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Resumen

El proposito de este estudio fue producir enzima celulasa a partir de una cepa nativa Trichoderma
harzianum, aislada de suelo de cultivo. La produccién de celulasa se realizé por dos métodos diferentes
de fermentacion, sumergida y fermentacion en estado s6lido. Se utilizd6 medio mineral Mandels y como
fuentes de nitrogeno urea y sulfato de amonio. Se utilizd paja de trigo seca y molida en las
fermentaciones como fuente de carbono. La actividad de la celulasa se determind por medicién de
azucares reductores al papel filtro y a la carboximetilcelulosa usando el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Los resultados mostraron que la paja de trigo tiene el potencial para usarse como
sustrato en la produccion de celulasas. Trichoderma harzianum mostr6 actividad enzimatica de 0.125
FPU/ml (unidades de papel filtro) y 1.35 U/ml a la CMC (unidades de carboximetilcelulosa) por
fermentacion en estado solido (FSS) después de 96 horas de fermentacion. El pH 6ptimo para los dos
sustratos se determiné realizando pruebas con buffers de citratos (pH 4 a 6), de fosfatos (pH 6 a 7) y tris-
HCL (pH 8 a 9). Para la determinacion de la temperatura 6ptima se manejé el rango de 30°C a 80°C. Las
pruebas de almacenamiento se realizaron cada siete dias en un periodo de 6 semanas. Se encontr6 que el
pH 6ptimo de actividad en papel y CMC es de 6. La temperatura 0ptima de actividad es de 70°C para PF
y de 80°C para CMC.

Introduccion

En el Valle de Mexicali donde el principal cultivo es el trigo, se genera un residuo agricola (paja de
trigo) del cual el 85% es quemado in situ a cielo abierto en la preparacion de la tierra para el siguiente
ciclo de cultivo [1]. Este residuo generalmente se acumula en el ambiente causando un problema de
contaminacion. La biomasa de las plantas considerada como “residuo” es biodegradable y puede ser
convertida en productos de valor agregado tales como biocombustibles, fuente barata de energia para
fermentacion, forraje, productos quimicos y nutrientes humanos [2]. Sus componentes incluyen los
polisacaridos de celulosa y hemicelulosa, en un rango de 60-80%, lignina y otros componentes que
incluyen compuestos extractivos y no extractivos [3]. Una gran variedad de hongos y bacterias pueden
fragmentar estas macromoléculas para usarlas como fuente de carbono utilizando enzimas oxidativas o
hidroliticas. Las celulasas son enzimas sinergisticas que se utilizan para separar la celulosa en glucosa u
otros compuestos oligosacaridos. El sistema enzimatico de los hongos estad formado por tres enzimas
hidroliticas: (1) endo-(1,4)-B-D-glucanasa (endoglucanasa, endocelulasa, CMCasa) la cual rompe
enlaces P al azar. (2) exo-(1,4)-B-D-glucanasa (celobiohidrolasa, exocelulasa, celulasa microcristalina,
avicelasa, CMXasa), esta libera celobiosa y (3) B-glucosidasa (celobiasa) la cual libera glucosa a partir
de la celobiosa [4]. Considerando la importancia y la aplicacion de las celulasas, este estudio esta
dirigido a la determinacion de la habilidad celulolitica del aislamiento fungal a partir de cultivo de
cebollin, Trichoderma harzianum, comparando las actividades celuloliticas del complejo enziméatico



cuando se utilizan Fermentaciéon Sumergida (FSm) y Fermentacion en Estado Solido (FSS). También se
reporta la caracterizacion del complejo enzimatico parcialmente purificado con el objetivo de tener un
mejor entendimiento de las condiciones para la produccion y actividad enzimatica.

Metodologia

Microorganismos

La cepa de Trichoderma harzianum fue aislada de cultivo de cebollin de la variedad Aspen en suelo del
Valle de la Trinidad, localizado en Baja California, México. La identificacién de la cepa del hongo
aislado se realizd por las caracteristicas micro- y macro-morfoldgicas de acuerdo a las claves
taxondmicas [5]. Se obtuvieron cultivos puros de la cepa subcultivando en medio Agar Dextrosa Papa
(ADP) y manteniendo el subcultivo a 4°C.

Inoculo

La suspension de esporas para la inoculacién de los fermentos se preparé agregando 4 cm’ de agua
destilada estéril a cultivos de 10 dias de edad en placa Petri y desprendiendo el material fungico bajo
condiciones asépticas. La suspension de esporas tuvo una concentracion de 1.6 x 108 esporas.cm™.
Medio de cultivo y sustrato

El medio de cultivo fue medio mineral Mandels [6], conteniendo en g/L: urea: 0.3; KH2PO4: 2;
(NH4)2S04: 1.4; MgS04.7H20: 0.3; peptona de soya: 0.75; CaClz: 0.4 y en mg/L: FeSO4.7H20: 5;
MnS0O4.7H20: 1.08; ZnSO4.7H20: 1.4; CoCla: 2, utilizando paja de trigo molida como fuente de
carbono en la fermentacion sumergida (FSm) y en fermentacion por estado solido (FSS). La
composicion del sustrato se reportd en base seca como cenizas, grasa, celulosa, lignina y proteina y se
analizaron por métodos estindares dando los resultados de 8.3%, 7.5%, 67.3%, 16.2% y 1.5%
respectivamente.

Produccion de celulasas por fermentacion sumergida (FSm)

Cepas de los microorganismos fueron subcultivados en placas Petri en ADP e incubadas a 29°C por 10
dias. Se prepararon suspensiones de esporas cosechadas a partir de las placas Petri con solucion salina
1% y 0.1% Triton X-100. El cultivo se realizoé usando frascos Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml
de medio y el 5% w/v de paja de trigo molida y ajustando el pH a 5. Se utilizé6 un inéculo de 1 x10®
esporas/frasco y se incub6 con agitacion a 29°C por 5 dias. Subsecuentemente, los cultivos se filtraron
(Whatman No. 1 y Millipore 0.45 pm) y se utilizaron para pruebas enzimaticas. El filtrado del cultivo se
utiliz6 en este estudio como extracto crudo.

Produccion de celulasas por fermentacion en estado solido (FSS)

Para la fermentacion en estado solido 5.0 gramos de paja de trigo molida (malla No. 25) se utilizaron en
frascos de 500 ml. La paja se humedecié con medio Mandels ajustando la humedad a 60% v/w y el pH a
5. Se esterilizaron por autoclave a 121°C por 20 min antes de inocularse con suspension de esporas
ajustando la concentracién a 1x107 esporas/gms. Los frascos se incubaron colocados en posicion
horizontal a 29°C por 96 horas. Los cultivos se realizaron por duplicado. La extraccion de la enzima se
realiz6 con agitacion a 200 rpm a temperatura ambiente por 60 min. Se agreg6 a cada frasco 70 ml de
solucion salina (NaCl 1%) y 0.1% Triton X-100. Después de agitar, las muestras se filtraron con vacio a
través de gaza de algodon y Millipore 0.45 pm y se midio la actividad enzimatica del filtrado.
Extraccion de sistema enzimdtico

Después de las fermentaciones, los extractos enzimaticos se liberaron de material fungal por
centrifugacion a 4,500 rpm y 4°C para filtrarse posteriormente a través membranas de celulosa 0.45
micras. Las celulasas fueron parcialmente purificadas, precipitdndolas de los extractos enzimaticos con



etanol en una relacion 1:5 v/v extracto-alcohol, centrifugadas y deshidratadas por liofilizacion para su
preservacion.

Actividad Enzimatica

La actividad celulolitica del extracto se midi6 como la actividad al papel filtro (PFU) y actividad a la
carboxi-metil celulosa (CMC) [7]. Expresada con relacion al medio de cultivo para el hidrolizado de PF
y para el hidrolizado de CMC se calcula de acuerdo a la Ec. (1).

Actividad enzimatica (:—;) =Ly * %’ * %‘ D (1)
Donde Cg es la concentracion de glucosa medida (g/L); M es el peso molecular de glucosa (0.18
g/umol); t es el intervalo de tiempo de reaccion de 60 min y D es el factor de dilucién del extracto en el
analisis. En la fermentacién sumergida (FSm) se midi6 la actividad enzimdtica en términos de la
hidrolisis al papel filtro y en la FSS se midio la actividad en términos de hidrolisis de papel filtro y de
carboxi-metil-celulosa (CMC), esta tltima por presencia de endoglucanasas. Después de la hidrolisis, los
azucares reductores liberados se estimaron por adicion de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). El color
desarrollado por el complejo se midid6 en términos de la absorbancia a 540 nm utilizando un
espectrofotometro (HACH, DR 500).
Caracterizacion del sistema enzimatico
La temperatura 6ptima de la celulasa cruda se determin6 en buffer de citratos 0.1 M (pH 4.8) en
incubacion por 60 min en un rango de 30-80°C en intervalos de 10°C. Para cada temperatura la enzima
(1mg/ml) se incub6 con PF y CMC. El pH 6ptimo de reaccion se midio con buffer de citratos para pH 3-
6, buffer de fosfatos para pH 7-8 y buffer Tris-HCI para pH 9. La estabilidad al almacenamiento se
realiz6 en una suspension de celulasa cruda (1 mg/ml) en solucién salina al 0.25% w/v y Triton X-100
0.1% y almacenando a 4°C. Se determino la actividad enzimatica residual cada 7 dias en un periodo de
un mes.
Determinacion de parametros cinéticos
La constante de Michaelis-Menten (Km) y la velocidad maxima (Vmax) de la enzima cruda se
determino para endoglucanasa (CMCasa): variando la concentracion de los sustratos 0.5 a 15 mg/ml. La
Km y la Vmax fueron calculadas de acuerdo al método grafico de Lineweaver y Burk.

Resultados

En la Figura 1, se muestran los valores de las actividades presentadas por la cepa Trichoderma
harzianum después de 96 horas de fermentacion sumergida y fermentacion en estado sélido. Una menor
produccion de celulasa se observo en la fermentacion sumergida en comparacion con la fermentacion en
estado solido. La produccion de celulasa por FSS fue 3.2 veces mayor que la obtenida por FSm.
Tendencias similares se reportaron por Rubeena et al [8].
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Figura 1.- Produccion de celulasa por Trichoderma harzianum en FSm (U/ml) y en FSS (U/gss) para las
actividades al FPU y a la CMC usando como sustrato paja de trigo.

La figura 2, muestra que la temperatura 6ptima de la celulasa cruda fue de 70 °C y de 65 °C para la
actividad al CMC y al PFU respectivamente. El pH optimo de la celulasa se determin6 sobre un amplio
rango de pH y mostré su maxima actividad al pH 5.5 y pH 5 para las actividades al CMC y al PFU de
acuerdo a la Figura 3.
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La cinética de la actividad enzimética sigue un comportamiento de primer orden como se presenta por la
Figura 5 con el grafico de Michaellis-Menten. Los pardmetros cinéticos Km y Vmax de la celulasa se
determinaron por la grafica Lineweaver-Burk de la actividad enzimatica usando varias concentraciones
de CMC como sustrato. Los valores fueron de 0.40 pmol.min'.mL!y 19.5 mg.mL' respectivamente.
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Figura 5.- Grdfica de Michaellis-Menten. Cinética de la Figura 6.- Grdfico de Lineweaver-Burk en el cdlculo de los
actividad de la celulasa cruda a partir de T. harzianum. parametros cinéticos Ky y Ve, de celulasa

Conclusiones



En este estudio se ha mostrado que es posible la produccion de un complejo de celulasas extracelulares a
partir de Trichoderma harzianum con una actividad predominantemente de endoglucanasas (CMC) por
fermentacion en estado so6lido utilizando como sustrato y fuente de carbono paja de trigo. La alta
temperatura 6ptima en la actividad enzimadtica le imparte caracteristicas favorables en su utilizacion en
procesos de hidrélisis de materiales lignocelulosicos como los residuos agricolas. Las fermentaciones
realizadas en el presente estudio requieren de una posterior investigacion en la optimizaciéon de la
produccion de celulasas a partir de un residuo agricola y su conversion en productos valiosos.
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