

La capacidad celulolitica sobre residuos lignocelulésicos de algunos hongos en estado

natural, no se expresa en condiciones de laboratorio.

En la solucion de este problema el resultado fundamental estara orientado hacia las vias
que permitan utilizar la capacidad celulolitica de hongos existentes en la naturaleza en la

produccion industrial por lo que se plantea como objetivo general:
Objetivo general.

Desarrollar la actividad cientifica que permita aprovechar la capacidad celulolitica de
hongos existentes en la naturaleza, para degradar residuos lignocelulésicos y posibilitar su

transformacion en productos utiles, tales como el etanol, en condiciones industriales.
Las acciones a realizar para su consecucion estan determinadas por objetivos especificos:
Objetivos especificos.

1. Evaluar la capacidad celulolitica de Penicillium sp. J-3 y Trichoderma harzianum en
condiciones de laboratorio.

2. Determinar la actividad enzimética celulolitica de dos géneros de hongos: Penicillium
sp. J-3 y Trichoderma harzianum con diferentes inductores sobre papel de filtro. Definir
la cepa con la cual continuar el trabajo.

3. Determinar la actividad enzimatica celulolitica del hongo Penicillium sp. J-3 sobre
bagazo de la cafia de azucar pretratado.

4. Evaluar la influencia de varios pardmetros en la actividad celulolitica del hongo
Penicillium sp. J-3 sobre bagazo de la cafia de azucar.

La novedad cientifica de esta investigacion reside en lograr a través de la actividad

cientifica el aprovechamiento de la capacidad celulolitica de hongos existentes en la

naturaleza para degradar residuos lignocelulésicos y posibilitar su transformacion en

productos utiles en condiciones industriales, tales como el etanol.

El efecto social se manifiesta fundamentalmente en que la industria contard con vias mas
economicas para la produccion de etanol y no serd necesaria la utilizacion de productos

agricolas que sirven de alimento al hombre.
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1. Revision bibliogréfica.
1.1. Biomasa lignocelul6sica. Constituyentes.

Los materiales lignoceluldsicos estan constituidos por tres componentes fundamentales:
los polisacaridos, la lignina y otras sustancias que no forman parte de la pared celular. El
componente polisacarido comprende carbohidratos de alto peso molecular, celulosa y
hemicelulosa, que representan entre el 60-80% del total de los materiales
lignocelulésicos. La lignina representa del 20-35%, es un polimero tridimensional de
unidades de fenilpropano, unidas por enlaces éter (C-O-C) y carbono-carbono (C-C), los

primeros son mayoritarios (Sjostrém, 1993.)

1.1.1 Celulosa.

La celulosa es el principal componente de los materiales lignoceluldsicos, es el
polisacarido renovable mas abundante en la tierra. Su formula quimica es:
CsH100s5. Es un homopolimero lineal de moléculas enlazadas de B- 1,4-D-
glucosa, con el dimero de celobiosa como unidad de repeticion. Las largas
cadenas de celulosa con un grado de polimerizacion por encima de 15 000 son
unidas por enlaces de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals, lo cual hace a la
celulosa una macromolécula cristalina altamente insoluble (Delmer y Amor,
1995) ademas, pequefias cantidades de cadenas sin organizar estan presentes
también formando celulosa amorfa, la cual es menos resistente al ataque
quimico y enzimatico. La celulosa en la naturaleza se encuentra asociada con
otros compuestos de las plantas, lo cual puede afectar su biodegradacion. (Pérez
et al.,, 2002) esto no significa que no pueda ser hidrolizado, pues existen
microorganismos celuliticos que poseen enzimas como las celobiohidrolasas y
las endoglucanasas que se encargan de su degradacion. (Ramirez y Urrego).
1.1.2 Hemicelulosa.

La hemicelulosa, el segundo mayor constituyente de la lignocelulosa, es el
material de unidén entre la celulosa y la lignina. Es un heteropolimero no lineal,
ramificado, con menos resistencia, mas estructura amorfa y menos grado de
polimerizacién (<200) que la celulosa. (Saha, 2003). Esta compuesta
principalmente por varias hexosas tales como D-glucosa, D-galactosa y D-

manosa, y de pentosas como la D-xilosa y L-arabinosa unidas por enlaces



glucosidicos B-1,4 y a veces por B-1,3. La estructura primaria de la hemicelulosa
depende de su origen en gran medida.

1.1.3 Lignina.

La lignina es el tercer mayor constituyente de la lignocelulosa, es altamente
complejo, ramificado, amorfo, de alto peso molecular, es un polimero aromatico
al cual esta estrechamente unida la celulosa y la hemicelulosa y no esta
compuesto por unidades repetitivas. La lignina es muy resistente a los
tratamientos quimicos y microbiolégicos y junto con la celulosa brinda la fortaleza

a los vegetales.

Entre las otras sustancias que no forman parte de la pared celular que representan del
4-10% del peso seco de la madera, existe gran variedad de compuestos organicos,
grasas, ceras, alcaloides, proteinas, fenoles simples y complejos, azlUcares simples,
pectinas, mucilagos, gomas, resinas, terpenos, etc. La formulacion exacta depende del
tipo de residuo, tanto en su composicion quimica como en sus proporciones; incluso,
dentro del mismo tipo se encuentran variaciones notables en funcion de la edad, estado

de crecimiento u otros factores.

Actualmente existen materiales como la paja y el bagazo de la cafia de azlcar que son
considerados residuos agricolas y desechados o subutilizados en la mayoria de los
casos, esto es debido en gran medida a la estructura recalcitrante de la lignocelulosa
gue hace que el costo de una bioconversion eficiente a etanol sea mas dificil que para
sacarosa o almidon, sin embargo, ambos materiales son particularmente interesantes
por las potencialidades que encierran como materias primas en la produccion de etanol y
por estar disponibles en los sitios donde estas plantas de produccion estan ubicadas
(Gray, 2006)

1.2 Bagazo de la cafia de azlcar.
1.2.1. Caracteristicas generales y composicion quimica.

La cafia de azucar (Saccharum officinarum) es una graminea con una elevada eficiencia
en la fotosintesis que le permite obtener hasta 85 t de biomasa seca por hectarea de
cultivo (Galvez, 2000) por lo que constituye una fuente inagotable de alimentos, energia y
materias primas para la industria y ha sido tradicionalmente la base de la economia de
cubana y otros muchos paises tropicales. Estudios realizados han demostrado la gran
cantidad de derivados que esta planta brinda y que ain no se explotan, esta condicion y

las oscilaciones de los precios del azucar en el mercado mundial imponen la necesidad



de diversificar la industria azucarera como un requerimiento urgente de los paises

exportadores de azucar que dependen fundamentalmente de este producto.

El bagazo es el residuo separado después de la extraccion del jugo de la cafia de
azucar y es el principal subproducto de la industria azucarera. (Banerjee y Pandey,
2002) Por cada 100 t de cafia procesada para la produccion de azlcar se obtienen

alrededor de 28 t de bagazo y 20 t de residuos agricolas. (Galvez, 2000)

El bagazo y los residuos de la cosecha de la cafia de azlcar contienen alrededor de un
70% de carbohidratos. Los datos de la literatura indican que el bagazo contiene 41-52%
de celulosa, 25-30% de pentosanas y 18-25% de lignina, por lo que su composicion
quimica es mas cercana a la de las maderas duras que a la de las maderas
blandas.(Gaston et al., 2000)

1.2.2 Usos del bagazo.

La mayor parte del bagazo producido en la industria azucarera es utilizado para generar
el vapor requerido para los procesos de la fabricacién de azucar, con este propésito es
utilizado cerca del 92% del bagazo generado, el 8% restante es utilizado como materia
prima para otros fines, dentro de los cuales su uso para la obtencién de etanol se ha

convertido en una necesidad (Baudel et al., 2005)

El bagazo de cafia de azlcar se encuentra disponible en las fabricas de azlcar sin un
costo adicional, ya que los costos de cultivo, transportacion y almacenamiento son
cubiertos por la produccién de azucar (Teixeira et al., 1999) por lo que representa una
fuente barata y abundante de carbohidratos con un gran potencial de ser convertido en
etanol. La gran experiencia en su manipulacién, transportacion y almacenamiento
disminuye los riesgos inversionistas y lo hacen atractivo en comparacién con otros

materiales lignocelulésicos.

1.2.3 Pretratamientos.

Muchos métodos de pretratamiento fisicos, quimicos y microbianos para
aumentar la bioconversion de materiales celulésicos han sido reportados. Segun
(Ojumu et al., 2003) la exposicidon solar de bagazo, aserrin y mazorcas de maiz
reduce su contenido de humedad y los hace mas susceptibles a la trituracion, lo
que es necesario dada algunas caracteristicas de dichos materiales, - como el
grado de cristalizacion y lignificacion y la estructura capilar de la celulosa, que
limitan la asequibilidad y susceptibilidad de la celulosa a enzimas celuloliticas y

otros agentes hidroliticos impidiendo su bioconversién. (Varnaité et al., 2008)



Los efectos del pretratamiento incluye: aumento del area de superficie accesible,
descristalizacion de la celulosa, despolimerizacion parcial de la celulosa, solubilizacién
de la hemicelulosa o lignina (o ambas a la vez) y la modificacién de la estructura de la
lignina, (Margeot et al., 2009) En la figura 1 se muestran los efectos del pretratamiento

en materiales lignocelulésicos.

Efecto del pretratamiento

Celulosa

Lignina

\\ 1

Regién
amorfa

Region
cristalina

Hemicelulosa

Figura 1 Representacién esquematica de los efectos del pretratamiento en

materiales lignoceluldsicos.(Saratale et al., 2008)

Efectos o consecuencias similares las sefialan (Kuo yLee, 2009) en el bagazo
especificamente. Varios métodos de pretratamiento han sido investigados en este
material para la obtencion de enzimas, pretratamientos alcalinos, acidos, biologicos, y la

combinacién de los dos primeros.

Un pretratamiento eficaz debe ser de bajo costo y bajo consumo energético, facil
recuperacion y reutilizacion, ademas de ser aplicable a diversos materiales con
eficiencia y reproducibilidad. Asi mismo, debe evitar la degradacion o pérdida de
carbohidratos o formacion de subproductos inhibitorios para las enzimas vy

microorganismos en los procesos de hidrdlisis y fermentacion (Sun y Cheng, 2002)
1.3 Hidrdlisis enzimética de la celulosa.

En el caso de la celulosa, la hidrdlisis enzimatica depende de la alta especificidad de las
enzimas a los cambios en los rasgos estructurales de los materiales celulésicos. Entre
estos rasgos estructurales se encuentran: el grado de acumulacién de agua, el orden
molecular, la estructura capilar de las fibras de celulosa, el area superficial, el contenido
de materiales asociados como la lignina y la cristalinidad de la estructura. Las
diferencias estructurales entre diversos sustratos celuldsicos influyen en el desarrollo del

proceso de degradacion enzimética, ademas, el paso limitante en la velocidad de la



hidrolisis lo constituye la degradacion de la lignina ya que es un material muy resistente
a la biodegradacion por tanto afecta la biodegradabilidad del material. Los principales
productos de la hidrolisis de la celulosa son celobiosa y glucosa, mientras que la

hemicelulosa produce pentosas, hexosas y acidos urénicos.

Se ha identificado el &rea superficial y la cristalinidad de la molécula como las
caracteristicas estructurales mas importantes que afectan la susceptibilidad de la
celulosa a la hidrdlisis enzimética. La velocidad inicial de la hidrélisis depende de estas

caracteristicas estructurales. (Ramos et al., 1992.)
1.4 Enzimas celuloliticas.

Las celulasas constituyen un conjunto de enzimas formadas por diferentes componentes
y obtenidas fundamentalmente a través de procesos fermentativos que de forma
sinérgica degradan la celulosa y hemicelulosa a glucosa, primeramente fueron
clasificadas en familias que incluian a la celulasa y a las xylasas, aunque esta
clasificacién se ha ampliado para incluir el grupo de enzimas que hidrolizan enlaces
glicosidicos entre dos o mas carbohidratos o entre un carbohidrato y un no carbohidrato.
La nomenclatura utilizada para nombrarlas se basa en la especificidad por el sustrato y

ocasionalmente en su mecanismo molecular.(Vargas, 2005)

El complejo celulolitico consta de tres tipos de enzimas que actian de forma sinérgica
en la hidrdlisis de la celulosa. Las celulasas son hidrolasas que constituyen un complejo
multienzimatico, las cuales de forma sinérgica rompen las regiones amorfas y cristalinas
de las fibras de celulosa. Basado en la region del sustrato y los productos de hidrélisis

las celulasas pueden ser divididas en los siguientes tres grandes grupos.

1) endoglucanasa (EG), 2) Exoglucanasa que incluye glucohidrolasa y celobiohidrolasa

(CBH) y 3) B-glucosidasa o celobiasa (Tabla I)



Tabla I. Componentes y modo de accién de las celulasas.

Enzimas

Modo de accién

Endoglucanasa (EG)
(Endo-1,4-B-D-glucan

glucanohidrolasa)

~G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-—

7 T

Rompe las uniones aleatoriamente

Celobiohidrolasa (CBH)
(Exo-1,4-B-D-glucan

celobiohidrolasa)

G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G

1 7

Libera celobiosa de los terminales reducidos

y no reducidos

Glucohidrolasa

(Exo-1,4-B-D-glucan glucohidrolas

G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-

1

Libera glucosa de los terminales no reducidos

B-glucosidasa or celobiasa

(B-D-glucosida glucohidrolasa)

G-G G-G-G G-G-G-G

7 T T

Libera glucosa de celobiosa y oligobmeros de

glucosa de cadena corta

La exoglucanasa actlia de una manera progresiva sobre las terminaciones de las

cadenas de celulosa

generando

glucosa (glucohidrolasas) o

celobiosa

(celobiohidrolasas) como principales productos y tienen alta actividad sobre la celulosa
cristalina (Teeri, 1997). EG ataca los enlaces 3-1,4-glucosidicos ubicados en el centro
de las largas cadenas de celulosa amorfa liberando oligdbmeros de glucosa de varios
tamafos y creando consecuentemente nuevas terminales de cadena para las
exoglucanasas. Al contrario de estas, las endoglucanasas pueden también hidrolizar
celulosa sustituida tal como carboximetilcelulosa e hidroxietilcelulosa. B-glucosidasa
completa la hidrélisis por conversion de los oligdmeros solubles de glucosa (celobiosa)

en glucosa. Las celulasas son distinguidas de otras hidrolasas glicosidicas por su



habilidad para hidrolizar los enlaces (-1,4 glicosidicos entre los residuos
glicosilados.(Lynd et al., 2002) Hablando estrictamente, la B-glucosidasa no es una
celulasa, ya que no ataca la cadena de celulosa, sin embargo tiene un rol muy
importante en su hidrolisis dado que evita la acumulacion de celobiosa que tiene un

efecto inhibitorio sobre los otros componentes de las celulasas.

La accion de las 1,4-B endo y exoglucanasas ocurre sobre la superficie de la celulosa
sélida, mientras que la accion de la B-glucosidasa ocurre en la fase acuosa. En cada
componente existe una multiplicidad enzimatica que se puede encontrar en diferentes

formas de isoenzimas. De modo general, estas enzimas son glucoproteinas.
1.4.1 Clasificacién del sistema enzimético segun la estructura.
En relacion con la estructura de las celulasas se conocen dos sistemas enzimaticos:

- Sistema agregativo o sistema de celulasas permanentemente asociadas,
conocido como celulosoma; donde las enzimas (provenientes de microorganismos
celulésicos) se encuentran ubicadas en la superficie de los microorganismos. El
celulosoma constituye un complejo multienzimético de alto peso molecular que posee
por lo general una proteina de andamiaje o de reconocimiento que facilita que la célula
reconozca a la celulosa, presenta ademas mdltiples dominios funcionales, entre ellos un
dominio de unién a la celulosa (cellulose binding dominio, CBD). Cuando las enzimas
del celulosoma se disocian de la proteina de andamiaje son capaces de hidrolizar
formas amorfas de celulosa pero no formas cristalinas del polisacérido. El celulosoma
mas estudiado pertenece a Clostridium thermocellum aunque en general sélo se tienen
evidencias bioquimicas y genéticas de la presencia de celulosomas en dos géneros
Clostridium y Ruminococcus (Beguin y Aubert, 1994)

- Sistemas no agregativos conocido también por sistema de celulasas asociadas o
transitoriamente asociadas; estos sistemas estdn compuestos por los tres tipos de
enzimas descritos anteriormente, las endo B-glucanasas, las exo 3 -glucanasas y las 8 —
glucosidasas las cuales actuan de forma cooperativa en la degradacion de celulosa. En
este caso, cada enzima presenta un dominio de unién a la celulosa (CBD). Los sistemas

mas estudiados al respecto son las celulasas fungicas de Trichoderma reesei.
1.4.2 Aplicacion de las celulasas en biotecnologia.

La demanda de celulasas estd aumentando rapidamente debido a sus numerosas
aplicaciones actuales y las potenciales que manifiesta. Hasta el presente, las celulasas

son ampliamente usadas para la industria alimentaria, cerveza y vino, alimento animal,



en la industria textil, en la biotecnologia de la industria de la pulpa y el papel, en la
agricultura y en investigacion y desarrollo (Bhat, 2000). Algunas de esas aplicaciones
emplean uno o dos componentes enzimaticos purificados y otras necesitan mezclas
enzimaticas multicomponentes (Tabla II). Los dos productores de enzimas mas

importantes hoy son las industrias Novozymes y Genencor.



Tabla Il. Aplicacion de las celulasas en biotecnologia.

Enzima

Funcién

Aplicacion

Biotecnologia

en la industria

alimentaria

Enzimas maceradas

(mezcla de celulasas,

hemicelulasas y pectinasas)

Hidrolisis de los componentes
de la pared celular, disminucion
de la viscosidad de jugos

Extraccion y clarificacion de jugos de frutas y

vegetales, produccién de néctar de frutas y purés.

Extraccion de aceite de oliva

Biotecnologia de

cervezay vinos

B-glucanasas

Hidrdlisis de glucanos,
disminucion de la viscosidad

durante la fermentacion

Mejoramiento en la fermentacion

primaria, filtracién y calidad de la cerveza.

Enzimas en maceracion

Hidrdlisis de la pared celular de plantas

Mejoramiento en extraccion de color, calidad,

estabilidad y filtracion de vinos

B-glucosidasa

Modificacién de los residuos aromaticos

Mejora en el aroma de los vinos

Biotecnologia de

alimento animal

Celulasas Hidrdlisis parcial de Mejoras en la calidad nutricional de
materiales lignoceluldsicos alimento animal para rumiantes y monogastricos.
Mejoras en la digestibilidad de los alimentos para
g L s ollos y patos
B-glucanasa Hidrdlisis de polisacaridos no amilaceos b yp

Biotecnologia de

industria textil

de lavanderia

y

Celulasasricas en

Modificacion de pulpas mecanicas,
hidrélisis  parcial de polisacéaridos,

liberacién de tintas

Pulpeo  biomecanico, madificacion de las

propiedades de pulpas, destintado de

fibras recicladas




endoglucanasas

Celulasas y B-

Inhibicidn de la germinacion

Agricultura 13y1,6 de esporas y crecimiento Biocontrol de patdégenos y enfermedades de las
i plantas.
glucanasas fangico
Investigacion y Produccién de bioetanol de biomasa
desarrollo Celulasas Hidrdlisis de materiales lignocelulésicos lignocelulosica

Mezcla de celulasas,

hemicelulasas y pectinasas

Solubilizacién de paredes

celulares de plantas u hongos

Produccién de protoplastos, hibridos

y cepas mutantes




1.5 Produccién de celulasas fungicas.

1.5.1 Microorganismos con actividad celulésica.

La celulosa al ser el polisacarido mas abundante en nuestro planeta podria
constituir una fuente inagotable de energia y carbono para muchos
microorganismos. Sin embargo, no todos los microorganismos poseen la
magquinaria metabdlica que les permite utilizar a este polimero insoluble como
sustrato. Los microorganismos capaces de llevar a cabo la reaccion catalitica
heterogénea de hidrolisis de dicho polisacarido, son conocidos como
microorganismos celuloliticos. Estos microorganismos segregan el sistema
enzimatico celulasa que de forma sinérgica permite la degradacion de la celulosa
y en muchos casos la produccion de otras sustancias de alto valor agregado
(Vilches, 2002). Entre los microorganismos celuldsicos se encuentran una gran
variedad de hongos y bacterias.

1.5.1.1 Hongos con capacidad celulolitica.

Los hongos, por excelencia, participan en la descomposicion de la materia
organica y en particular en la descomposicién de los sustratos celuldsicos,
debido a que presentan ventajas adaptativas con relacibn a otros
microorganismos como son: una rapida colonizacién de los sustratos y una
eficiente remocion de los productos de hidrdlisis. Entre los hongos degradadores
de los sustratos celuldsicos y productores de enzimas celuliticas se encuentran
los pertenecientes a los géneros Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Geotrichum, Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma
(Deuteromycetes), Bulgaria, Chaetomium, Helotium (Ascomycetes); Coriolus,
Phanerochaete, Poria, Schizophyllum and Serpula (Basidiomycetes); entre otros.
(Aguiar, 2001)

El sistema de enzimas celuloliticas de T. reesei es inducible con celulosa y sus
productos de degradacion, tales como celobiosa y otros oligosacaridos, y
también con otros carbohidratos facilmente metabolizables, tales como lactosa,
soforosa. EIl mecanismo de la induccién de celulasas por la lactosa (1,4-O-f3-
galactopiranosil-glucosa) no estd completamente esclarecido, pero es claro que

la galactoquinasa de T. reesei es una enzima clave en el proceso. (Seiboth et al.,
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2004), sin embargo, los niveles de enzimas producidos sobre soforosa o lactosa
fueron menores que los niveles obtenidos sobre celulosa o sobre sustratos ricos
en celulosa, los cuales fueron encontrados mejores fuentes de carbono para la
produccion de altos niveles de celulasas por varios microorganismos. Esta
observacion trajo consigo la cuestion fundamental de como un sustrato insoluble
y grande como la celulosa, el cual no puede entrar a la célula, puede inducir y
regular la produccién de celulasas. (Bhat y Hazlewood, 2001)

Es generalmente aceptado que la celulosa es primeramente hidrolizada en
azlcares solubles mas pequefios por las pequefias cantidades de celulasas
producidas constitutivamente por los microorganismos. Estos oligosacaridos
solubles pueden entrar entonces a la célula, e inducir la transcripcién de los
genes de celulasa. También ha sido sugerido que en el caso de Trichoderma sp,
la CBH enlazada al micelio hidroliza la celulosa y libera los oligosacaridos que
inducen la sintesis de celulasas. El sistema de enzimas celulasas de cepas
naturales de Trichoderma sp es reprimido por la glucosa. Esto significa, que no
hay sintesis de celulasa en presencia de glucosa (Mach y Zeilinger, 2003)

1.5.1.1.1 Trichoderma harzianum
Caracteristicas generales

Hongo filamentoso mesoéfilo perteneciente a un género de hongos saprofitos, de
esporas verdes y habitantes comunes del suelo. Posee conidiéforos erectos o
arrastrados, altamente ramificados, mas o menos coénicos, débil o fuertemente
verticilados. Las fialides pueden tener apariencia de racimos o ser separadas,
desde las cuales son sostenidas las conidias no septadas, subglobosas y
viscosas, a menudo reunidas a la entrada de estas. (Valenzuela, 2004)

Usos

El uso de Trichoderma spp. para el control de enfermedades fungosas, es hoy dia
una practica generalizada en la agricultura cubana. Su empleo se justifica por las
relaciones antagonistas que establece fundamentalmente, con los hongos

fitopatdgenos que viven en el suelo, ademas de la influencia que ejerce sobre el

36



crecimiento vegetativo de algunas plantas de importancia econémica (Salgado et
al., 1999)

Ubicacion taxonOmica.
Hongo superior

Sub-Division: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes

Orden: Hyphales (Moniliales)
Género: Trichoderma

Especie: harzianum

Figura 2 Cultivo de Trichoderma harzianum T-22 (KRL-AG2) creciendo en agar
papa dextrosa. (Nagham et al., 2006)

1.5.1.1.2 Penicillium sp
Caracteristicas generales

Los penicilios son mohos comunes que se desarrollan sobre los mas diversos
substratos: granos, paja, cueros, frutas, o sobre los alimentos preparados ya sean
de origen vegetal o animal, si hallan la actividad del agua y los nutrientes
necesarios.(Carrillo, 2001) Poseen hifas mas o menos erectas que acaban en
estructuras con aspecto de minlsculas escobillas y cuyas cerdas constan de
largas cadenas de pequefias esporas redondeadas. Este género se caracteriza
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por formar conidios en una estructura ramificada semejante a un pincel que
termina en células conididgenas llamadas fidlides. (Raimbault)
Caracteristicas culturales

Las colonias de Penicillium son circulares si no hay impedimento alguno para su
crecimiento, con un borde neto muchas veces sin fructificacion y mostrando el color del
micelio. Este es generalmente blanco, pero en algunas especies es amarillo, anaranjado,
purpura o pardo claro. La superficie de la colonia madura puede ser: aterciopelada,
ligeramente algodonosa o con pequefios haces (fasciculos) de conidi6éforos. En unos
pocos casos los haces miden varios milimetros (coremios) con el extremo constituido por

las cadenas de esporas (Pitt, 1980).

Figura 3. Crecimiento de Penicillium chrysogenum en agar glucosado de
Sabouraud durante 7 dias a 24 °C. (2002)

Ubicacion taxonémica
Reino Fungi

Division Eumycota
Subdivision Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae
Geénero: Penicillium
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1.5.1.2 Bacterias celuloliticas

Numerosas bacterias anaerobias y aerobias son capaces de degradar a los
materiales celulésicos; por ejemplo la bacteria anaerobia termdfila Clostridium
thermocellum y C. cellulovorans degradan la celulosa formando complejos
multienzimaticos que se localizan en la superficies de las mismas. (Chen et al.,
2005)

Dentro de las bacterias, el sistema celulolitico de la bacteria termoéfila anaerébica
Clostridium thermocellum es el mas investigado. Al contrario de la bacteria anaeroébica,
los hongos y las bacterias aerdbicas producen sistemas enzimaticos no complejos. Los
sistemas celuloliticos mejor caracterizados son los pertenecientes a los hongos aerobios
que pertenecen al género de Chaetomium, Phanerochaete, Aspergillus, Fusarium,

Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium y Trichoderma. (Bhat y Hazlewood, 2001)

En la actualidad se continla la busqueda de nuevas especies de microorganismos
celulésicos altamente productores de celulasas ya que, aunque se han encontrado
y aislado una gran variedad de bacterias y hongos capaces de utilizar la celulosa,
estos no producen altos niveles de enzimas que permitan una degradacion mas

eficiente de este polimero insoluble.

1.6. Mejoras de la produccién de celulasas para la produccion de etanol

El principal problema hoy para las aplicaciones biotecnolégicas de forma
econdémica, por ejemplo para el proceso de conversion de biomasa lignocelulésica
en etanol, es el costo demasiado alto de las celulasas. Otra dificultad incluye las
velocidades de crecimiento relativamente bajas de los hongos productores de
celulasas, el largo periodo de induccion para la expresion de celulasas, la baja
actividad especifica de las celulasas y los niveles suboptimos de (-glucosidasa.
(Bhat, 2000) Es entonces importante optimizar el proceso tecnoldgico,
incrementando la productividad de los microorganismos celuloliticos y mejorar la
efectividad de las celulasas. Los sustratos celuldsicos purificados han sido
ampliamente usados para los estudios de produccion de celulasas, pero son muy
costosos para el proceso a escala industrial. Una via para reducir el costo de las

enzimas necesarias para la hidrélisis enzimética de la biomasa puede ser el uso
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de sustratos menos costosos, tales como la lignocelulosa natural, en vez de
celulosa purificada para la produccion de celulasas. Sin embargo, el uso de
biomasa lignocelulésica posee varios retos.

Debido a su compleja estructura, la lignocelulosa natural tiene que ser pretratada
para la produccion O6ptima de enzimas. Después del pretratamiento, los
compuestos inhibitorios como furfural, hidroximetilfurfural o fendlicos pueden
afectar la eficiencia de los microorganismos productores de celulasas. En la figura
4 se muestra la propuesta tecnolégica.

Biomasa lighoceluldsica

Pretratamiento ]_. Obtencion de enzimas

Enzimas

Hidrolisis enzimatica | |

Fermentacion

Destilacion

Figura 4 Propuesta tecnoldgica del proceso de obtencion de etanol.

Ha sido reportado que el cultivo de los hongos sobre el sustrato lignoceluldsico
en cuestion pudiera resultar en perfiles enzimaticos especialmente adecuados
para la hidrélisis del sustrato particular. (Jorgensen y Olsson, 2006)Para
aplicaciones como la produccién de etanol, la produccion de enzimas en el
mismo sitio, sobre una parte del sustrato lignoceluldsico pretratado presente en
el proceso de obtencién de etanol puede ser favorable. EIl crudo enzimatico
producido en la planta de etanol puede ser directamente aplicado para convertir
la biomasa en etanol.

Otro factor importante para reducir el costo de produccién de las enzimas es el
mejoramiento profundo de la produccion y efectividad de la produccion de
celulasas. La seleccion de un productor ideal de celulasas es de gran
importancia, y varios candidatos deben ser investigados. A pesar de su

40



relativamente baja actividad B-glucosidasa, los mutantes hiperceluloliticos de T.
reesei son los mas usados como productores de celulasas hoy. Para
incrementar la conversidon eficiente en la hidrélisis enzimatica de celulosa, las
enzimas de T. reesei tienen que ser suplementadas con [(3-glucosidasa de otro
origen (Berlin et al., 2007). La B-glucosidasa es la enzima clave en la hidrélisis
completa de la celulosa a moléculas de glucosa. La falta de esta enzima resulta
en una acumulacion de celobiosa, la cual inhibe la accion de CBHs y EGs, por lo
que disminuye la velocidad de hidrélisis (Gusakov y Sinitsyn, 1992)

Varios métodos para incrementar el potencial hidrolitico de las mezclas de
enzimas de T. reesei sin la suplementacion exégena de B-glucosidasa ha sido
investigado. El uso de cepas genéticamente manipuladas de T. reesei con
produccion incrementada de (-glucosidase extracelular es uno de los métodos
gue ha sido usado para obtener enzimas degradadoras de celulosa eficientes
(Murray et al., 2004). El uso del caldo de cultivo completo de T. reesei (Xia y
Shen, 2004) y la aplicacion del micelio inmovilizado ha sido también propuesto,
en vez del sobrenandante de la fermentacion, como la mayor parte de la enzima
B-glucosidasa estad fuertemente enlazada a la pared celular del hongo durante el
cultivo.(Messner y Kubicek, 1990)

Otra via para mejorar el potencial hidrolitico del sistema enzimético de T. reesei
es el cocultivo con un hongo buen productor de B-glucosidasa, como por ejemplo
Aspergillus phoenicis (Wen et al., 2005). El cultivo mixto de los hongos produce
una mezcla enzimatica con mejor relacion que entre los componentes
enzimaticos individuales con cultivos Unicos. T. harzianum (Saddler et al., 1985)
y varias especies de Penicillium (Jorgensen y Olsson, 2006) también han
mostrado que secretan mezclas de enzimas con alta relaciéon de actividad (-
glucosidasa a FPA, resultando en similar o mejor potencial hidrolitico que T.

reesei.

1.7 Factores que influyen en la produccion de enzimas por los

microorganismos.
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Diferentes factores han sido analizados en la obtencion de enzimas tales como
tipo de sustrato, concentracion y temperatura. La integridad de la estructura
tridimensional del centro activo es esencial para el mantenimiento de la actividad
por lo que cualquier factor que altere la integridad de esta estructura afectaria la
actividad enzimética.(Aguiar, 2001).

1.7.1 Surfactantes.

Existen estudios que utilizan tensoactivos para la produccién de enzimas lo cual provoca
un incremento de la actividad enzimética. Los resultados muestran que los surfactantes
como el Tween 80 provocan efectos estimulantes en la produccion y liberacion de
enzimas y aunque el mecanismo exacto no se conoce el punto comun radica en que
mejoran la permeabilidad de la membrana celular. (Zeng et al., 2006) Ha sido reportado
que el Tween 80 estabiliza la actividad enzimatica contra la fuerzas de cizallamiento
durante la agitaciébn y estabiliza la actividad ligninasa en cultivos sumergidos con
agitacion. (Tien y Kirk, 1988)

1.7.2 Sustrato

La seleccion del sustrato debe realizarse de acuerdo al tipo de microorganismo y tipo de
enzima que se requiera, por ejemplo, para producir celulasas y xilanasas se pueden
seleccionar sustratos que contengan porcentajes elevados de celulosa y hemicelulosa;
mientras que para producir oxidasas pueden seleccionarse sustratos con alto contenido

de lignina (Couto y Sanroman, 2005)
1.7.3 pH

Dependiendo del microorganismo utilizado y del tipo de enzima que se produzca, el pH
puede afectar de manera variable los niveles de produccion de enzimas
lignoceluloliticas, de manera que en la mayoria de los estudios de optimizacion, el pH se
ha tomado en cuenta como una de las variables mas relevantes del proceso. Con lo que
se ha observado que la produccion de enzimas lignoceluloliticas se ve afectada
drasticamente cuando el pH del cultivo sélido est4 por debajo de 5 o por encima de 7.
(Jing et al., 2007).
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1.7.4 Temperatura

La temperatura es un factor que influye en el crecimiento de los microorganismos y en la
formacion del producto. Conforme la temperatura aumenta, las velocidades de las
reacciones quimicas y enzimaticas, que ocurren en el interior de las células de los
microorganismos, se vuelven cada vez mas rapidas, al igual que la velocidad de
crecimiento. Sin embargo, hay un limite de temperatura dentro del cual las funciones
metabdlicas pueden ocurrir y, cuando este se sobrepasa, las funciones celulares

empiezan a decaer drasticamente (Hernandez, 2008)

1.8 Consideraciones generales

El desarrollo que ha tenido la humanidad a través de los afios ha demostrado
gue se necesitan fuentes de energia que no provoquen dafios al medio
ambiente y por consiguiente a la vida en el planeta. La concientizacion de este
principio ha dado lugar a que dia a dia sean muchos los esfuerzos que se

realicen en este sentido.

La celulosa puede constituir la fuente de energia renovable que permitiria
obtener productos de gran utilidad para la humanidad en general. Sin embargo,
se ha visto en el desarrollo del capitulo, que es necesario incrementar el
conocimiento acerca de los microorganismos capaces de degradar este
abundante polimero natural, con altos rendimientos y eficiencia de los complejos
enzimaticos involucrados, para lograr asi procesos econdmicamente factibles y

de impacto positivo sobre el medio ambiente.
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2. Materiales y Métodos.

2.1 . Material celulésico. Bagazo de cafa de azlcar.
Se utilizo para este estudio bagazo de cafia de azucar procedente del CAl Heriberto

Duquesne de la provincia de Villa Clara.

La composicion del bagazo se muestra en la Tabla Ill.

Tabla lll. Composicién quimica del bagazo de cafia de azucar natural y
pretratado.
Bagazo % sobre base seca natural | % sobre base seca pretratado
Celulosa 40.85 58.18 (34.8)
Hemicelulosa | 23.5 7.00 (4.2)
Lignina 18.93 27.9(16.7)

2.1.1 Pretratamiento quimico.

Primera etapa de pretratamiento.

Se realiz6 un pretratamiento secuencial acido- alcalino mezclando el bagazo con
acido sulfarico al 1% (v/v), relacion soélido — liquido de 1-10 (g-mL) y a una
temperatura de 120 °C durante 40 minutos. Una vez enfriado fue filtrado a vacio,

lavado con agua destilada y secado en estufa a 35°C durante 48 horas.
Segunda etapa de pretratamiento.

Al bagazo pretratado seco obtenido de la etapa anterior se le afiadio NaOH al 7 %
(m/v), relacion solido-liquido de 1-7 (g-mL) se us6 una temperatura de 140 °C
durante 60 minutos, luego fue secado nuevamente bajo las condiciones antes

referidas.

Para determinar la composicién del bagazo seco resultante se aplicé el método (Puls
et al., 1993). De la misma forma se determind la composicién inicial del bagazo.

2.2 Microorganismos.
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Fueron utilizadas cepas naturales de: Trichoderma harzianum procedente del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP) de Villa Clara, aislada del suelo y
Penicillium sp J-3 procedente de la coleccion de la Facultad de Ingenieria Quimica
del Instituto Superior Politécnico “José Antonio Echeverria” (ISPJAE), aislado de
bagazo de cafia de aztcar. Ambos microorganismos fueron almacenados a 4°C en

cufias de agar extracto de malta.
2.2.1 Preparacion del in6culo.
2.2.1.1 Suspension de esporas.

Para obtener la suspension de esporas los microorganismos fueron cultivados en
frascos Erlenmeyer con agar papa dextrosa e incubados a una temperatura de 28°C
por un periodo de 5 dias. La suspension de esporas se obtuvo a partir de los
mismos adicionando 15 mL de solucién mineral de Mandels y Weber (Mandels y
Weber, 1969) y se almacend a 4°C. La concentracion de esporas se estandarizé con

la ayuda de la cAmara de Neubauer.
2.2.1.2 Biomasa.

Se llevaron a cabo dos estrategias para la obtencion de indculo por biomasa como

se muestra en la Figura 6.

1 mL de suspension de esporas

100 mLMedio Mandely Weber.
1% (m/v) de glucosa

Incubadora-Agitadora Termostatizada
250C 150rpm 72 horas,

| Medio con Biomasa

o 10 mL de Medio con Biomasa

Medio con Biomasa y ‘

Bagazo
100 mL Medio Mandel y Weber.
0.5 % (m#v) de glucosa _
Leyenda 0.5 % bagazo pretratado

Estrategia 1
Estrategia 2
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Figura 6. Estrategias de obtencién de in6culo por biomasa.

2.3 Ensayo Cualitativo.

Se realiz6 un ensayo cualitativo para detectar actividad enzimatica celulasa de ambos
microorganismos adicionando al medio de cultivo Mandels y Weber (sin otra fuente de
carbono) 1.7 % de agar y 0.1 % de carboximetil celulosa (CMC), se esterilizé a 121°C
por 15 minutos, se dejé enfriar y una vez sélido se inocul6 e incub6 a 30 °C por siete

dias.

Pasado este tiempo se reveld la presencia del polisacarido con una solucién del
colorante azoico Rojo Congo al 0.1 % durante 10 minutos lavando luego el exceso

de colorante con solucion de NaCl 1 N. Se observo el halo de crecimiento.

2.4 Prueba deinductores con papel de filtro.

Se realiz6 la prueba de los inductores: glucosa, sacarosa y lactosa para seleccionar
el més adecuado para la expresion de las actividades enziméticas con los hongos
Trichoderma harzianum y Penicillium sp J-3.

2.4.1 Medio de cultivo.

El medio de cultivo utilizado contenia 100 mL de medio Mandels y Weber, 5g/L de
sustrato modelo (papel de filtro Whatman # 1) en cuadros de 1x1 cm y 2 g/L de
glucosa, sacarosa y lactosa afadidos luego de la esterilizacién en autoclave por 15

minutos a 121 °C.
2.4.2 Inoculacién

La inoculacién se llevo a cabo adicionando 1 mL de suspension de esporas de los

microorganismos obtenida como se refiere en 2.2.1.1.
2.4.3 Cultivo y produccioén de celulasas.

Los cultivos se realizaron en Erlenmeyer de 200 mL los cuales una vez inoculados
se introdujeron en una Incubadora-Agitadora Termostatizada (Sartorius) a 28°C y
velocidad de agitacion de 150 rpm por 7 dias. Los experimentos fueron llevados a
cabo por duplicado y se realizaron ensayos controles para cada microorganismo.
Fueron tomadas muestras cada 24 horas en Eppendorf de 1,5 mL y se

centrifugaron (Eppendorf. 5417R) a 25 °C y 14000 rpm por espacio de 15 minutos.
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El sobrenadante se utilizé en la determinacion de actividad enzimética sobre papel
de filtro y contenido de proteinas por el método de Biuret. (Gornall et al., 1949)

2.5Cultivo con Bagazo

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el hongo Penicillium sp. J-3 se
realizé la evaluacion de la influencia de dos estrategias de inoculacién del mismo
en la produccién de celulasas en cultivos con bagazo pretratado como Unica fuente

de carbono.
2.5.1 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado contenia 200 ml del medio antes referido y 2 g de

bagazo pretratado.
2.5.2 Inoculacion

La inoculacién se realiz6 afadiendo al medio de cultivo 10 ml de in6culo por
biomasa obtenido con anterioridad siguiendo las estrategias descritas en el

epigrafe 2.2.1.2.
2.5.3 Cultivo y produccioén de celulasas.

Los cultivos se realizaron en Erlenmeyers de 1000 mL siguiendo el procedimiento

antes descrito por un espacio de 5 dias.

2.6 Evaluacion de la influencia de varios pardmetros en la actividad enzimética
celulolitica del hongo Penicillium sp. J-3 sobre bagazo de la cafla de azlcar

pretratado.

Se llevo a cabo el estudio de la influencia de los valores minimo y méaximo de nueve
variables en la produccion de celulasas por el hongo Penicillium sp J-3. Para el
seguimiento de este estudio se utilizé el disefio parcial fraccional saturado de
Plackett-Birmann (Plackett y Birman, 1946.) (PB) con 12 experimentos. Las

variables y niveles son listadas en la Tabla IV.
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Tabla IV. Variables analizadas en el estudio y sus niveles.

Variables Valor minimo (=) Valor maximo (+)
Concentracién de glucosa. 0% 1%
Temperatura. 25°C 30°C
pH 4 6
Velocidad de agitacion. 150 rpm 200 rpm

5 Concentracion de miel 0% 1%

6 Surfactante Tween 80. 0% 0.1%

7 Concentracion de proteasa 0% 0.2%
peptona.

8 Tamario del in6culo 5% 10%

9 Concentracién de bagazo. 1% 1.5%

Se realizaron 12 estudios en Erlenmeyers de 500 mL los cuales tuvieron como base
100 mL de medio Mandels y Weber y cuyas condiciones individuales se describen a

continuacion en la tabla 3. La inoculacion se realizo siguiendo la Estrategia 1 (2.1.2.).

Tabla V. Condiciones de concentracién de glucosa (Gluc), temperatura (Temp),
pH,

concentracion de surfactante Twen 80 (T.80), concentracion de proteasa

velocidad de agitacion (V.A), concentracion de miel final (miel),

peptona (P.P), concentracion de in6culo (In6c) y concentracion de bagazo de

los experimentos llevados a cabo.

Experimento | Gluc. | Temp. | pH V.A | Miel | T.80 | P.P. In6c. | Bagazo
A 1% | 30°C 6 | 150 0% 0% 0.2% | 5% 1.5%
rpm
B 1% | 30°C 4 | 150 0% | 0.1% 0% 10% 1%
rpm
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C 0% | 30°C 150 1% | 0.1% | 0.2% | 5% 1%
mm

D 1% | 30°C 200 1% | 0.1% | 0% 5% 1.5%
mm

E 0% | 30°C 200 0% | 0% 0% 10% | 1.5%
mm

F 0% | 30°C 200 1% | 0% | 0.2% | 10% 1%
mm

G 1% | 25°C 200 1% | 0% 0% 5% 1%
mm

H 0% | 25°C 200 0% | 0.1% | 0.2% | 5% 1.5%
mm

I 1% | 25°C 200 0% | 0.1% | 0.2% | 10% 1%
mm

J 1% | 25°C 150 1% | 0% | 0.2% | 10% | 1.5%
mm

K 0% | 25°C 150 1% | 0.1% | 0% 10% | 1.5%
mm

L 0% | 25°C 150 0% | 0% 0% 5% 1%
mm

2.7 Ensayo de actividad enzimética en papel de filtro.

Se determind la actividad enzimatica en papel de filtro de las muestras tomadas

anteriormente segun el método de (Correa et al., 1999) utilizando una dilucién 1 en 2

en el caso del estudio de inductores excepto los controles donde se utilizd la muestra

sin diluir asi como los experimentos con bagazo como fuente de carbono.

2.7.1 Materiales e instrumental utilizados.

U Espectrofotdbmetro para lecturas a 540 nm.

U Micropipetas y pipetas

U Bafo termostatado

U Bafo Maria

U Papel de filtro Whatman # 1

50




2.7.2 Reactivos de trabajo y su preparacion.
U Tampon acetato 50mM, pH 4.8

U Reactivo DNS (Acido dinitrosalicilico)

2.7.3 Procedimiento de andlisis.

El procedimiento de andlisis se describe a continuacién en la tabla VI.

Tabla VI. Procedimiento de analisis del ensayo de actividad enzimética en

papel de filtro.

Reactivos BR BPF BM M
Tampon acetato 50mM, pH 4.8 (mL) 15 0.5 1.0
Dilucién de enzima (mL) 0.5 0.5

Se introdujeron los tubos en bafio a 50 ° C

Tira de papel de filtro 50 mg (1x6 cm) NO Sl NO Sl

Se incubaron los tubos por 30 minutos en bafio a 50 ° C

Reactivo DNS (mL) 3.0 3.0 3.0 3.0

Se colocaron los tubos en bafio de agua hirviente durante 5 minutos e inmediatamente

fueron enfriados en bafio de agua corriente.

Agua destilada (mL) 5.0 5.0 5.0 5.0

Se agitaron bien los tubos y luego fueron leidos en el espectrofotometro a 540 nm
contra el blanco de reactivo. El célculo de la concentracion de glucosa en los tubos
BPF, BM y M se realiz6 utilizando la curva estandar o la ecuacién de regresion
encontradas previamente. La concentracién de glucosa estuvo dada de la siguiente

manera:

[Glucosa] = [M] — ([BM] + [BPF])
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Una unidad de enzima se defini6 como la cantidad de enzima que libera 1 ymol de

glucosa por minuto.

2.7.4 Célculo de la actividad de papel de filtro.

La actividad de papel de filtro se calculé mediante la siguiente expresion:

Celulasa (U/mL) = [Glucosa] x 0.1852 x dilucion; donde 0.1852 es un factor para

obtener el nUmero de umoles de glucosa formados en un minuto.

2.8 Ensayo de actividad de B-Glucosidasa.

Se determind la actividad enzimatica de B-Glucosidasa de las muestras tomadas
anteriormente segun el método op. cit. utilizando una dilucién 1 en 2 en el caso del
estudio de inductores excepto los controles donde se utilizé la muestra sin diluir asi

como los experimentos con bagazo como fuente de carbono.
2.8.1 Materiales e instrumental utilizados.
Espectrofotometro para lecturas a 540 nm.

Micropipetas y pipetas

i
i
u Bafio termostatado
a Bafio Maria

.8.

2.8.2 Reactivos de trabajo y su preparacion.

a Tampon acetato 50mM, pH 4.8
u Reactivo DNS
u Salicina.

2.8.3 Procedimiento de anélisis.
El procedimiento de andlisis se describe a continuacién en la Tabla VII

Tabla VII. Procedimiento de anélisis del ensayo de actividad B-Glucosidasa.

Reactivos BR BSAL BM M
Tampon acetato 50mM, pH 4.8 (mL) 15 0.5 1.0
Dilucién de enzima (mL) 0.5 0.5
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Se introdujeron los tubos en bafio a 50 ° C

Salicina 10 mM (mL) 1.0 1.0

Se incubaron los tubos por 30 minutos en bafio a 50 ° C

Reactivo DNS (mL) 3.0 3.0 3.0 3.0

Se colocaron los tubos en bafio de agua hirviente durante 5 minutos e inmediatamente

fueron enfriados en bafio de agua corriente.

Agua destilada (mL) 5.0 5.0 5.0 5.0

Se agitaron bien los tubos y luego fueron leidos en el espectrofotometro a 540 nm
contra el blanco de reactivo. El célculo de la concentracion de glucosa en los tubos
BSAL, BM y M se realizo utilizando la curva estandar o la ecuacion de regresion
encontradas previamente. La concentracion de glucosa estuvo dada de la siguiente

manera:
[Glucosa] = [M] — ([BM] + [BSAL])

Una unidad de enzima se defini6 como la cantidad de enzima que libera 1 ymol de

glucosa por minuto.

2.8.4  Célculo de la actividad de B-Glucosidasa.

La actividad de B-Glucosidasa se calculdé mediante la siguiente expresion:

B-Glucosidasa (U/mL) = [Glucosa] x 0.37 x dilucion; donde 0.37 es el factor para obtener

el numero de pymoles de glucosa formados en un minuto.

2.9 Ensayo de actividad B-Endoglucanasa.

Se determind la actividad enzimética de B-Endoglucanasa de las muestras tomadas
anteriormente segun el método op. cit. utilizando una dilucion 1 en 2 en el caso del
estudio de inductores excepto los controles donde se utilizé la muestra sin diluir asi

como los experimentos con bagazo como fuente de carbono.
2.9.1 Materiales e instrumental utilizados.

U Espectrofotdbmetro para lecturas a 540 nm.
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U Micropipetas y pipetas.

U Bafo termostatado.

U Bafio Maria.

2.9.2 Reactivos de trabajo.

U Tampon acetato 50mM, pH 4.8
U Reactivo DNS.

U Carboximetilcelulosa 1%

2.9.3 Procedimiento de andlisis.

El procedimiento de andlisis se describe a continuacién en la Tabla VIII.

Tabla VIII. Procedimiento de andlisis del ensayo de actividad B-Endoglucanasa.

Reactivos BR BCMC | BM M
Tampon acetato 50mM, pH 4.8 (mL) 15 0.5 1.0
Dilucién de enzima (mL) 0.5 0.5

Se introdujeron los tubos en bafio a 50 ~ C

Carboximetilcelulosa 1% (mL) 1.0 1.0

Se incubaron los tubos por 30 minutos en bafio a 50 ° C

Reactivo DNS (mL) 3.0 3.0 3.0 3.0

Se colocaron los tubos en bafio de agua hirviente durante 5 minutos e inmediatamente

fueron enfriados en bafio de agua corriente.

Agua destilada (mL) 5.0 5.0 5.0 5.0

Se agitaron bien los tubos y luego fueron leidos en el espectrofotometro a 540 nm
contra el blanco de reactivo. El célculo de la concentracion de glucosa en los tubos
BCMC, BM y M se realiz6 utilizando la curva estandar o la ecuacion de regresion
encontradas previamente. La concentracion de glucosa estuvo dada de la siguiente

manera:
[Glucosa] = [M] — ([BM] + [BCMC])
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Una unidad de enzima se defini6 como la cantidad de enzima que libera 1 ymol de

glucosa por minuto.

2.9.4  Calculo de la actividad de B-Endoglucanasa.

La actividad de B-Endoglucanasa se calculé mediante la siguiente expresion:

B- Endoglucanasa (U/mL) = [Glucosa] x 0.37 x dilucién; donde 0.37 es un factor para

obtener el nUmero de pmoles de glucosa formados en un minuto.

2.10 Andlisis estadistico.
Cuando se comienza un estudio donde existen varios factores por estudiar, una buena
estrategia experimental es necesaria. Los disefios factoriales saturados son disefios de

screening de variables, donde sélo se analizan los efectos de las variables lineales.

Para el seguimiento de este estudio se utilizo el disefio parcial fraccional saturado de

Plackett-Birmann antes referido.

Este disefio ha sido usado efectivamente en aplicaciones de desarrollo de procesos
complejos, desarrollo de productos (Ghanem et al., 2000, Isaccson, 1970) y en
determinar la influencia de nutrientes en medios de cultivos (Forchiassin y Papinutti,

2007) entre otras aplicaciones.
Un acercamiento lineal es considerado suficiente para la seleccion de las variables.
Y=Bo+ ZBix (i=1,....... K) [2.1]

Donde Y es la respuesta predicha y B; son los efectos de las variables consideradas. En
este trabajo se consideraron 2 falsas variables. Sus efectos son calculados de la
misma manera que para las variables reales. Los resultados fueron procesados en

DesignExpert v.4.0.
2.10.1 Pardmetros respuesta.

Los pardmetros respuestas analizados fueron Y; (Actividad sobre el papel de filtro,
FPasa, U/mL), Y, (B-Glucosidasa, U/mL), Y3 (B-Endoglucanasa, U/mL) y Y, (Proteinas,

mg/mL) luego de la fermentacién durante 5 dias consecutivos.

2.10.2 Significacion de las variables
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La significacion de las variables se calcul6 utilizando las falsas variables mediante la

ecuacion:

1.061*SE=Ef [2.2] donde 1.061 es el valor de t de student para un 80 % de

significacion, SE es la desviacidn estandar calculada por la ecuacion:

SEz\/ S (F12+2) namero de raisas variabies [2.3]  donde 1 y f2 son las falsas variables.
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3. Resultados y Discusion.

3.1 Capacidad celulolitica de dos especies de hongos en condiciones de laboratorio.
Resultados del ensayo cualitativo.

Los resultados del ensayo cualitativo con Trichoderma harzianum y Penicillium sp J-3 se pueden
apreciar en la figura 6 a y b respectivamente; el halo de crecimiento es visible.

Figura 6. Ensayo cualitativo con Trichoderma harzianum (a) y Penicillium sp J-3 (b)

Como se observa en la figura 6 a y b, ambos hongos crecen sobre el medio que contiene como
Unica fuente de carbono la carboximetilcelulosa, lo cual es indicativo de la capacidad celulolitica de
estos hongos.

3.2 Determinacién de la actividad enzimatica celulolitica de Penicillium sp. J-3 y
Trichoderma harzianum con diferentes inductores sobre papel de filtro.

Luego de la deteccion de la capacidad celulolitica cualitativa, se realizaron experimentos para la
determinacion de la actividad sobre el papel de filtro (FPasa) usando los inductores previstos
(azucares simples: glucosa, sacarosa y lactosa).

Los valores obtenidos de FPasa con ambos hongos se muestran en las figuras 7y 8.
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Actividad enzimatica scbre Papel de Filtre d2 Trichoderma harziznum

FPasa {U/mL)
a1 A
0,09 -
G,08 -
G,07
¢,06
0,05
C,04
0,03
0,02
0,01

o}

W Glucosa
W Sacarcsa

m Control

1l 2 3 4 5 6 i/

Tiempao {dias)

Figura 7: Actividad enzimética en papel de filtro de Trichoderma harzianum J-3 con

sacarosay glucosa como inductores.

Actividad enzimatica sobre Papel de Flitro de Penicillium sp J-3

FPasa {LI/mL}

0,3005 -+
0,2705 o
0,2405 -+
0,2105 o
0,1805 -
0,1505 -

M Glucosa
W Sacarosa
Lactosa

m Control

0,1205 -+
0,0905 -
0,0605 -
0,0305 4
0,0005 -
1 Z 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

Figura 8: Actividad enzimética en papel de filtro de Penicillium sp J-3 con sacarosa, glucosa
y lactosa como inductores.

En el caso de los resultados obtenidos con el hongo Trichoderma harzianum no se detectd
actividad FPasa con la lactosa como inductor; sin embargo, con Penicillium sp J-3 se detect6 una
actividad enzimética FPasa de 0.17 Ul/mL al primer dia; la lactosa fue el inductor que mas bajos
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resultados mostr6 en este estudio. Contrariamente a estos resultados (Ceroni and Gutiérrez-
Correa, 1988) reportan una actividad enzimética FPasa de 0.462 Ul/mL y 0.625 Ul/mL con
Penicillium implicatum y P. spinolosum respectivamente, en sus condiciones de trabajo y usando la
lactosa como inductor (1%). La diferencia de estos resultados puede estar dada por la presencia

en el medio de vitaminas y un surfactante en el referido estudio.

Las mayores actividades para ambos microorganismos se obtuvieron con el uso de sacarosa como
inductor, con diferencias significativas entre ambos, Penicillium sp J-3 resultd el de mayor
actividad FPasa con 0.28 U/mL a las 24 horas y Trichoderma harzianum produjo 0.09 U/mL en
igual tiempo. Los resultados obtenidos en este trabajo son superiores a los reportados por
(Vilches, 2002), que utilizando papel de filtro como sustrato, con una cepa de Penicillium sp obtuvo
una actividad enzimética FPasa de 0.051 U/mL. De igual manera (Steiner et al., 1994) con una

cepa de Penicillium purpurogenum en medio Mandels y Weber obtuvieron 0.22 U/mL.

El uso de glucosa como inductor también resultdé en un aumento de la actividad enzimatica FPasa
para Penicillium sp J-3 con 0.22 U/mL y Trichoderma harzianum con 0.018 U/mL lo cual concuerda
con lo reportado por (Aslam et al., 2010) usando dicho microorganismo, aunque siempre fueron
menores que los obtenidos con sacarosa. En los experimentos control (sin inductor) con
Penicillium sp J-3 se detectd actividad enzimética del lero al 4to dia y para T. harzianum J-3 el
2do, 4to y 6to dia. Los mayores valores detectados fueron 0.0005 U/mL para Penicillium sp J-3 el
primer dia 'y 0.001U/mL para Trichoderma harzianum el segundo dia, estos resultados fueron bajos
comparados con los obtenidos por los medios que contienen inductor, lo cual demuestra los

beneficios del uso de azucares simples para el incremento de las actividades enzimaticas.

La diferencia entre los dias a los cuales se detecté actividad enziméatica de los dos
microorganismos puede estar dada por el sustrato de procedencia de estos. Penicillium sp. J-3 fue
aislado del bagazo de la cafia de azucar, material lignocelulésico, por lo que pudiera este aspecto

contribuir a la rapida expresion de la FPasa (desde el primer dia) en el medio de fermentacion.

Los resultados logrados hasta el momento en el estudio con ambos hongos, apuntan hacia un
mejor desempefio de Penicillium sp. J-3 y dada la complejidad del trabajo se estimd conveniente

no continuar el estudio con Trichoderma harzianum.

3.3 Determinacion de actividad enzimética celulolitica del hongo Penicillium sp. J-3 sobre
bagazo de cafia de azucar pretratado.

3.3.1 Cultivo de Penicillium sp. J-3 con bagazo de cafia de azUcar pretratado.
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Después de la realizacion de los estudios en los que se determind la actividad enzimatica FPasa
de los hongos sobre el papel de filtro, se procedio a utilizar otro material celulésico como fuente de

carbono, como es el caso del bagazo de cafia pretratado.

Los resultados obtenidos con el empleo de las dos estrategias de trabajo no mostraron actividad
enzimatica, lo cual es indicativo de que la composicion del bagazo pretratado (ver seccion 2.1 de

Materiales y Métodos) influye de manera directa sobre la expresion de la actividad enzimatica.

Todo parece indicar que el pretratamiento que se le da al bagazo puede tener alguna incidencia en
el comportamiento celulolitico de hongo, aunque por la extension de este trabajo no ha sido

posible considerar este factor.

Asi mismo varios autores, en diferentes condiciones de cultivo utilizan aditivos como vitaminas,
otras fuentes de nitrégeno y surfactantes que podrian inducir resultados méas favorables. A esto se
debe adicionar la posibilidad de variar otros factores que hasta el momento no se han considerado

como concentracion de sustrato, temperatura y pH (Nagham et al., 2006)

3.4 Evaluacién de la influencia de varios pardmetros en la actividad enzimética celulolitica

del hongo Penicillium sp. J-3 sobre bagazo de la cafia de azUcar pretratado.

Con el estudio de la influencia de nueve variables en la produccion de celulasas por el hongo
Penicillium sp J-3 siguiendo el disefio parcial fraccional saturado de Plackett-Birmann se

obtuvieron los siguientes resultados.
3.4.1 Actividades enzimaticas de Penicillium sp J-3

Los valores de actividad enziméatica sobre papel de filtro (FPasa), B-Glucosidasa (B-G) y B-
Endoglucanasa (B-EG) de Penicillium sp J-3 durante cinco dias se exponen en la tabla IX.
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Tabla IX. Actividades enziméticas FPasa, B-G y B-EG de Penicillium sp J-3 durante los cinco dias del estudio.

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
B- | FPas B- B- B-
Expto [FPasa |B-G. | EG. |a B-G. | EG. | FPasa | B-G. | EG. FPasa | B-G. | EG. FPasa | B-G. B-EG.
A 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,02 0 0
C 0,4 0 0 0 0 0 0 0,03 |0 0 0,09 0 0 0,03 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,05 0 0 0,06 0
G 0,6 0 0 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,01
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,01 0
I 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0 0 0 0 0 0 0,01 0,24 |0 0 0,27 0 0 0,3 0,001
L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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El valor méximo de actividad enzimética FPasa se obtuvo el primer dia lo cual coincide con
el estudio donde se utilizo el papel de filtro como sustrato, este fue de 0.6 U/mL destacando
qgue todas las actividades enzimaticas fueron mayores que las obtenidas en el estudio
referido. Es significativo que la actividad enzimética FPasa obtenida es similar a la reportada
por (Kovacs, 2009) (0.4-0.6 U/mL) utilizando un mutante de Trichoderma atroviride.

Como se puede apreciar en la tabla IX, en algunos experimentos no se detecté actividad
enzimatica. Las mayores actividades enzimaticas B-glucosidasa se detectaron al tercer,
cuarto y quinto dia con 0.24 U/mL, 0.27 U/mL y 0.3 U/mL respectivamente.

La actividad B-Endoglucanasa solo se detect6 el quinto dia siendo de 0.014 U/mL la mayor.
3.4.2 Analisis estadistico de los resultados de actividad enzimética.

Se realiz6 el andlisis estadistico de los resultados siguiendo el disefio parcial fraccional
saturado de Plackett-Blirmann. Se utilizé el 80% de confianza, de utilidad cuando se esta

realizando el tamizado de variables. Se proceso por separado cada dia del estudio.

A continuacion se muestran las ecuaciones de significacion segun el modelo utilizado,
donde las variables significativas para cada dia y su signo correspondiente se encuentran

resaltadas en negrita.

Dial

FPasa=0.2 +0.06X;-0.04X,+0.16X35+0.008X4+0.14X5-0.04X5-0.02X7-0.14X5-0.14 X,
[3.1]

Ef=0.1

Dentro de las variables independientes que resultaron significativas se encuentra el pH del
medio, en este caso el nivel superior (pH=6). Este resultado coincide con lo reportado por
(Gupta et al.,, 1990), en el estudio para la produccion de celulasa por Coprinus
attramantarius utilizando celulosa como sustrato. Otra de las variables que resultd
significativa fue el uso de la menor concentracién de bagazo (1%) lo que coincide con lo
reportado por (Lee et al.,, 2011) los cuales detectaron un decrecimiento del 50% de la
actividad FPasa al usar mayores concentraciones de bagazo (0.75 kg y 1.0 kg) con
respecto a lo obtenido usando 0.5 kg con Aspergillus niger USM Al 1. Esto puede deberse a
la dificultad de las enzimas para penetrar en la compleja estructura del bagazo pretratado,
aspecto que debe ser mejorado aplicando otros pretratamientos. Resultd significativo
también el uso de la menor concentracion de indculo (5%), lo que resulta atractivo por los

beneficios econémicos que reporta.
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La presencia de miel final en el medio fue la variable de mayor significacion estadistica,
constituyendo un resultado novedoso, puesto que en la literatura consultada no se
encontraron referencias del uso de la miel como inductor en la produccién de enzimas
celuloliticas. Debe significarse que la miel final es un subproducto en la produccién
azucarera, y es rica en sustancias originalmente presentes en el jugo, tales como
probidticos, proteinas, minerales etc, por lo que resulta un elemento rico en nutrientes para
la fermentacion. Por otra parte, al ser un subproducto tiene un menor costo lo cual favorece

el proceso desde el punto de vista econémico.

Dia 2

FPasa=0.04+0.04X;-0.04X,+0.04X5+0.04X4+0.04X5-0.04X5-0.04X7-0.04Xg-0.04 X4
[3.2]

Ef =0.04

El comportamiento es similar al primer dia pero pasan a ser significativas todas las variables
en estudio aunque con diferentes niveles de significacion. El andlisis conjunto de estas
variables indica que esta ocurriendo un cambio en la correlacion de la importancia de las
diferentes variables, en el cual la miel final es menos significativa porque se va
consumiendo, a la vez que comienza a ser significativa la utilizacion del bagazo por lo que el
coeficiente de esta variable, aunque ain negativo su valor modular es menor que el primer
dia.

Dia 3

FPasa=0.0016-0.0016X;-0.0016X,+0.0016X3-0.0016X4+0.0016X5+0.0016Xe-
0.0016X7+0.0016Xg+0.0016Xq [3.3]

Ef =0.001

B-Glucosidasa=0.04-0.04X;-0.04X,+0.04X3-0.04X,+0.04X5+0.04X6-0.04X7+0.04X5+0.04Xg
[3.4]

Ef =0.04

Al tercer dia de fermentacion aparece como aspecto significativo el uso de la mayor
concentracion de bagazo lo que se evidencia por el signo positivo del coeficiente. Es decir,
gue ya en este momento el microorganismo consumio los azucares procedentes de la miel
final y ha comenzado a utilizar el bagazo como fuente de carbono. Por tal motivo resulta
meritorio destacar, el hecho de que se detecta actividad B-Glucosidasa y, para este
parametro respuesta resultan significativas todas las variables independientes del

experimento con el mismo comportamiento de la actividad FPasa.
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Dia 4

B-Glucosidasa=0.06-0.06X;-0.018X,+0.04X3-0.04X,4+0.06X5+0.04 X¢-
0.018X7+0.04Xg+0.018Xy [3.5]

Ef =0.04

B-Endoglucanasa=0.018+0.0004X,-0.002X,+0.002X3+0.0004X,4+0.002X5-0.0004 X,-
0.002X7-0.0004X5-0.0004 X4 [3.6]

Ef =0.0007

Al cuarto dia se detectan las actividades B -Endoglucanasa y p-glucosidasa. Las variables
independientes que resultaron significativas para la B-glucosidasa fueron glucosa, pH,
velocidad de agitacion, uso de la miel final, el uso del surfactante y el mayor tamafo de
inoculo. El uso de glucosa en el medio puede disminuir esta actividad, ya que dicha enzima
es inhibida por este, su producto de hidrdlisis. (Muthuvelayudham y Viruthagiri, 2006),
(Szijarto et al., 2004)

Dia 5

FPasa=0.002+0.002X;+0.002X,-0.002X5-0.002X4-0.002X5+0.002X¢-.002X7+0.002X5-0.002 X4
[3.7]

Ef =0.002

B-Glucosidasa=0.06-0.06X-0.02X,+0.04X3-0.04X,+0.06X5+0.04X5-0.02X7+0.04Xa+0.02Xs
[3.8]

Ef =0.04

B-Endoglucanasa=0.002+0.002X;-0.002X,+0.002X+0.002X,+0.002X5-0.002X-0.002X -
0.002X5-0.002Xe [3.9]

Ef =0.002

El quinto dia de fermentacién se detectan las 3 actividades enziméticas del complejo
celulolitico. La B-glucosidasa es la mayor actividad enzimética detectada (0.3 Ul/mL),
resultado légico ya que es la enzima que Ultimo se expresa en el mecanismo de accion de
las celulasas, liberando las moléculas de glucosa a partir de la celobiosa y otros oligdmeros

resultado de la actuacion de las otras enzimas.

Para la B-glucosidasa resultaron significativas las mismas variables independientes que para
el 4to dia de fermentacién, excepto el uso de un mayor nivel de otra fuente de nitrdgeno
como la proteasa peptona y destacando el uso del surfactante Twen 80 por el efecto de

aumento de esta actividad enzimatica que provoca los dias 3, 4 y 5, con su pico de efecto
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(0.3 U/mL) este ultimo, lo cual se puede apreciar en la figura 9. Esto puede estar
determinado por los mecanismos de accion de los surfactantes como los cambios en la
ultraestructura del sustrato, haciendo la celulosa més accesible al ataque enzimatico (Helle
et al., 1993) el aumento de la estabilidad enzimética, por reducir la desnaturalizaciéon térmica
o la desnaturalizacién por fuerzas de cizallamiento (Park et al., 2004) y la prevencion de la

inactivacion de las enzimas adsorbidas por el sustrato. (Castanon y Wilke, 1981)

Actividad enzimatica B-Glucosidasa de Penicillium sp -3
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Figura 9 Efecto del uso de Tween 80 en la actividad enzimatica B-Glucosidasa de

Penicillium sp J-3 en los experimentos Ky L.
3.4.2 Proteinas de Penicillium sp J-3

Tabla X Contenido de proteinas de los cultivos de Penicillium sp J-3.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Experimento | Proteina Proteina Proteina | Proteina | Proteina

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL)

A 1,16 0,77 0,88 0,71 0,49

B 0,72 0,66 1,23 1,29 0,64

C 0,82 0,71 11 1,07 0,97

D 1,17 2,79 3,14 2,93 2,86

E 0,24 0,18 0,25 0,35 0,22

F 1,63 0,74 0,78 0,9 0,81

G 1,58 1,87 2,79 2,46 2
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H 0,55 0,48 0,78 0,6 0,54
I 0,43 0,84 2,24 2 0,79
J 1,23 0,46 1,04 1,4 1,61
K 2,89 1,25 0,31 0,5 0,78
L 0,16 0,17 0,48 0,38 0,24

En la tabla X se presentan los contenidos de proteinas del liquido de fermentacion en
los diferentes experimentos durante los cinco dias del estudio. Se destacan los valores
de los experimentos D,G y K, y aunque podria presumirse que esta proteina
corresponde a enzima formada, ello no concuerda con la situacion del experimento D,
en el cual no se detectd actividad enzimatica y si un fuerte crecimiento celular. En los
casos G y K si hay una correspondencia entre el contenido de proteinas y los valores de

actividad enzimética.
3.4.2.1 Analisis estadistico de los resultados de proteinas.

Se realizé el analisis estadistico de los resultados siguiendo el disefio antes

mencionado.

A continuacion se muestran las ecuaciones de significacion segun el modelo utilizado,
donde las variables significativas para cada dia y su signo correspondiente se

encuentran resaltadas en negrita.
Dia 1
Proteinas=0.2-0.16X;-0.18X,+0.26X3-0.2X,+1X5+0.08X¢-0.14X,+0.28X35-0.6 X9y
[3.10]
Ef =0.42
Dia 2

Proteinas=1.82+0.64X;+0.12X,+0.04Xs+0.48X,+0.78Xs+0.42X-0.48X7-0.44X5+0.14Xq
[3.11]

Ef =0.27
Dia 3
Proteinas=4.24+1.28X;-0.04X,+0.02X5+0.82X,+1.08X5+0.42X-0.2X7-1X5-0.8Xg Ef =

0.21 [3.12]
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Dia 4

Proteinas=2.42+1.16X,-0.014X,-0.06X3+0.64X4+0.64Xs+0.36Xs-0.2X7-0.2X5-0.2Xo
[3.13]

Ef =0.14
Dia 5

Proteinas=3.4+0.8X;+0.004X,-0.24X3+0.78X,+1Xs+0.2X+0.68X7-0.36X5-0.16 X
[3.14]

Ef =0.12

En el andlisis para el parametro respuesta concentracion de proteinas, también resulto
significativo el uso de la miel final durante todos los dias de fermentacion lo cual se
puede apreciar en la figura 10 donde los experimentos C y K a los cuales se afiadio
este inductor expresaron mayor concentracion de proteinas lo cual puede deberse al
alto contenido de nutrientes que posee. Es importante destacar que la miel se utiliza
como sustrato para la obtencién de biomasa proteica para alimento animal, lo cual es

indicativo de sus numerosas aplicaciones industriales.

W Experimento L

W Experimento K

Proteinas (mg/ml}

M Experimento C

3
Tiempa {dias)

Figura 10. Efecto del uso de miel final como inductor en el contenido de
proteinas de los cultivos de Penicillium sp J-3 en los experimentos Ky C (con
miel final) y L (sin miel final).

Consideraciones generales

En los resultados obtenidos se presenta como novedad del trabajo el empleo de la

miel final como inductor para la obtencion de enzimas celuloliticas a partir del bagazo
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pretratado, ademas, los valores obtenidos de FPasa con Penicilium sp. J-3 en
determinadas condiciones de cultivo son superiores a lo reportado en la literatura.
Aunque los valores de las concentraciones enzimaticas obtenidas no son suficientes
para la realizacion de una hidrdlisis enzimética eficiente, no cabe duda de que la
estrategia seguida debe ser continuada pues muestra un camino a seguir en las

investigaciones futuras.

69



Conclusiones.



Conclusiones.

1. Los resultados obtenidos con ambos hongos utilizados, Trichoderma
harzianum y Penicillium sp. J-3, muestran su capacidad celulolitica con la

aplicacion de ensayos cualitativos.

2. En los experimentos que contenian sacarosa como inductor se detectaron
niveles mayores de FPasa que los que no lo contenian, lo que hace factible su
uso como inductor sobre el proceso de obtencién de crudos con actividad

enzimatica celulolitica.

3. Se definié la cepa de mayor actividad enzimética celulolitica con la cual se

continug el trabajo: Penicillium sp. J-3.

4. Los resultados obtenidos en la determinacion de actividad enzimética
celulolitica de Penicillium sp. J-3 sobre bagazo de cafa de azucar pretratado
apuntan hacia la influencia de otros factores en el proceso de produccion de

crudos con actividad enziméatica celulolitica.

5. Con el disefio factorial saturado Plackett-Burmann aplicado al estudio de la
influencia de varios factores sobre el proceso de produccién de crudos con
actividad enzimatica celulolitica de Penicillium sp. J-3, se demuestra que tienen
una influencia notable el uso de la miel final, el Tween 80, el pH y el tamafio de

in6culo.

6. Con el andlisis del disefio factorial saturado de Plackett-Burmann durante la
realizacion de la fermentacion se demuestra que el tiempo influye en la

significacion y en el comportamiento de las variables.

7. El uso exitoso de la miel como inductor abre perspectivas a la utilizaciéon de
este subproducto en la produccion de crudos con actividad enzimatica
celulolitica, de gran importancia en el futuro de la transformaciéon de residuos
lignoceluldsicos para la obtencion de glucosa y otros productos, a la vez

materia prima de la industria fermentativa derivada del azucar.
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Recomendaciones
En base a los resultados obtenidos en este trabajo proponemos las siguientes ideas:

1. Propiciar el trabajo conjunto e interdisciplinario de las facultades de Ciencias
Agropecuarias y Quimica Farmacia en el desarrollo de una linea de
biotecnologia que permita diversificar la industria azucarera y obtener valiosos
derivados a partir de lograr:

1.1 Ensayar diferentes condiciones de pretratamientos del bagazo de la
cafia de azUcar como sustrato para la produccion de enzimas celuloliticas.

1.2 Continuar con la optimizaciéon de las condiciones de cultivo y produccion
de crudos enziméticos de Penicillium sp. J-3

1.3 Evaluar la realizacion de cultivos mixtos con el microorganismo estudiado
Penicillium sp. J-3 para el incremento de las actividades enziméticas, tal y

como esta reportado en la literatura.

1.4 Evaluar el efecto de realizar mutaciones quimicas o fisicas al
Penicillium sp. J-3 para el incremento de las actividades enziméticas.
1.5 Estudiar otras cepas naturales con actividad celulolitica para ampliar el

espectro de cepas propias con esta capacidad.
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