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I N T R o o u e e I·O N 

La literatura conc~rnlent~ al uso de. la .biomasa l.ignocelulQ_ 

si ca, especialmente.hidrólisJ.'~•y:}i)'tl~n~foymaC:ión de celul.osa y hemi 

~~;~: ::;~~;t;~füt ií1¡~!it t~iti~~ttfüf~r~¡~~ :~1:~:: ;¡;¡: ~;~ 
das de res1 dups?agpi,colas}1;'de·#;l •• nª:'.r.r:teE~se ·emplea como a 11 

¡¡;;;,~¡1f illli~i~~it~~~ii~1~;i;~l~1~ifü~rnrn;~; 
.:;.~~iut{~l~iijf !~:~!,:~11~¡:j~~1llkí~~f ~¡;i~:~::.:;:;: ,:: :::;:; 
tura amorfa>Cjue'.es .. 111.'is susé:eRtibJe a~ ata'q~eger1zilllátiCo se presenta -

::em:~·~~m~:\~ld'.::t i{~;~~d~·lt;I·i;:El'.f;{ s?S}'.os·;:{~ponibles ·.para el ata-

.. • "' .... .. . ··)(' ,,.,,... ;i~L~"'!"' ~·~i:·;·;,~·~.f!f. 

;::::~:::: ::::::;;;~;; it'l!{~f if ~~it¡~!~~~;, :::.: :: ::;;:: ::: ':::; :: : : ~ 
cas y eventualm 0 nte'' ffbi

1

i"id~;í~& h~dt~lisis (43). Fl otro componen-

:: :::: :: · ::: ::::::~~:~t~ti11;.,~1~:~:r::: :: , ::::: ::·, :::::::.: 
de residuos lignoceluló~icÓs.,;'.Y'.\Jái'l.Jtilización de los productos de hi
drólisis con énfas.is ~~·,yat:~.i1~áti''d~ enzimática involucrada, proponie!J_ 
do a 1 g un as a 1 terna ti vas q ~ W>ní:(s . ayuden a a provechar de un a inane r a más 
íntegra l os res i duo s a g ~ í CoTas . 'y mejor ar 1 a e f i c i en c i a de l a h i d r ó l i -
sis. 
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I ;l. - A N, T. E ;e .E D E N T E S., 
_::.._,_,_ __ .--·:. ' .-.~ '-'~·;':_ ;; ¿L 

La.s primeras(ll:ipóte~·\s;:.~~nCef',nie)itesa,la.ncituraleza de la hi-

;: ~:;: 1; ): : fü¡f~f lI~~il~~\~t~l~Ií~l~íltf i§~iJ· ¡i~.* ~ ;.: ; ,: :i :~ ;; : : ; : : ~ 
g ética en .1 a na túraTéúi'-; de;• la·,, d eg radac'1ón·\;(fe'·,Ta;·celu1 os a cristalina, en 

'·_ _ : -:::~ ::>, >'. ' .. -, :°'i~{·!. :·,;;;i~'.:~: .o,l:?~ ;;·.,::-i{Et':{\·::~~;.l:/~i'F,~ :.,:,f~:~r~.:::~~·i:;~:;:. · ·:·~~/: ,:}~~5: ~- ~-~¡,.L >:- , ·. :, .: - ··':· -
hongos i mpe rf ec,:tos/és,t~j}et,~c: ~o,/i,n'l,oJ;uc;r;ayJre~s;{t,i pos de enzimas hidro 1 í tl 

¡¡; :: : ~i;i~:Iii?~tift~!l;l~li~lll~ít~i~;~1~:;¡: :~;:¡:¡; 
res produ ci éndofcél ob;i osa i:pri ncJ¡fal mérí't'e·;"Jaunque\;]\i bera 'tambi é.n glucosa-

~: : ~ ~ : : 1~ '.~:t;~;~~~~~L~~~.,\;l~~!~¿á;~f~~V~:J,f ~b{~~~)}{f x:~~~[t{~É~~á·i~~~-'{:~n (~,os u n i dad e s -

- A lgu"nos ;z·t~~~:~ha~t1~:¡~i·~t~~J¿~~fai!m~~~~i;i~~-i s ~~ la celulosa 
está sujeta a i.nhibición por produc,to"f,i.n.a1:4\~o~~ll &'Stuck (4) lo des-
criben en un sistema enzimático de TIL-Í.éhO~e.1tmá.-'~Ú'i.da.e y señalan que se 
da la inhibición no competitiva por celobios~. ~os productos de reacción 
de la hidrólisis de celulosa por esta e~p~cf~, son predominantemente ali 
gómeros, los cuales estan sujetos a hid~ólisis por P- glucosidasa, celo
biasas y celohexanasas. Este modelo se basa en la suposiei6n de que to -
dos los carbohidratos solubles son celobi~sa (4). 

Otras investigaciones sobre hidról)sis de celulosa han desarrQ 
llado modelos mecanicisticos para la hidrólisis enzimática de la celulo
sa y la expresan de una forma matematica (4,3,11) basando el modelo en -
la cinética típica de Michalis- Menten, pero involucrando el ataque aza
roso y longitudinal de las enzimas celuloríticas sobre el substrato, to
mando de igual forma la cinética de inhibición por producto y tres tipos 
de enzimas : endo-glucanasa, exo-glucanasa y ~-glucosidasa, así mismo s~ 

ñalan que la cinética de la hidrólisis está fuertemente afectada por la
relación de las endo y exo- celulasas en la mezcla de reacción. El sustr~ 

to y el grado de polimerización son factores que no se toman en cuenta. 

También estudios de hidrólisis de celulosa se han realizado en sus
tratos solubles de celulosa como carboximrtilcelulosa (CMC) y acetato de 
celulosa soluble en agua (WSCA) y oligosacáridos de celulosa (celodextrl 

nas que tienen un alto grado de polimerización (19,26) ). Los resultados 



de los esttidios. con celodextrinas representan un producto potencial. in'
termedio y, por tanto, un sustrato a~rovechab]~ pá~a eroducir ¿el~la~as, 
aunque los estudios con celodext~inas;~o1'~b1E;s.'~stíi l}mitado por el gr~ 
do de de las ~isíll'as.·:,. .2 · ···'} · ;i'_ , 

fer entes 

i~t~~¡:'.imt ¡ ;i~;:~i1t11~f Jf t{ttt~t if f t?l~~~m~~:~:fü:~;¡ ·;~~ 
, - -~ -;-:rf , · '---~ ·~~>~;··- ·: " ·,.;{:.-

[Figura No. 1.- gráfica que muestra 
la hidrólisis de pulpa de bctabel
con .extracto de cultivo semisólido 

3 

40 

l. 
~ 

. de TJt.lc.hode.Jtma ,'te.e.<1e. ( ) solo, suple 
mentado con extracto Pe.n.lc..lll.lum c7 
( ) y suplementado con una prepar~ 
ción de Pectinasas Sigma. (63) 

o '--'~~~_,_j 
012345 

días 
o 1 -2 3--·_4 5-·-

d í as 

Karube (7) i-movilizó las celulasas en una matriz de colágeno. 
Las enzimas utilizadas fueron celulasasa de TJt.lchade.Jtma v.lJt.ldai que son 
muy activas, pero se ha observado que disminuye su actividad en largos
períodos de incubación. La utilización de enzimas inmovilizadas provee
las siguientes ventajas; a) mantener estable la enzima en períodos lar
gos de incubación y b) utilizar una menor cantidad de enzima. La desven
taja que señala el autor es que. el costo. del peoceso de inmovilización -
de la enzima es muy alto en ~elación con la cantidad de celulJsa hidro -
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¡¡:1:'.1~1I~,¡.!f i .. :rl:::~l!l!!iiit!;f mi~~\iJ~1~11.~1.•.li!l.Jf i.;1.• .. ~.,.•f ... ~t~~~~@ 
' ' ~- . ·~;~< ~/·'.;¡~;'·· ~'::"·' 

-;~~·.·,~-: .:-_::;~::-.-·.- ~-}~;::--· ·.)}:/'_-)_::~~<:-~ --::·-~r' ?~~~D~- :;.~,·=·· ;;/;~ -

•O 60 120 160 
Tirf;e{hÍ) 

Fi~ura ~o~ .-Hidrólisis de celulo
sa con celulasa inmovilizada (o) y 
ce l u l as a l i b re ( • ) , 18 2 mg de ce 1 u -
lasa inmovilizada y 2 mg de celula 

Figura: No'..~ Apar.lto .. expe~.imen
tal utilizado por Karube (7}.,1)-
.reaetor de lechofl\iizadb;2) re
serva de substrato;3) agitador -
magnitico; 4) bomba peristaltica y 
5) manómetro. 

sa libre (il) 
Lee & Donaldson (9), se han enfocado a la hidrólisis anaer~ 

bica y consideran que es una tecnología potencialmente atractiva para -
reducir el volumen de desechos sólidos, ademas una gran parte de los r~ 
siduos puede convertirse a metano y dioxido de carbono y producir un~~e

dimento biologicamente estable; señalando ademas que en este trabajo se 
pudo comprobar estudios anteriores como; la intolerancia al producto fi 
nal (que en este caso fué metano ) . La figura no. •l se esquematiza el

proceso utilizado por estos autores. 

Uesechos celu-
lbsicos y ani- A 
males. l gua 

Fragmentos / 
húmedos Gas 

t 
Químicos 

/ 

Figura No. 4 -Diagrama de flujo 
del proceso de digestión anaero
bia para desechos celulósicos(g). 

.__ ___ .,..

1

¡Digestor J 
Tanque de 1 T----iltro Liquido y 

'------•I --+ desecho -mezclado _ procesado 

Sólidos 



causado. 

gran intéres por la idea deÚtiliiarla.s en la hi~r6lisis en~irnátic~,m~., 
tivo por el cual diversoso a~to'.res ha~ enfo'cado süs. traha·i~os;}a..;e·steres 

fué utiliza da primero para soportar el crecimienf.o;;f:s~giiid'.~;fp'(¡rJ:f~".'~tJ
l i zaci6n de la celulosa para inducir la produséi6'ri!~;~''lk'~?'ni:f~ii';;.~•;;p~ro~., 
veer una fuente adicional del carbono para el~me{ab'~'\;'g~~·;(C~'.' figura No. 

5 esquema ti za 1 os resulta dos obtenidos por est:cisi!~áJ~~ÍJr~!:r!{3if.·· .. 
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celulosa libre 

2 3 4 5 6 1 días 

Figura No. 5.- Gráfica que muestra el crecimiento y producción de en
zima con T. ~ee~e~ RUT- e 30, crecoendo eg una mezcla de xilosa y ce
lulosa (30: 30 g/l), a un pH= 4.8, T= 28 e (37). 
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Algunos autóres's~ ha.n enfo~ado ·~· descdbir lps componentes 
de l a par e d ce l u l ar., 1 a u t ilÍ dad de é: ad a u !lo de el 1 os y' l a res i s ten - -

cia que ofrece á la'.hidrÚis\s\•la ¿o~pl~Jf;mat'r~iz deJ.Ú1nilla (18,43 ,-

~~ :~'.(; :~?~t~~ '.~1! H~~~:;:¡t~f ti!itil~lll~~~~r::~~¡;~ '.'.i~} 
ter e.stá presente en la fracción~d~J:xjffafl"o<•tps:,resul tad.os reportados 

::r p: :d: u~~: r:~:~ ~: ~ ~~e s1: ~M:{:~jJ~~~~~·~ii;~~~~~~hf-t:~ ~c~:n 1: e 1~;~:::1 ~ 
::~ª ~ª m~~~~~ª p~r ~~e~~~! s:,v:~a:~2·j::~~j:!$~~f~~~~trH1~s ~: ~:1 !:i ~~1~:~ 

,:;__;::.)- •;;.::__ .. ·, ~-·-_. 

1 a de la biomas 

6 

digestión 

100 

o 90 
rzl 

ª 
80 c:J Glucano 

888 Xiiano 

::.: .. _:-"l~~"~<·:;: ~ -~ , _ _,_, 

..• ASPEN. 
WOOD 

F i gura i·/ o . 6 . . - Res u 1 
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tión de la biomasa -
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GRADO OE OESACETILACION 

Otros trabajos se han enfocado a describir el sistema de en-
z i m a s ce l u l o l í t i c a s , c o n d i fer e n t es m i c ro o r g a n i s m os .cpn 1 a i de a d e en -
centrar la cepa que produzca mayor cantidad de enzima.y .con gran esta
bilidad: T1t.<.chode.1tma 1tcc.6c¿ y Clo.:,.t1¡_.¿d.<.um t:he.1tmoce.Uum han sido los
microorganismos más utilizados para producir celúlasa¿, .por la enzima
extracelular que producen presenta una activida .. d a]Ja::(4;9,14,25,52,58). 



TIPOS DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS 

M é xi c o se ha car a c ter izad.o por de d i car u na g r a n can ti dad de -
suelo a los cultivos agrícolas y los'-de'sechos producidos como conse-

cuencia de esta actividad, ha·n··.sido considerados como contaminantes -

sólidos que no se llegan a .recircul_ar completamente; estos residuos

tienen celulosa disponible ásí -como otros polímeros que pueden ser -

utilizados como sustrato para u~a:di~ersid~d de microorganismos y pr~ 
ducir algunos productos de ínteres cpmercial. En la tabla No. 1 se re 

sume la producción de los prin¿ip~l~s residuos y la disponibilidad de 

celulosa. 

CULTIVO PRODUCCION ANUAL CELULO 
TON/AÑO 

Maíz 110,658 67 5 
Sorgo 12,448 040 Cáscara y tallo 

Caña de 
a zú car 8,396 649 bagazo y hojas 
Trigo 2,519 3 61 cáscara y paja 

Frijol 617 819 ta 11 o y cascara 
Arroz 506 527 cáscara y paja 

: ~" .- .. ' ~--.. , .. '.--. '." : . - '. 

Tabla No; 1.- _p~oclJcTclo~ 
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I I. 

lógica (18). 

La hemicelulosa está asocjadd con la celulosa y l.a lignina pa 
ra proveer rigidez y flexibiridad a la pared celular. Es un .compues

to de cadenas cortas de polis~cá~idos y está es ~a principal fracción 

no celulósica. En estado natural existe en forma amorfa y puede divi
dirse en do~ categorías: Celulosanos. que incluyen a todas las hemi-

celulosas y los poliurónidos que son hemicelulosas que contienen.á~i-
do hexurónico y algunos grupos carboxilo (17;43). . · 

La 1 igni na es uno de los tres. componentes básicos:?e:,,a;b;lo:

masa y suma del 20-30% de la pared. celular; es un poJf~er;o:,W'.r.iilJ~en~:.: 

: : : : :: ,; : : : :: : :: , : : ::: : : : ;:~ :'.':::~ ::: ::~::~: :'.: :i~~~f ¡~~{~far~;'.! 
-methoxy-4-h i drox if en i 1 propano (67). . . :.;I: ,;ii f~:•,,;¡· · :; 

La 1 ignina funciona como preservativo y cem:~nfc:l'i.~;d\r~; )as· fi 

bras individuales, adopta una forma de matriz compuesi:a·<lé·;íiii~r:ófibri-
;,:-? :>-:,, 

llaa celulósicas como una forma de protección (45)~ 

9 



DESECHO % DE CELULOSA 

Madera dura 40- 55 • % 

Paja de cebada 25- 40. % 

Paja de Maíz 3 O- 40:. % 

Paja de trigo 30- 40 % 

Bagazo de caña 44; % 
de azúcar 

Frijol (hoja y ta-
11 o ) 

% HEMICELULOSA %LIGNINA GLUCOSA XILOSA ARABlNO~A CENIZAS 
COMPOS I C ION (PESO % ) . 

P F N T O S A S 

24- 40 23 
:· ,, 

25 -40 .. %. 13.9 4;3 12;4 

30 % 13 .9 3.0 4.3 

25- 30 % ':•t4:;:53 '· '134;7.' ! 18.0 2.2 9.6 

20-

..... 
o 



!I.1.1.- ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR DE LA PLANTA. 
' . .,.;._ 

- - - .:. ! . - .: ' -' - -~ .: "-. __ ·_ 

La árqü\teéJurá e,9,·i:a;prúta se muestra 

pahed_ p~iniaria (P}, la~ 

11 

cada. 
En 1 a f.igJ ra·'?,Nb ~i (c')s¿:'rnÜ~stFa ha %iTtr'ibuc'i óri CI ~ .l ~·~· co ns ti tu ye!!. 

tes químicos -de ü'na· fípica. pa;ed 'celÜl ar< ···-

(a) 

( b) 

( c) 

Figura No.7.~ Diagr~mas que mue~tran a estructura de la pared 
celular(a,b) y_ la compo ición química (e}, (46,66) 



En la figura No.e se muestra otro diagrama donde se esquema
tiza Ja distribución de los constituyentes químicos en la pared celular 
la medida se da en porcentajes .en base al peso seco. (43). 

' ::.::rooutld pared 
'.l10:C1:1! pr /mar 1 a 

-.:metiae 

II.1.2.- ESTRUCTURA SUPERFICIAL'..DE·LA'CELULOSA 

Figura No. e.-o·iagrama que 
muestra la .. di~tribución
de los constitujentes qui 
micos en la pared celula-Y:
( 43). 

Un examen de la superfi~i~ externa de la celulosa revela dos

grandes categorías de capilares que exiiten en la madera y las fibras de 
algodón, los denominados capilares gruesos, como el lumen de la célula,
los llamados aperturas en hoyo y poros de la membrana, con una talla al
rededor de 20 a 10 um de diámetro. Los más grandes capilares de la pared 
celular celular usualmente existen en el espacio entre las microfibri -
llas y las moléculas de celulosa en la región amorfa. La talla de estos
espacios son dependientes de la humedad contenida en la celulosa; cuando 
la celulosa es saturada con agua estos poros se expanden a su máxima di
mensión; la talla aproximada de estos espacios de vacío con saturación-
de agua en la madera, algodón y pulpa de madera fue estimada entre 1, -

0.5 y 2.5 nm respectivamente (67). 
Se puede incrementar el total de superficie interna de material 

poroso con un adecuado pretratamiento, y en general, esta área tiene va
rios órdenes de magnitud de superficie externa. 



I I. 2. - ESTRUCTLÍRA CRÍSJAUNA,bE .[A CELULOSA 

La c::l uJ'.;Scl' cáfuo';a~'he~osrne~.c fo nado; :.es •un· ·P~ l.•ímero .1 in ea l. de 
unida des d e::•:gjltéii}a'.iJnfifd ra'\ p

0

u
0

rá;:. éonec tadosXpo r e'íl l ai: es 1; 4~ B- g l u cós í -

: :: ::.~ fü'li~i~~~t~.¡~f ¡~: :'::::, :::: :::::: ~::~: ;:::0 

,:: ::: : :: ::·:: 

cual se ha cicif'T'~{~'h;~·omó una red monoclínica con cadenas de celulosa em

pacadas én l,~~.J~~;~fü'~as y en el centro de la celda, comose aprecia en la 
figura 5 FX':es'fa,~i{~tructura ha sido bien aceptada excepto por algunas c.Q_ 

rrecciones :ní'en.órci{ sobre la orientación de las cadenas llegandose a la -
conclusión::'cle•,quci Jas grandes cadenas de celulosa pueden orientarse en -

formación antiparalela y paralela (18). 

.:• 

A 

fibra 

membrana primaria 

membrana secunddria b 
de tres capas ~ 

HO z t o 

3 4 s • CHzOH 

9~HO 
CHzOH~3 

? G 

Figura~.- Interpretación de la estructura de la membrana.La fibra 
(A);Membranas (B);Macro y Microfibrillas (C,D); Ordenación de las 
moléculas de celulosa (E,F,G). Tomado de Essau K.(89) 
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La segunda posible est.ructura para la celulosa.es la e~tructu

ra de cristal.ita.y,posiblemente sea la 

tructuras,,·declacelulosa. i:": X; 
En .la figura 10 se muestran represen't~ti\lo~ ·de 

rientación molecular en la cristal ita. La reglón ~r'ist~lina·,:~s J~a':h~
gión muy ordenada y se separa entre una y dtra re'gión ~riS:tali n'~· Llr,i á.r.ea 

de menor orden que es la región amorfa. La. región cristalina tié.ne"una~

longitud aproximada de SOOAºen la celulosa nativa y alrededor de.150 Aº 

en la celulosa regenerada, estas longitudes a menudo son referidas a un 

nivel y a un grado de polimerización, que es una caracterfstica de la -

celulosa para la hidrólisis (18). 

CRISTALIN 

linear 

Amorfa 
----------)\ 

Modelo fibrilar Modelo de 
plegada 

figura lG- Esquema de los modelos fibrAfüa(y~de cadena 
plegada, según Chang y colabora"d 0 res · (18) 

de 



La molécula de celulosa é:ónflerúi ñorni'afnien''te ifo mínimo de 10 co.!!. 
secutivos pares de región amodac.rcFXsfacl'~-~a en una fibra; esta es una -
de las propiedades básicas de la .celu'1o~á.; 

En la misma figura 6 se ilu~·tra'otro modelo llamado de cadena -
plegada en la estructura de la crist~li'ta: Aquí las moléculas de celulo
sa son visualizadas como pliegues ad~lantey atrás a lo largo del eje fi
brilar con 101 planos de latices cristalinos, así las moléculas de celul~ 
sa forman láminas o placas unidas a lo largo del pliegue. Esto constituye 
la unidad molecular básica de las'fibras· de celulosa, una particularidad
de este model.o es que los enlaces glu~o~ídicos del pliegue (B 1 pliegue)
son diferentes; éstos quimicamente· mucho más débiles que los pliegues B-
lineales y estructuralmente:más.importantes en la integridad del cristal. 
Sin embargo, los enlaces glucosídicos en ambas regiones, la cristalina y 
la amorfa, son todos enla~es,f3"Jineales. 

La estructi.Jra:cris:ta·lina juega un papel muy importante en la de
gradación hidrófiti'ca}'.d~~\~'%etulosa; se ha observado que la celulosa cri~ 
talina reaccion'ii·má's)•enfarnente que la de baja cristalinidad (amorfa) en -
la hidról isfS · ~n~i!ii'~t;·~a-g1s,43,4SJ. 

"-=~.- .. : -~·- _-j""'-
·(·~-·. ;~/:· 

III.- PRETRATAMIE~TOS DE LAS FIBRAS LIGNOCELULOSICAS 

Los sustratos nativos lignoceiuJ~sicos requieren de alguna for

ma de pretratamiento para remover la cubierta de lignina, la lignina se -
desbarata en polímeros holocelulósicos, de esta forma se puede incrementar 
la accesibilidad de la enzima a la celulosa y de igual forma se puede modi 
ficar su estructura. 

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

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

- PRETRATAMIENTOS FISICOS 
- PRETRATAMIENTOS QUIMICOS 



.Lb 

III.l.~ PRETRATAMIENTOS FlSICOS 
, -,--·- -, 

·• Algühóslut?res' clasffican a )os pretratamientos físicos en dos 

. ;;;~;;~f ltr~~l~~ilrn~~!mf i! :::~1::~1:;i:rtff H¡~.ii:ri:r ::: , . 
: : ::; ;i~·f ~;f l~t f~'l:tl: ~:: ::: : : : :: : :!: ;r: :1 ::: : :!'~f: :: : : : :~,::::: ~ 
en la cristÚiiirélrét,.'d~C:~:ece el grado de polimerización, así como la talla 
de la par'i:'íc'Jii. Ú~ e~bsrgo, el cos,to de la energía consumida y de todo
el proceso es i~creiblem~nte alto,. y el _resultad.o -sobre el rango de saca
rificación no ei adeé:ü~do: par~ própositos industriales (23,43). 

i~OLINO COLOIDAL. E-1 molino ,coloidal cons,iste de -.dos ,discos que cierran 

cada uno girando en dire~ciÓn opuesta,· y en ei cual-el sustrato pasa atr~ 
vés de los dos discos. Mand~l~ (3) seílala que el alto costo de operación
de este pretratamiento lo hace inadecuado a granescala. 

MOLINO MARTILLO.- Este tipo de molino consiste de un rotor y un juego

de martillos que se acoplan entre sí a la revolución del motor, los marti 
llos impactan el sustrato, rompiendo las placas de las moléculas de celu

losa. Mandels (3) señala que el efecto de este molino es como de prensa--
y se logra incrementar la susceptibilidad de la celulosa a la enzima (3,43). 

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

En los pretratamiento físicos No Mecánicos se utilizan algún sis 

tema físico, para disminuir la cristalinidad de la celulosa y aumentar el
área de superficie. Estos son algunos de los pretratamientos No Mecánicos: 
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PI ROL Is r s La p Írón sis ha si do u_n pre tra tam{E!nto r'~cientemel1te' in-

v es ti gado, es un proceso que puede increme~:tar-lÍL~u~~;p1;'1biÍid-ád-,del' ma

teria 1 .. c el u ló s ico a 1 a hidrKl f~ is. E.'.Úe.pfetrii.tamie'ni:ó"':co r1 s iste: en co Í oca r 

¡~;ji~¡;~;::;'.:~¡:~~:;¡~ j :~:~?l;f ~I'f tí~itf ;!i!f~iff'.: {:;; ~;~ ~ ~ :: : ~ t 
te un notable cambio en la cristalinJda'd perJ>:~ehconsumo de energía es muy 

::~: ::, ::::~::::: :::: :: : ;¡:;f n~rn¡~~:í:,~~::::::1::;: · :: :: ; :':::: 
gra mejorar notablemente . ... .. . . , . ... r•iSf'i'· 

EX P LOS ION DE VAPOR ( S team.: ex pl os'i o~) . ~- ~~.:' :;;,·,(·:;,:,· .•:'\:. <'"t •.: ... \ se em- -...... · __ .. . . es!·, e.1;pr~ r~,: ~.in1 ert o , 
plea vapor caliente utilizando una rápida de.s~a-rga-~sobre~-el sustrato.Es-
ta técnica des barata 1 a: textura de las f i 6ia~~ yy~'dik~iW'uy-~·:el~ g-rado d ~ po l j_ 

me r i za c i ó n de l a ce l u 1 os a , produce f i b ras·' i rid i v i"d u a.:1 es en l as cual es l a - -

l ignina no cubre más los componentes de cárbÓhi,d:ratos y puede fácilmente-

extraerse. La 1 ignina se rompe en subpr'oducfos<'-¿on un rango en el peso m.Q. 

lecular de 170- 700 D. Estos product~s; f;s{cÚaies retienen la estructura 
básica de la lignina fuerón reportados. de alta reactividad (lB). 

Fan (l\3) observó que la digestibi°lidad de la celulosa fue de -
53% del to ta 1 de la bimasa col o cada én_,el reactor. 

EXPLOSION POR CONGELACION.- Est'e.-tipo de pretratamiento se desarrolló 

con el fin de incrementar 1 a reactivi dad de la celulosa y el rango de hi

drólisis. Este proceso se realiza con··un líquido volátil que se lleva a -
presión elevada que lo volatiliza ~en.consecuencia reduce la temperatura; 

además de que este pretratami_ento_desc.ris,taliza __ la~celulosa, Dale (21) se
ñala que este proceso es económico,· porqüe s-e puede utilizar amonio que -

es relativamente barató y se puede-re¿uperar::·Ücilmente del reactor. La -

cantidad de celulosa removida es alta ·Y i:~s·:··~za·¿~:~ies fermentables de la -
celulosa removida se incrementa a más de{7:.Q% . 

III.2.- PRETRATAMIENTOS QUIMICO~ .'' :· 

Los pretratamientos químicos han.kid() extensivamente usados pa

ra remover la lignina de la celulosa y destrui_r la estructura cristalina. 

Tradicionalmente. la industria del papel los ha utilizado en el proceso -

de de deslignificación del material lignocelu1~sico para producir calor Y 



papel_ de lasJargas)ibras; sinembargo,'es.tosprocesos son_extremada ~
mente rigu~'os~ y ¿()~to-s~ pa~{' ;_~'~ GtiÚ:/a'do'~onío pretratami~nto de resi-
duos lignoceluló_s,icos {_43)_,· ·:•-'";;_,_,_,f;; 

;:: .. ~::.:~~}~f ~~·~ti~ti~~~~-t~t~f~·~i!rnxrn::~: :::: ::::::; :: : : ::: 
sagu e especial· para'8'1 os,d ese,c;hostqi.Lími cos'~> A> co n_t i nu a e i ó n me ne i o na remos 

a 1 g ~ n: s/:e~ r:_.,:t_ ~;~.:i eAt~i~j~.~~~~()~f ,,¡::~,· t>' .. · -. 
/.:-'-- ·,,':""'º·, -;i/·}:( :~~·.:/: .. :{:~~,, 

: .. ;_· ;· :ti:'.:, .-,~'-,:_';'- -:''.·'Í~,;' (5~}.5 

HIDROXIDO pE:sooib;;y?Es\e2tf¡io-de_ pretratamiento ha sido utilizado pa
ra mejorar la.'di'ges'!f'.fb'ii'1i~ci-~cl':2ci~{ material lignocelulósico. Lasosa diluí-

• - _ ·, -· ' .-;·~ •''~·-,•,,. • .·1;:;,'-'•- -, • • • -• '"··C · -" -~ 

da causa hinchániienf'ii\'Cie(éllla'ieriál lignocelulósico, incrementa el .área de 

superficie,_ci:eÜ}~'celleÚ'grado de polimerización y baja la cristali.nidad s~ 
parando~la;f:1;t9'J'ci'u;.';:~·;cint~~ la lignina y los carbcihidratos> - -

- - -:=.-;-_-~':e'.(=·· .. ~'----:-;:~.-~":~';: __ -· -- ·- _-- - -

Var1\:is'~sus'tY'átos responden de diferente'maneY'a' al fratamfento- -

con hidróxid~ decsod~o; en la mayoría, la sosa tiene un efecto positivo.

aumentando la hidró-li sis. En 1 a figura 11 , se observa 1 a cantidad requeri 

da para aumentar la digestibilidad de varios sustratos (43). 

PéROXIDO ALCALINO.- En este tipo de pretratamiento, se utiliza para au
mentar la digestibilidad de la celulosa a pHs de 10.5 - 11.5, utilizando

peroxido alcalino al 1% y en un tiempo aproximado de 24 hrs.(27), a estas

condiciones una parte de la lignina y toda la hemicelulosa fue solubiliza

da, de tal forma que la celulosa es altamente susceptible a la digestión-

enzimatica co~ celulas~scon este pretratamiento decrece el peso seco del
residuo (debido a la solubilización de la hemicelulosa), se incrementa la 

eficiencia de la sacarificación y consecuentemente una gran parte de la
celulosa es conv~rtida a_~lucosa.Este pretratamiento requiere un fuerte -

control del pH, porque· a menor pH disminuye el rango de sacarificación (43). 

Dige tibilidad 
i. 

7 5-

50-

25 

o 

e tr'go 

e av na 

2 l¡ 6º:, 8 1 o - 1 2 ¡ l¡ 

figura 11·- Cantidad óptima de
NaOH requerido para aumentar la 
digestibilidad de varios sustra
tos lignocelulósicos.(43) 

gcde NaOH/gºde sólido 

, 
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A e I D O S 

Los ácidos también .son utilizados para aumentar el la hidr6lisis. Las 
últimas investigacfone~ se han dirigidó.á pretratamientos ácidos ·para in

crementar la hidrólisis. enzin\Úic~:Y los más. u.tilizados son los que a co!l 
tinuaci<fn se mencionan. 

AC IDO SULFU R I CD ·:·: En ·~~¡~~( tt'~~{d e ,preirél ta mi en to se utiliza ácido di -
luido l:J para sépa·rar'láifracciónde pentosa y. el residuo es secado y -

mezclado c~n ácido corié~ntrado (70~ao%) pará disolver la celulosa. la 

cual es<eventÜalrp_~nt~ precipitada en solución por adición de metanol. La

celulosa Pr~ciprtad~ es fáci lmen'te sacarificad~; por hidrólisis enzimática· 
Con este prétratamient6 se obtiene del.35;40% de rendimiento de azúcar so 

bre la celulos;~ digerid~ (43). ·."•~cci''•·f>• . 

- ·AciDO CLDRHIDRICÓ: Para este prétra'fa~{eJf'~< se ,¡,a utilizado el ácido al 

5% en una solución concentrada de zncJ{a:iaÜas·"!t~mperaturas; después de
enfriar la celulosa en forma amorfa-se-,p¿~··cl:piÚ' con acetona. De esta for. 

ma, con concentraciones del 20 % d~·celú]'-'.()\•iifpor h1drólisis enzimática -

s e o b t i e n e en s o l u c i ó n e l ~ 9 % d e g'¡' u C: ?'~ ~ ;~ ~ l 1 % d e ce l o b i os a . S e e o ns i -
dera por lo tanto una eficiencia· de] 100 % (49). 

ACIDO FOSFORICO: En este tipo de'pretratamiento se utiliza ácido fosfi 

rico al 85% y 1 una temperatura de 2ºC, en periodos de tiempo entre 2-10 h. 

El substrato que se obtiene es hinchado y esto aumenta la región amorfa y, 

consecuentemente aumenta la hidrólisis enzimática. Se ha observado que a~ 

mentando el tiempo (100 h), aumenta aproximadamente el 30% la digestibi l.i 
dad en condiciones adecuadas de hidrólisis (47). 

G A S E S 

El pretratamiento con gases tiene la ventaja de que la penetración es

más fácil e uniforme através del sustrato, lo cual lo lleva a una exten-

sión uniforme. A continuación ~e .mencionan los más utilizados: 

DIOXIDO DE CLORO: Es un .:!gente 'áctivo para la técnica de despulpe, el

cual utiliza cloruro de sodi.oen ·una solución de ácido acético para solubj_ 

l i za r l a l i g n i na . E l m .§ x im o ·i n c remen t ó ( a n i v _e l d e i a b ora t o r i o ) d e l a d i -
gestibilidad fue del 43~{; lo.s autores (3.) señalánque el incremento sed~ 

be a que ls lignina se descompone en cloruros y 6xidos. 

OZONO: Este tipo de pretratamiento puede se~ niuy eféctivo para degra-. 



dar 1 ignina pero puede producir excesiva cantidad de contaminantes, aunque 
se obtiene un drástico. in~reme~tode;.1a.dJgestib,ilidadde la celulosa con 

tenida. en 'ei.res'iduo .. (Ja)'.· se.o;tis~hv'Q·9,u~fe1 ·1}onó O.taca .ambos' la 1 igni ~a 
Y 1 os c á r~o hi.~t~~ºJ~·"::~~'~'~,~~:fi~~~·\~j''.~·iT~.c.1/:~:a,1~t'·~"~~r~;~:cftóF e~ 1 en ta . 

DIOXIDDDE syLFUR0'3: ~l>~re5r.atami'e?to cón.r;:cuóxido de sulfuro está rela 

~~::~:~:: i :~::p~~~f:ii~~;iilr:~lj~;!~rl·!~~~~~:~·~:;;{~'.ttei:~:~ v~u :: ~:ª~:o~~:~º~:-~ 
lulosa. Est.e proceso cgnsjsi;,e.;.~~!l,·•~§C:fri.c'.'i:;éac,ciOnar con 502 gaseoso a la 1 i!l 

, ' - .;--' :' ::_e::' '::,~é·1 ·'":?\,Yi\: ·.;~-:~~-~·;_,·,:·f:.f.->:'..'-:.:.:~~:~J( ~;..,%·~.;: '~.t~\>. ~"~ ;,:~. -:: · .- :-
no celulosa a l20?C:Jde.;;,~:'ai(~3.!Ihi;.:Es,1~·jirej;r;afamiento aparentemente rompe el-

com p 1 ej o .1ign1.n~.~.;·f;~,ol~.f~~(~;~3~~~i&~.~~~~;i~rii ~a: 1 a Ti g ni na. Muchos de 1 os caI: 
bohidratos de lo~.:.re:s5·,düo:s:hs•o·n·i'.conver';tid,(J,s)a azúcares después de un pretr~ 

;;; ; :::: .:º",;:i~1;\~jj~':i1f~t!~S1'~f ¡~;:' : : : , ': ,:::. ::: ::: :: ': :0

:;. 

,):\;~_· ;;;~;- 7~Y~?(~ ---.~-~f;¡; ·,s~/. 

·o. x{r ~·¡;;N,{::?~{~j~'.-~·~1; .·h~ A G E N T '{ 
·-.:::>'~ .. ·~'_:-,.-~->,:'-.-:-~~~' '• ," 

Los agentes oxidantes h·an<:~ido Jii'1izadcis para pretratar la 1 ignocelulQ_ 

sa; estos agentes causan u~a ·~~clif·r~~·¿.ión estructural de la celulosa pene-
.··,«. '• ·-

trando dentro de ella y oxidándola. Se ha observado que algunos oxidantes-
penetran y reaccionan con lmbas regiones, la cristalina y la amorfa, en la 

celulosa cuando existe algunos otros que solamente atacan la región amorfa. 
Algunos agentes oxidantes existen en forma gaseosa, por eso han sido consi 

derados en esta sección. 

Cloruro de potasio (NaClOz) 

Bromato de potasio (KBr03) 

lodato de potasio (Kl03 ) 
Permanganato de potasio (KMn0 4 ) 

Peroxidosulfato de potasio(K 2s 2o8 ) 
Perclorato de potasio (KC10 4 ) 

Hipoclorito de Sodio(NaOCl) 

Peróxido de hidrogeno (H202) 
Dióxido de nitrogeno (N0 2 ) 
Dióxido de cloro ( Cl0 2 ) 

Dióxido de azufre(S0 2 ) 
Ozono (0 3 ) 



TIPO DE PRETRATAMIENTO PRODUCCION DE EXTENSION DE LA COSTÓ DEL 

PRETRATAMIENTOS QUIMICOS 

AC . Ca us t i co . 

Ac. s~itJr~~o. 
~~. ·.· . :·.::r:;-- .-:~;·-;·:· :~ '. 

Ac.H.1poc;:1orito • 
Ác. Acet;I c~• 

';\~{: ~ .. ·, 

Butallolj°'/ 

P.~.º ~u1Jori~c, · 

PRETRATAMIENTOS FISICOS 

Molino de Bolas 

Mol lno de Rodi 1 lo 
(1/4 h) 
Molino de extrusión 
f.i.na. con presión. 

Irradiación uv 

"' (Kg de paj a/g Az.) ·:. 
**(después de 8h, gl-l 

AZUCAR '" 

341.0 

252.9 

239.9 

279.9 
72. 4 

140.5 

256.98 

160.0 

64.29 

207.02 

""""' (por Kg de paja, $/Kg) U. S. 
,.,M.,q basado en azúcar $/Kg) U. S. 

H 1DROLIS1 S ** 

20.5 

16.0 

13.3 

20.9 

4.7 

9.Ii 

9.1 

6.48 

2.5 

0.04 

0.32 

0.94 

7.51 
2.86 

0.11 

COSTO DE LA 
EN ERG 1 A CON 
SUMIDA. -

1.48 

2.24 

0.01 

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

Proceso de Pretratamientos Qurmicos Y Frsicos según 

Fan y Colaboradores (43) 
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COSTO DEL PRETRA 

RATAM 1 ENTO "'*"'* 

0.12 

1.26 

3.92 

26.84 

39.49 

0;78 

5.82 

14;0 

0.1 

o.48 



III.3.- PRETRATAMI~NTOS BIOLOGICOS OE LAS FIBRAS OE LIGNOCELULOSA 

HONG O<S 

Los hongos clasifica dos, como de 1 a pudrí ción b] a nea (basi diomi

cetos y algunos ascomicetos) atacan alternativamente polímeros de ligni
na. Ellos tienen la capacidad de producir enzimas, las cuales oxidan co~ 
puestos finolicos y han sido utilizadas como base para identificación de 
hongos degradadores. 

Los hongos de la pudrición blanca atacan alternativamente cau
sando rompimiento de uniones interlineales de C-C, B- aril, rompimiento
de anillos aromáticos, oxidación de C y C=C, hidroxilación aromática y -
demetilación de grupos metoxilo. 

En 1950, T. Reese (2) aisló j_::déscr.ibió al hongo T1tld1ode1tma -

vi1tldae subsecuentemente clasificó a T1tlchode1tma Jtee4el,capaz de producir 
las enzimas más activas. Existen sufici,entes trabajos que demuestran la
capacidad de este hongo para producif un sistema enzimático de celulasas, 
que logran hidrolizar altos niveles de celulosa(9,10,17,45). 

El sistema de enzimas capaces de inducirse con sustratos celu
lósicos es el sistema de celulasas, son una mezcla de ende- B- 1,4 gluca

nhidrolasa y B- glucosidasa. Este sistema de enzimas ha sido fundamentado 
en numerosos hongos mesófilos y termófilos, en bacterias mesófilas y ter
mófilas y algunos ascomicetos. 



_Algunos otros microorganis111os producen .también -otras enzimas
hidrol íticas como endo-1,4 B xilanasa, B- xilisidasa,r_;J-__ arabinosidasa, 
manasa y acetil- esterasa. (45). · 

La m&s interesante posibi]idad fu(1af,d~'P~-~dli-~ir;cepas mutantes 
de TJr.:í.c.liodeJtína que puede >abasteceruna gran cantiAaci/de B~glucosidasa. ~
Trabajos. r_ecientes con: este objetivo han sido ll~:v~db~ particularmente en 
u.s.A. (Genecor,CMA; Uni~ersictad de Rutger), enFra~cia,Finlandia y Di

namarca (NDVD) y la_ productividad se ha incrementado en dos órdenes de mag_ 

nitud (J 2 )~orque latemperatura óptima parahpr;qdúcción de celulasas pu~ 
de ser de 45-50 ºC y la mayoría de los micr91Jr;'i¡'¡:1nismos productores su ran

go está entre los 3D-4o~c'; se han he~ho .varlas:pruebascon diferentes mi

croorganismos con la idead~ incremen~~~r:,~i1;:{a_ry~_~X'de:-t0Lerancia a la tem-
pera tura, tal es como ; Sc.hyio-0ci~c.haJt.01E!lé.e~/'pÍ!~-6j{,}32J; Cand.lda bll.a-0-0.lc.ae.,~ 
Cand.lda ac.<'.do.thvtmo phÚu-0~ iym-oríoma-0 'fti~é"f{0~:~-:¡'4'2j ___ :y mutantes termo toleran-

ntes de Sac.c.ha1tomyc.e.-0 c.e.Jtev:aae y:j.t~e.;~o~·~·¿á-0
1

p (3-6).(Johnsony _colabo
radores (42) señalan que los órganismJ~,'J'~rmcit~Íe~~n:tes: presenta~ grandes-
dificul tades en el proceso. ----~-·---§1'.:,~¿";~y L--- -

liza r res i :~ :~ n~: l: ~ ~:~ c:: ~g;~t~: ;'.:~~j~~~~bJ::: t:~:nt::e: n~:~~~ ~.: ~-~ ~~Jt:~ ::~ 
pOJt.lum .Ug nOJtum ( 3 2, 3 6) , Fu-0á1t-é.~m ;,t&i~n-.¿','1\FZtsair..lum- oxy-0 p~Jtum, Ne.oc.aU<'.ma-0 -
.Uc. 61to.taU<1, Pe.n-lc.-ll.Uum 6un~c.~to';;';{i¡¡¡'¡~-PLp.lJtáph.llum, Chae..tóm-é.U.m c.~llu.e.a.e.i¿ 
Uc.um, Tala1tomyc.e.-0 óp y SpOJt;_.tJt.i.~~~*c!.JR'.e.~/o:f..Lt!-c,U.in (46). -

> ,;·,,... :· /· .-')_~:; .. >:- . -.::· .;·:~->- ' . -

--;c:,_::-cA'":. -•;e :::. \! < \/ 

B A C TL:s Rb:c:e:ias probablemente hanju~~a:~ ~-~ '8,fp~,l secundario 

degradación de residuos celulósicos; unicamente .. pocas''Lc~pa~,hán sido 

en la 
capa-

ces de atacar el polímero y,muchas veces los prodúctoSde bacterias son i!!. 
deseables, como ácido acético, ácido láctico y otros ácidos organicos, los 

cuales son dificiles de separar del proceso. En su~a. anicamente pocas ce
pas se reportan capaces de producir celulasas con una actividad capaz de -
degradar celulosa insoluble a azacares solubles, en este contexto las cepas 

más activas son generalmente bacterias termófilas : Ac.ev-é.bJt<'.o c.e.llulolq~<'.

c.u-0, C.f.0-0.tJt<'.d.lum c.e.lluloly.t<'.c.wn, Ac..t-lnom<'.c.e..to<1, M<'.c.Jto-OpoJta c.alc.ae., P&e.udo
noc.aJtd<'.a .the.Jtmo6.lla y The.1tmono-0po1ta -0b. (42). 



CLoatn.i.dlum the4moceLLum, es la bacteria que ha atraído más in
terés según Halliwell y colaboradores (SO). Esta bacteria es donadora del 

más poderosa sistema de celulasas. En el Instituto Tecnologico de ~assach~ 

setts se ha trabajado con esta bacter~a termotolerante a una temperatura -

de 60 ºC, y es capaz de convertir glucosa y celobiosa a etanol. Así mismo 

se propuso utilizar ca- cultivos con CLoatn.i.dlum aacchanotnlcum, en orden 

de utilizar pentosas simultáneamente y favorecer el proceso por eliminación 

de oligosacáridos. El. porcentaje de eliminación de oligosacáridos y el por:. 

centaje de conversión es aproximadamente tres veces más al to que con un --, 

cultivo simple;~'si,9~~e~~at'go, el ca:- cultivo no está 1 ibre de inconvenien-
tes para la obt€~C:{6n~~·éleo~ciert1Js prodúctlJs como ; ácido láctico, ácido bu-

t í rica Y .· .. ~!ª~i~kf&·(;~;g~~%~;~~~;<~;~~~·:l~fayg.~n6s• ·~·.~·croo fg a n.i smos ···ce.lulo 1 í ti cos 

que •. tambi eii ,¿k~~·~rt;~~.i9;~X~~r-;~~:~J9Xúa/ 
·";·?.~~:,' ·. ·::·-.• -;/,"7 . ~ L' -: .. 

BACTERIAS 
CEPAS ANAEROBICAS 

Gram-positivos 

Rumlnococcu6 albua 
Rumlnococcua 6Lave6ac.<.ena 
Eubactenlum ceLLuLoaoLven6 
CLo6t4ld.<.um ceLLuLovonana 
Clo.6 t4ldlum 6 tencona.<.um 
Clo-~tn.i.dlum .thenmoceLLum 

CEPAS AEROBICAS (Gram- positivos) 

BciclLLu6 6 p 
St4eptomyce6 6Lavogn.<.aeu6 
Cellulomona6 6.i.ml 
The4monoapo4a ap. 
Gram- negativos 

Cellv.i.bn.<.o glLvua 
CeLLv.i.bnlo 6uLvu6 
Pf.i eudomo naa 6Luo4e6 cen<Í v~it.; ; ce.°LLuLoaa 

HONGOS 
CEPAS ANAEROBICOS 

Neoca.e.L.<.ma.&t.i.c 6nontaL.i.6 
( Phycomycetef.i) 

AEROBICOS 

T4lchodenma 4eef.iel 
Spo4otnlchum pue.venulentum 
Mynotfteclwn v e-'t4uca4la 
:Pen.<.c.<.Lllwn .<.n.<.ena e 
Phane4ochaete chnyaoaponlum 

Tabla No. 4.- Algunos Organismos·Celulolíticos que degradan celulosa 
(?O). 
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IV.- HIDROLISIS ENZIM.ATICA DE LAS FIBRAS DE ÜGNOCELULOSA 

IV.1.- CARACrERis.rléASºDEL coMPfEJo·oEcELUU~s~k·.· ... . .. . .· 

~:; :¡:i:~11~1~ltf litt~r~~t lif itf lf iil?tllif ~i1~;r~~f :~¡i i~i~~i ::~¡. 
contienen 9iu/óhfd~qÍasa (l,4~~-0 gluc~ri~4"" glucohidrolasa, EC 3.2.1.74 }, 

siendo. éste(1niccinsti tuyente meno~ y;cJa celobiohidrolasa es el mayor con~ 
tituyénte•;r~'1. si~·tema de celulasas·/ cil.'pa.z de degradar celulosa altamente -

cristali.ha;>a veces está ausente.e~.a·lgunos sistemas de celulasas (46). 

Lá especificidad de.es1:a'enzima ha sido estudiada en una gran -
cantidad·de .. sustra,tos y con u·ri ndméro grande de microorganismos, lo!( cu~-
1 es incluyen hongos, acti nomicefcÍs!<mixobacterias y bacterias verdaderas; 

sin embargo, únicamente los hon!Úís han llegado a excretar mayor cantldad

de celulasas al medio y s?tA[~ep~~~'.~,f'é'fu~nte estas enzimas son las que.más.-
se han estudiado. •+>![\;.·'· 

ADSORCION Y oESADSDR.cION DE L1s ;ENZIMAS 

La adsorción de las enzimas en la superficie del sustrato es un 

requisito para la hidrólisis de la celulosa; esto debe estudiarse con de

talle para que podamos entender la cinética de este sistema heterogéneo -

celulosa- celulasa. Uno de los principales trabajos sobre la adsorción de 
celulasas en celulosa fue realizado por Halliwell (50), el reporta que, -

en fase acuosa, la enzima llega a estar relativamente 1 ibre, inmediatame!! 

te después de la mezcla de celulasas y el sustrato, porque la adsorción -
de la enzima por la celulosa depende de la cantidad inicial de celulasas

presente y a la subsecuente incubación de la mezcla. 

La celulosa nativa que llega a estar en contacto con la celula

sa exhibe extensivos cambios en sus propiedades físicas como : Rompimien

to transversal, baja en la tensión superficial y baja en el grado de polj_ 

merización. Estos cambios están asociados con la naturaleza inestable de

los sustratos de celulosa y ocurren simultáneamente o sucesivamente. El -

más significativo fénomeno es la fragmentación y el hinchamiento de la ce

lulosa nativa. 



a ~dsorción de la proteína en soJució~es independiente del 
pH, pero_ f ertemente dependiente de la temperatura y del tiP()· de ce.l u-
1 asa. 

ENZIMAS 

EXO- 1,4 - ~- CELOBIOHIDROLASA {C 1 ) 
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Esta enzima también llamada c1 (17, 18, 35, 45, 46)~ La celo
biohidrolasa es la enzima que tiene mayor afinidad por la celulosa y se 
reporta con gran capacidad de degradar la celulosa cristalina (aprox.80% 
de la celulosa presente en el residuo). Degrada la celulosa por rompi -Q 

miento de unidades de celobiosa, pero no los extremos reductores; no ata 
ca la la celulosa substituida pero degrada la celulosa hinchada (por al-
gGn pretratamientoi a celooligosaclridos solubles y, fácilmente degrada-
fibras de algodón que tiene un alto grado de polimerización, con pocos e~ 

tremos reductores que son accesibles a la enzima, aparentemente la degra
da en forma muy lenta (5g). 

END0-1,4-~-D- GLUCANASA (Cx) 

Llamada por algunos autores ex (1,2,45,5g) o CM- Celulasa, no
ataca la celulosa cristalina, pero actúa en la región amorfa de las fibras 
de celulosa y de esta forma abre nuevas cadenas finales para ser atacadas 
por la celobiohidrolasa. 

Reese and Mandels (1,2) han resumido el modo de acción de las -
endoglucanasas de la manera siguiente: Las endo- enzimas son glucanasas -
características que actúan azarosamente y son responsables de la hidróli
sis de las cadenas de glucano de alto peso molecular. Este material tiene 
pocos extremos reductores y no se obtienen apreciables rangos de hidróli
sis por exo- enzimas. Estas enzimas actúan preferentemente en cadenas la~ 

gas y solo actGan en derivados de celulosa soluble. Al actuar, las endo
glucanasas causan una rapida disminución en la viscosidad con un relativo 
incremento de extremos no reductores. Algunos autores (46,59) señalan que 
la acción no es extremadamente azarosa porque ambas ligaduras finales son 
afectadas y algunas veces también se afecta las ligaduras internas. 

Estas endoglucanasas también pueden hidrolizar celodextrinas so-
lubles, y la hidrólisis se incrementa cuando disminuye el grado de polim~ 
rización en el interior y en los límites del sustrato. 



~- GLUCOSIDASA 

La~- glucosidasa eal za lá h.idróli~is total por remoción:: de celobiQ. 
sa. La B-glucosidasa idr lfzace'1'~ibi~osa.Y'~t'~as:cohél~;éácÍenas cÍe.p- 1, 

: e~~:~~:~ u:~ s ~ :: s p ~ .. :~,~ :~;;}~'d;,;,~:iG{:;~:~~}&~:~:,~~~~~;,~'~¿~,;~:~~::11~ef au:: 1 :~ ~: ~ 
sa es la más descriptiva,desJgriáción'':deycó~pl,~j()'(~i~~ema'de celulasas,-

fül: ~ '.:~I ;~: ~1: :; ;¡:~?!jf f f ¡¡f i.l~i1:{tmiiJ~:~t:! :: :;~~: ~~::: ~: 
cosidasa actúa en los sustratos,: a}:regla~doz/lA';¡C:elobiosa a celohexosa. -
Ambas, ex o-g 1 u ca nas a y,)-g1/cos:{dts,aS-;;t~-c;{a~:-ri-U;,~;'-~,;e1o'bi os a, ce 1 o tri os a y

ce lo te tro s a; la exo-en,zima actúa p'refer.e'nd,al~enie en largos ol igómeros

por inversión; la p- glUcosJdas:a ,h\dró1;ffél~'~í,ni'érÓs' y trímeros más rt1pid~ 

~~: :~~: :~:;: ~;: :: ~~:~;~JfüWi;füf ~~l1tf~f f ;~~;l:~l :¡ ,¡¡~. ~ ~, ¡¡~:~~ 
exoglucanasas tiene una' especiffc{éiad.:ai~a,~Or::"'estas ligaduras.En la si
guiente figura se esquematiza las vías de' degr.adación de la celulosa y -

la forma en que actúan las enzi~as>illvofucr~d~s. 

Figura 1.2- Esquema Ú la'~ vías, de degradación de la celulosa (17\ 
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IV.2.- MODO DE ACCION DE LAS CELULASAS 

La r~lattvaHfac,ilÍdad!'c~n •• la cual c~da particular sistema en-

z imá t i,~o···_ac t'.~a~'.en,? ª?t er:;l'.~~sa~~ ~;~e~,~~e.-cJ~:.·~u c~o s::.f.a'c~º§·!s ,<•i.~c)·J~endo 
1) E 1 recono.c im i en torob.l i g a:1:?ri o;:·de';;1 a./C elul~sa•;~ o 1 ub]e; part í,cu 1 armen- · 

: ; .;: ;::~ :;··; ~ ··~:;;::::t;:ii;·~~~~~ii:iii~i~{,iJ~ii1iiiiÍ~~tt:~·., , ... 
capacid~d de convertir r~·;r;eg_ión·~c.r,·J~~ · ·· · ip,n!ta · · fa •. )7¿, 

: : ~:: :::: :::::: ,; :::, ::,~:~;~~i1~11i~1iw:1tw1~{i¡,;~,"" ~~!~':' 
.. , ::: : ~ :: ::~ :t::;;:m~fü~· if~t~iit{:l~f íf ?fi:~~1~~i~:~~:::~, · 
sinergismo de Tos colllponentés de-las)ce1'uÍ~~á'~·T26J:~ ;• •. 

:,'.,!~, 

RéCientes modelos para la'·ñi{liílisJs. erizimática de celulosa pr.Q_ 
ponen un mecanismo en el cual, la endoglucanasa inicia el ataque y se -
forman cadenasa con terminaciones no reducidas actuando por un mecanismo 
" end wise" igual que las celobiohidrolasas. Este mecanismo, sin embargo
puede ser una explicación satisfactoria de los eventos que resultan de la 
solubilización de las áreas amorfas; esto no contempla los problemas es

téricos que existen para las enzimas cuando atacan cadenas de celulosa -
altamente ordenadas, que tienen rigidez por las posiciones de la uniones 
de hidrógeno. Las enzimas que atacan estructuras semejantes exhiben altos 

grados de estereoespecificidad; la naturaleza. y el grado de esta estereo~ 

pecifidad fue demostrado por Siegter (59).sefi~lando que, para el caso de 

celulasas de T. kan.i.ng.U. y T. JLee.ie.i.,. únicamente la fase de la celulosa 
en la celda unitaria definida como fáseÜDI (·por índices de Miller ,58} es 
hidro 1 izad a por la enzima . i?, s'~; · 

"'"'.'<"" .,;:(<'\."' 

Sin embargo, otros hongos yU~a"e'@;fi;~n1:7tizar enzimas capaces de 
atacar otras fases del cristal ita y ~}t·~~f1 tt;;~d~·s·eruna expliaación de la 

incapacidad de las endoglucanasas par.a,(bb'~·~;~i}}éon celobiohidrolasas P~ 
ra solubilizar celulosa altamente 9rCÍe~:g~?~•f(5'a;J.(Existen otras explicaciQ. 
nes que son posibles para todas e.s~a'so~~e~yasjÓ~º~s.: pero todas son espe
cu 1 a c ion es; es tas es pe cu 1 a c iones i iícl~f~~n ~l:~~s?~T~Lf{~'~tis pos i b i 1 ida des : 
a) La endoglucanasa de hongos puede generar g~Up'os finales, .los cuales no 
están en la configuración correcta pa'ra"''sér até!.'c~do's J)'or celobiohidrola-



sa de otras fuentes{58)' y b) únic11mente .estas celobiohidrolasas y endo

glucanasas pueden formar un complejo en. la .(as~; de. la celulosa cristalina 
y cooperar efectivamentef57). -~ 

Estas especulaciones son el resultad5'd~i~l~unos estudios que -
demuestran la importancia de las diferencias.·d~·a·cfsorción en la celulosa
(59). Recientes trabajos han demostrado q·u.e ía~··:endoglucanasas de T.1tee.'6e.l 

y la celobiohidrolasa de T.kon.lng.l.l solubi.lizan la celulosa altamente orde
nada {60). La figura 13 nos muestra de que forma se da el efecto si nergéti
co entre las celobiohidrolasas. 

(a) 

grupo fi r:i.a. l t i_~o 11 

, 
CBH 11 

Figura 1~- Modelo utilizado para explicar el sinergismo entre celo
biohidrolasas (CBH) I y II de P. 0un.lc.ulo-óum en celulosa 
cristalina solubilizada. a y b.- dos tipos de extremos no 
reductores en el cristal de celulosa c.- muestra la celo
biohidrolasa atacando y d.- CBH ataca las nuevas cadenas-

tomado de Wood (58). 
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V. - DEGRADAC!ON MICROBIOL9.GlCA DL•LAS. FlBRAS DE UGNOCELULOSA 
<.·' 

v. 1. - oEGRAoAc.r oN::·H zrr-\ÁritA',5 EMiCdNrrNul\·:o E:.:REÚdúos LrG NÓÚl:ULos r cos 
::.~'.~-~ _,',;:'"'-0...· .. ,:;.o-;;:7_'=-.o.:;;~'.:'· --r• •}-,•;é•.,_.-~::,~',·;: ~:·.}':e '-~·,.e::; . .,"' ... ;_• •-

::::: :: : :::: ~:, iiirn :~l~jf [i11ii:lii~11;1tr~1:~t~~:~1~f ;:1~ 
un prerrequisito para la subsecu'ente ~eacción.de·.hidrólisis, pero el me--

~: n :::: r: ~ ó ~ d:: r~: ó :e~:l ·~ :ae~,~~·~f~::cid~~\}fs~c~i~~~~~.f~~fa~.ed:n;:::: ~~ n (~ 1; ~ ~ -
.,.,.~_., ·,;:_' , .. , . ,.,, .. , - .-·. 

propiedades estructural es de ias;fi_bré\s_.x·~\~-~"'~ .,. {iJ~i . 
Varios componentes del compl ejo~.de•,ceí'~1=~sas ti ene diferentes a

fb dades de adsorción para Susúa't'ós ~·¿fifhWt~Ü~:s~~hél. ilemostrado que el 
mayor componente adsorbido en la celulosa ha si~o ia exó-B-glucanasa para 
un complejo de celulasas balanceado de TJt:¡_c.hodelr.ma. ha.Jtz.la.nu.m (77), ·que se 
pasa a través de una simple columna de celulosa. 

La recuperación de la celulasa adsorbida en residuos insolubles
se ha reportado en varios trabajos, elucidando métodos para adsorción, co 
mo desajustar el pH para la celulasa adsorbida en celulosa cristalina. Se 
puede utilizar otro tipo de agentes para recuperar la enzima, como los gr~ 
nulos de DEAE-inorgánico o el uso de membranas de ultrafiltración, y para 
reutilizarla se ha utilizado un sistema de dos fases y la ultrafiltración. 

Mitsuro & Vemura (71) desarrollaron un método para reciclar las 
enzimas y llevar una hidrólisis continua de lignocelulosa, utilizando un
reactor de 10 l con una unidad de ultrafiJtiafiJ_tr_ac_ión, para recuperar y 
reutilizar la celulasa, utilizando el principio de adsorción y desadsorción 
de la celulasa en el curso de la hidrólisis, En la figura No. 9, ~itzuro(71) 

muestra el proceso efectuado para la hidrólisis continua de lignocelulosa. 

La temperatura del reactor fue mantenida a 45ºC y la mezcla de -
reacción fue continuamente agitada por un motor de pala horizontal (fig 14). 
La unidad de succión para la ultrafiltración fue operado intermitentemente 
y el residuo de lugnina en la mezcla de reacción se filtró a través de una 
membrana por succión. Los productos de la hidrólisis fuerón separados con 
un filtro y una membrana de ultrafiltración. La lignocelulosa se adicionó 
al reactor en intervalos apropiados,de acuerdo a la concentración del sus
trato (5 W/V}. La reacción se llevó a cabo porlO d.ías hasta que la activ.i_ 
dad enzimática disminuyó. 



Comparado c_on un sistema en lo.te con_ frascos de 500 ml, en .el

proceso semi continuo, la enzima _consu~ida fU.e.m~er~r en este proceso, pa 
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ra la cantidad de fibras reducid.as, en orden· de- 2,03 Kg a 4.9 g y 19.5 gr. 

Los azúcares reductores, basado en los pol isac·.iri.~os;;de: l ignocelulosa fue 

rón de 48. 5% en las fibras agrícolas y 82. 2 % e~<f1a pulpa de madera. Se =
observó grandes sumas de oligosac&ridos ~n lo~~~idiolizados de la pulpa -

de madera y para completar la conversión_de éstos.azúcares a monosac&ri ·

dos se suplementó con B-glucosidasa y B-xilosidas~; La B-glucosidasa es -
generalmente la que se encuentra en m&s bajos niveles, porque esta enzima 

es específicamente inactivada bajo condiciones:de acidez. 

recuperación de la 
enzima 

succión 

llg~oce1\\I~ 
f i 1 t ro azúcar soluble 

Figura No-.14.- Diagrama que muestra el proce_so para la_ hidrólisis 
continua de materiales lignocelulósicos (71): 
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V. 2. - FERMENTACIO~ Y••· .. SA,CARffICAClO~. !'iJMULTANEA, 

~::: ,r::d::;~=1~:~~:1l~lf 1~il11'~t~f lf iI:~~¡¡~;i~:::::: ;;! 
Para e.l ... pr,o ces ó~Td et er_melí~a·c·i ónt y;,.}sac'a rif i ca ció n si níultá nea -

~;:~~:~~~~1J~tr11t 11ttf 11~1111;J~~~11n:~J¡;;;~¡;;:;;;~i~ó;: :¡;_ 
sólido., -_ ··•·"·"'~:: •• 

Ca éxféns óri cie la sacarT1'iC:a~ión está más afectada por la fue!:!_ 
te de celulasas y la inhibición por producto (l); la glucosa producida -
por saca~ificación enzimática, raramente excede una concentración de 50 -
gl- 1 , por la inhibición de la glucosa sobre la actividad de la celulasa. 
Se han echo varios ensayos para acoplar la sacarificación con otras reac
ciones para remover glucosa; Isomerización a fructosa, fermentación y oxi 
dación de glucosa a ácido glucónico, en orden de extender la hidrólisis. 

Sengupta & Naskar(62) propagaron hongos comestibles (Te~m~tomyceJ 

clypeatuJen 1 en cultivo sumergido e inocular un sistema semisólido con-
un sustrato compuesto por residuos agrícolas, e inducir la autodigestión
del sustrato. De esta forma el rendimiento de azúcares reductores es más
del 63% a partir de bagazo de cana. Así mismo seHala que la sacarificación 
enzimática de los desechos agrícolas es dependiente de la naturaleza del
residuo agrícola, obseva además una alta actividad enzimática de celula -
sas, xilanasas y amilasa. En la tabla No. 5 observamos los resultados ob
tenidos. 

La sacarificación continua de celulosa pura también ha sido estu
diada por Ghose (61) y Wrigth (38), que coinciden en utilizar el proceso
de sacarificación y fermentación simultanea para producir etanol en un -
sistema semisólido, Ghose senala que el et~nol producido por los microor
ganismos ejerce inhibición. Esta inhibición por producto se puede eliminar 
si continuamente se remueve el etanol formado. en el proceso de ferment~ 
ción semisólida se tiene la ventaj~ d~ poder recuperar con facilidad el
producto. 



""> 
""> 

DESECHO 

PAJA DE TR 1 GO 

FIBRA DE COCO 

% DE CARBOHIDRATO 
(% de glucosa equi 
valente W/W ) -

65 

AZUCAR REDUCTOR* 

60 

% DE SACARIFICA 

CION(carbohidra 
tos conteni,dcis-

1 o 

' . : '. :, ~~" ... ·, .. ; ' ' . 

AZUCAR IDENTI % DE GLUCOSA 

FICADO EN EL EN EL EXTRACTO 

EXTRACTO AUTODIGESTION 

gJ~i~~~.i(¡ l~s~; 60-G5 ~ 

' 6d~(,5 % 

85-90 % 

f'kr~e~taci6n semis61 ida 
saca/if/¿~¿¡6~, (62) 
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En la figura 15 se esquemati_za, ~l pro¿eso utilizado poi", Wrigth 

(38) 

ver 
iento es i ndispensabJe para remo

como aumentar el iÍrea de s~perfi--

y 

real ice la hidr61~sis enzimltica; 
dad también es directamente propor-

i do; cuando se ha hidrolizado mis 
-d;g~stión de la celulosa. 

·•Destilaciéin 
fi~~~fdr~lfs'i s)···.·• :E:ri';tim1'tica-······· di gluCosa_; --- 1 

. . cerveza 

----''-'-'--"-=-"'-------F.erm en tac i 6 n_J 
de Xilosa .-

Lignina· Procesamiento 
.. de lignina 

Etanol.-

Figura l~- Diagrama que muestra el proceso utilizado para producir 
etanol a partir de residuos lignocelulósicos,involucran
do la sacarificación y fermentación simultanea en un sis
tema semisólido (FSS), Wrigth (33). 



La hidr~Jisis de éelulo.sa es)l.eyad¡i ppr un ,c:pmpl~jo de enzimas 

que tienen tres diferentes fooclos.~deáC~}ó~ (PigJr~-16 )·; ·p~i~~erola endo-

glucanasa se absorbe en la superficie de la c.elÜlosá sólida· ·Y ataca el i.!l 
tedor del pol imero, dando dós nU~V.as'.ca'd'enas cortas'; la siguiente, exo
glucanasa remueve unidades de.célobiosa, ·pero no los extremos no reduct2_ 

res. de la cadena de celulosa. La ceTobiosa producida por esta reacción -
puede acumularse en solución e inhibir fuertemente la actividad de la exo 

glucanasa. Finalmente en la reacción en•la fase l'quida la bata-glucosid~ 
sa rompe unidades de celobiosa a glucosa. La acumulación de glucosa tam-
bién inhibe la actividad de la beta-glucosidasa, causando la reconstruc-

ción de la celobiosa (38), esto puede limitar la concentración del produE_ 
to, el rendimiento y la velocidad de reacción. 

endo-glucanasa 

beta-glucosidas,,. 

cadenas de celulosa 

cadenas cortas de 
celulosa. 

fragmentos de celobiosa 

glucosa 

figura 16.- Mecanismo de la hidrólisis enzimática de residuos 

celulosicos y fermentación semisólida (FSS}, según 
Wrigth (38}. 
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COMPARAC!ON DE FERMENTACION SEMISOLIDA< CON LA SUMERGIDA. 
. . ~ ··' 

·· .f'.ara e~ten~er:/Fá(rel a¿\ón\entréestos':;.dÓs Jl.Í:ocesos, 1 a -

nol en un 

ció n y se ob·~~\\v\1¡~, 
586. O O m.n); d:tg~:~~-

En 

de celulosa 

de 

~ : 5

P;: d i~c;~~f ~r ii~f w~1}t;lf"~~;·.)~iXI~·'~:ii~~~'.~~~~~~{~'.¿~~:J_~ ,; : ª ª ~ ~: º ~·:: ~: ~e 
a 1 a i nllibTciiín dé.íá-á\:tivi.dád 'enzimáiica:callsada' por 1 a ce1 obi osa 
y 1 a g liicosa. . e --- -·· •• ·~:o;· -

e/gal erhonol 

100 

eo 

60 

"' 
residuo pre t rcl 

t.:1m i en 

to. 

produc 
enz · 

h id rOI 

E!3 costo del residuo 
• co~ to del capt tal 

CJ costo de operación 
~costo de la cnergfa 

(costo total de producción 
$.\.C.lt./!?alon de etanol, U.S.) 

!!~ 
mante• utilidades 
ni mi en 
m 1 en tO. 

Figura 17.- Gráfica que nos muestra el costo de la producción de 
etanol en un proceso en donde se separa la hidrólisis 
de la fermentación. (38) 

El hecho de remover continuamente la celobiosa formada, se 

refleja en un aumento en l~ producción de glucosa y cbnsecuéntemente 

de la producci.ór¡ de etano\. t'.a .más grande diferencia con este proce-

so y en donde s.e:ré~liza :la termentación y sacarificación simultane~ 
mente, es en él c~sfo;de-la producción enzimática, que bajó de $ 2D15. 

O O m . n . { $O : 6 5 U . S / g ~ Í ') ~Ce$ ·3 O 3 ~ O O . m . n . ( $ ) . 13° Ü. S . /gal ) , de b i do a -

que se reduce· 1 a ;cargaOenzimá.tica: 
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Esta .es .1 a rnáyor ver:i~aja deJ proceso de fermentai::i n y' saca:.: 
r i f i ca c.i ó n simul~á néa; ád emás· eL cos tq· tótaJ> de. l.a producé.ió ~'de. É!t¡ 

: : : : :q~! '.~~Jii~~i~1H~i~~~t:~i*tr~~:I: ~j: :;: ~: ,;:•·; ::;1; ;;~:~:~:~E~ 
nol, eniun'prqce~o donde .se Ütilfza la fermentación y sacarificación 
simultánea.; 

SO----------------[¡¡]= .. co.to del '"' lduo 
(costo to ta 1 de produce iOn 

40 

.2 30 
¡;; 

"' ;; 20 

10 

o 

$ 1·11/ga\on de etanol, u.s.) 

residuo 
agr 1e.o1 a 

cret.rd· o.-od,.ccion 
miento cS~zimatJ~ SSF 

•costo del capital 

[!] costo de opcrac 1 On a costo de 1 a en erg ra 

dcstll<ición mantenl~ utilld<1des 
ml en to 

Figura 18. Costos del proceso para producir etanol, utilizan

do la sacarificación y fermentación simultáneamente 
(Wrig.th, 38). 
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V.3.- FERMENTACION Y SACARIFICACION ANAEROBIA 

La gran mayorfa de las investigaciones en bioingenieria están -
enfocados a la degradación aeróbic~ de los résiduos lignocelulósicos em
pleando hongos termotolerantes, filameitosos y bacterias termófilas; sin 
embargo, la ruta de los organismos anaeróbiccis es la misma, con el mismo 
potencial y con la ventaja de que no se r~quiere energfa para la aerea-
ción. 

La hidrólisis anaeróbica de la celulosa está acoplada a la produ~ 
ción de azacares, ácidos, etanol, hidrógeno y co 2 . Debido a la intericción 
entre organismos celulolfticos y bacterias acidogénicas; al~unos de estos 
productos pueden también ser utilizados, si las condicionescson adecuadas. 
También se genera metano por metanógenos. 

Está claro que la sacarificación y fermenatción an~~robia es u~i -
alternativa para obtener los azacares como; glucosa, celobiosa ~ otros o
ligosacáridos que están presentes. Algunos de estos metabolitos pueden u
tilisarse como sustrato para producir biomasa microbiana anaeróbica. Kato 
y colaboradores(29) sugieren utilizar cultivos puros de Rumlnococcuó atbu-0 
y R. 6lave6aclenó, para digerir la celulosa pretratada, también pueden -
crecer levaduras que producen alcohol y ácidos. 

Se ha sugerido que el anaerobio termotolerante Cloót~ldlum ~he~m~ 
cellum puede sacarificar la celulosa y convertir los azacares a etanol y 
ácido acético. Dependiendo del tipo de sustrato de que se trate, son los -
microorganismos anaeróbicos que sacarifican la lignocelulosa (consideran
do el tipo de pared celular es el rango de digestión). 

Huatzapple & Humprey (30) proponen emplear cultivos mixtos en -
condiciones anaerobias y en un proceso de FSS, empleando un sustrato cel~ 
lósico y levadura. Con este sistema, la glucosa removida por la levadura
se refleja en un incremento de la hidrólisis de celobiosa a glucosa Y la
inhibición por producto se controla. Asf se obtiene un incremento en la -
sacarificación y en la actividad enzimática. Ghose (61) señala que en es
te tipo de proceso se debe remover el etanol producido para evitar la i-
nhibición por producto. 
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V.4.- PROOUCCION DE CELULASAS 

principal en los procesos 1dé hidrólisis:- -
es la producción de enzimas hidrol íúcas f:los a-varices qlie se- requieren 
en l~s investigaciones son para producir al ta~ {~~l~nt~~6ioíi'~s de énzi-
m as c o n u na g r a n a c ti v i da d . >} _·: : · < -:; 

Las celulasas son enzimas inducibles L~~ \~cihfore~<conocidos
incluyen: Celulosa, derivados de celulosa, celobio~~c~pharosa y lactosa. 
Ciertas celulosa es insoluble en solución acuosa¡ El mecanismo para. indu
cir la biosíntesis de celulasas puede involucrar, u~a reacción de celul~ 
sa con grandes cantidades de celulasas, producidas igualmente sin el in-
ductor para proveer celobiosa y así promover la inducción (1,2). 

La efectividad del inductor depende del _transporte del inductor 
dentro del microorganismo dentro del microorganismo, la celulosa, celo-
biosa y lactosa son efectivos a altas concentraciones. Pero el efecto del 
inductor en el componente individual de la celulasa no es muy claro (67). 

La biosíntesis de celulasas está reprimida por la presencia en -
el medio de glucosa y otros azúcares simples. Igualmente con la presencia 
de inductores, la síntesis de celulasas puede ser fuertemente inhibida -
por glucosa (1). Se ha demostrado que la glucosa actúa como represor de -
la biosíntesis de todos los componentes de la celulosa. 

La regulación y biosíntesis de las celulasas es muy compleja. La 
celulasa es inicialmente producida por grandes cantidades de celulosa hi
drol izada a celobiosa, la cual sirve para inducir la biosíntesis de todos 
los componentes de las celulasas. La celobiosa sin embargo, cuando apare
ce en el medio inhibe la actividad de la endo-glucanasa y la celobiohidr~ 
lasa. El producto final de la hidrólisis, la glucosa, es fácilmente meta
bolizada por el organismo. 

TJt.ldiodeJtma Jtee-~e.l es el microorganismo más utilizado para la -
producción de celulasas. La ventaja de utilizar T,Jteeóe.l como fuente de -
celulasas, es que las cepas de este microorganismo producen celulasas con 
todos los componentes que se requieren para la hidrólisis completa de la -
celulosa cristalina, aunque tiene la desventaja de no metabolizar la lig-
nina y tiene bajos niveles de B-glucosidasa (3). 

Sin embargo, la búsqueda de nuevas y posibles fÚentes de- cefu.las-as 
continúa. Se han repotado trabajos para producir celulasas con_ otros hon--
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ges i ocluyendo; · A~peit.g.U.lu.i 6ae:t.i.du..6, A. 6t:tm.i.ga.tU:<1 !f A. n.i.geJL. Las cel!:!. 
lasas de este hongo tienen. al.tas .concentraciones de ·.ende B~ g)u.canasa y
B-gl ucosidasai: p~rbcbaja en e1(0..:B7g•lu~osida's'~ .Y í imiiada cápacidad .para -. 

:~·~:;:·.~·~·.~ ~e~~lu.~·~~:::J;h ~·h~ 1ª(~St·~,ca ~;ce~~·1:~s.a>d:·~·;;,A'· . ~l,95{ s:.: ~i~~{~ tra 

~m¡; ;:;::;:~~;ti~~t~f !f j}if ~~t~i~ji:}~:~~f t~lllilltI~;~n:~:¡;~ 
de celulasas 'so~''; e\ y sustra-

::, ( : : : '. ) : : ;: ~~ :f ~,~9.~~~,~#~~i~;:J~·tKf {t~~:.~~; i·:;::,': .~ :~:; é: ~:,: ~ 
ra la producción e~~imática .~s'/g~ne~~lme~te, del 1% (67). 

Se han echo va¡ios ensafos para aumentar la pro~ucción enzimáti 
ca: Por ejemplo, aumentando .la velocidad de agitación, utilizando otra -
fuente de carbono como lactosa en cultivo en lote y bajo permanente limi
tación del azúcar. Con estas condiciones es posible incrementar la produc 
ción, de 15-20 IU de enzima por gramo de sólido a 22 IU gr de sólido. Ad~ 
más, la lactosa es también un azúcar barato como el polímero de celulosa y 
posiblemente la celulosa a través _de intermediarios hidrolizados puede ser
normalmente, adicionada como inductor (2). 

La producción de la enzima lleva aproximadamente 13 días y repr~ 
senta simplemente la más costosa sección de la planta. Rolz (56) señala -
que los mejores rendimientos se han obtenido en un sistema en lote, cuando 
el sustrato es adicionado lentamente al reactor, alcanzando una carga de-
biomasa de 150 gr/l ( aunque recientes investigaciones sobre producción eil 
zimática se han hecho en ferment~ción 
teniendo altos rendimientos celulares 
niendo como sustrato altos niveles de 

continua, ~emi-continua y en lote,o~ 
yalta productividad enzimática, te
celulosa (8). 

También se ha propuest~ lrp~~d~~~{~~ de celulasas en sistema se-

mi sólido ( F SS ) , con un proceso recicla b 1 e · en. dos. fas es y u 1 t r a f i1 t ración · - - • 



La recuperación de iá; ~~~zima ,en~fSS~;es: un.c:mHodo qu_e .m1 n1mi za e.l efec
to del al_toico~t~'de:,la::en:ii~~\y:se_eljmin'a el riesgo de contamináción 

;::~~~¡W~i~t~~~tit'.~i~lif ii1}j~~~il~}t~\1~~~:::~:: .h:~ 
mo: re ndi.m i ente, ·e.o n.c éq(ras.i6n~ .duración.de •;]a):.h;jdr,?l;;ts is y·:.enz i ma. re-

:::;: ::;~r: : : : :: ;t': :~¡~~'i~~ ~1~lº~º!1Hí! ~ji~il}il~!;~! ~:;: i: :: : : : : ; : 
n1m1 za da y cuando se 1 nsreinenta Ja carága:xd n"t;:n;~:"s'e/i ncrementa--
el rendimiento.del Pr~dÚct6' (2) ,sfn\efü'ii4f:ij e};i;~cci'.r{~-~~/de energía du-
rante el mezclado, la producción de la,,enzi_ ;~~j.J¡t,:h(drólis.is no ha si-

do debid,amente discu.(id()S en fa f;t.~¡~ .. ~G.ft:~;,:~~§~i~F~~~;_'.;~'; ;: . .•• ····.· .. 
Ehmezclado, para rea lzar"!la';otran5ferensia de oxígeno durante 

la produ¿ción de :la enzima, es uno de~?~s\fffia%r~s ·~~stos de todo el pr.Q_ 
ceso(52) •. · • byc.;. : •. !; . 

El conocimiento sobre .la producC:i·g'~ ··•arfaeróbica de celulasas es 

relativamente pobre comparado con- la p~oducción >aerobia. En la sigu ien
te tabla (6), se muestra un resumen. de las. características y sus condi
ciones de producción del complejo enzimatico .. en bacterias de rumen, co~ 

parado con otras especies anaerobias Clbat4ldlum ap. Ciertas cepas -
de bacterias celulolíticas fue~ 

te de energía {5a). 

V.5.- UT!LIZACION DE LOS.HIDROLIZADOS DE LIGNOCELULOSA 

l:a bi9degradación de un medio rico de pentosas (el primer es
tado hidrolizado en un proceso de hidrólisis ácida, o la hidrolisis por 
un pretratamiento antes de la hidrólisis enzimatica) es realizada co~ -
los microorganismos capaces de utilizar pentosas directamente como: Pha
chyaolen tannophllua, Plchla atlpa, Candlda ahehatae, Cloat4ldlum the4-
moaaccha4olytlcum . Así mismo se pude transformar xilosa a xilulosa uti
lizando xilulosa isomerasa con Sacha4omycea ce4eulaae. 
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MICROORGANISMO 

Mezcla de bacterias 
de Rumen 

Esporas de Térmofilos 

Mésofilos, anaerobios 

LOCALIZACION Y TIPO 

Mayor celulasa extracelular 

Endo- B- 1 ,4 glucanasa 

Exo- B- 1,4 glucanasa 

Extracelular 

Extracelular 

Endo B-1,4 glucanasa 

Exo B-1,4 glucanasa 

Extracelular 

Endo B-1,4 glucanasa 

Exo B-1,4 glucanasa 

' ( :l ,•' . 
Tabl.a No. 6.- Celuhsas produfidas 

FORMACION E INHIBICION 

la celulosa es constitutiva 

ce 1 ob i osa y una menor cant i 
dad de glucosa inhiben la-
acción enzimática. 

Condiciones anaerobias,no 
es esencial para obtener 
máxima actividad o esta
bi 1 idad. 

Inducida por celulosa ce
lobiosa y glucosa inh ben 
la actividad y sintes s -
enzimática. 

Celobiosa y glucosa inhi-:
ben. la .acción ·y·srntesis 

enzimática. 

OPTIMO pH y Tem 

.6.5 

T • 49ºC 

pH 6.5 

T. 40ºC 
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Estos microorganismos pueden u ti 1 izar 1 a xilosa .• i.ncl uyendo -

S. c.e-~evüa.e para producir etanol. con g.ran efi cfensia ( 53); el mayor i.!!. 

co nv en i en te es que se ~tiTfza< x ilosa-isomerasa par,a js. omeri <!ª r , 1 a x .i 1 o-

:: :~::~~t~1:1tl1l~ll~iJ!i;~1r~'~i,it~~~~J~lfüSfü::::. 
- ··.-.,,~.-"··~ .• .,,, .• ¡.e-.· .. ~- .• ;.,,.:· ;.p_~~-? ·- ---- · ,_~'.}i-, i , ·"\tt,: .v;~~, ;:~,_~:;·,; ·:~~~i-- .--,-tx·-·-" 

>. ·~'i'i ~~i0I~:rf~,r~~~'·es:yl d) Fa'ffiélr'61isis acida de pento-

,, s a ~º\\Y,fü~f~~.:·~.r~;,~:[{bt~~·.i,J,~,;~~~~~~~~sEe.~;ga.M·~~rP.~~1"~1?;~~~,o¡..LE l fu rfu ra 1 puede 
ut1T1zar::se;.~orijo;;,c,om!JµsJ;1.b):e .eri lá.pTarita'<déc,fermentación y la fase de -

. ::::I rr~11'~;¡~f f f ~~;{~¡1~~~:i:;'j:,{~~~Y:~E,::~: : : 1 
::;::, ~ :' ::-

p las ti co (~re~~furffrral i y para él tet~ahldrofurano y alcohol furfural. 
Muchas invéstiga~ion~s se han diriqi<lo~a,J~s mitades para obtener pro-
duetos como: butadieno, estireno, viniUurano, ácido adípico, adiponitrj_ 
lo, hexametilendiamina, 1-butilnol, 1.ubricalltes y plasticos. De todos es
tos productos, algunos no tienen aplicació~ industrial porque resulta -

muy costoso obtener el furfural; La ap.licación inmediata, es la de obte
ner alcohol a gran escala y a su vez el furfural puede convertirse en f~ 

r a no por e 1 i mi na e i ó n de u n grupo a ].d.e h f di e o y en tetra hidro fura no , por -
subsecuente hidrogenación ca tal íJ.ica. (.54)Ó'= 

Otros usos de hidroli.z.adot ·;etpentosas, son la producción de-

pol ioles furáriicosy de. xilito);'~·j:i¡¡Y:fi~/dE!xilosa. Estos pueden utili-

~~~~;-~;o-~~·tº~,~~~-: ~r~~!;:~;t~~~{~~~f-~~t:~;~~ :~~:~!:1 :: i ~~º:~e~: :v ~~ í;: ~~: 
reta nos, preseritando gran estabÚid~d Termal. 

UTILIZACION DE LA LIGNINA 

Para la producción de etanol por lignocelulosa puede ser econ~ 
micamente competitivo a nivel industrial. Muchos de los trabajos experi
mentales para la utilización química de la ljgnina han sido para la in
dustria de la pulpa y el papel. La lignina para procesos hidrlíticos pu~ 

de ser diferente dependiendo del proc~~o ~ue se escoja. 



44 

San~hex add Fietchter (54), mencionan muchas de Tas aplicacio
nes de la logni na en.tre ellas: 1 a producción d~ vai nil ljna,"y de aldehido, 

aunque no Ü.ellen gran aplicación comercial por el';'reduc}do~!'l~Fcado d'e es .. ·. 

::~ºP;::i}~~.~s~;f~:~ª.;:~: :~~e~:r d;:n:;~n~~~m~:)~gid:~n~~a1~~f¿,,j~¡lf¡%i~:ttf 
un ti po>d e' resina y adhesivo que se u ti 1 iza •en;'} éii'Rroduc'ci ó ríjde~~~,~~,i .• n~:s'~ 
de made'Y''~:'{: ,·,, ·, .. , ·'· :;:.:,• 'c:'.f• '. :·; <·.· 

PRoüJ1ac·I~N!;.ºE .xruroL ;: <~J~~ ;l~~'+·.~t ;,·· 

:: : :: . :;~:f :~f ¡¡¡¡ ¡ :: :: : : ":: '.: :::: :;::::~~:t~~~ll~~~''" ... '~~' '::'' 
mercial; éste es empleado ,como edulc,orant~,~~·~.:~'.f91{nlJ~~productos alimenti 
cios. Clínicamente, el xÚltol pu-ed~ s~r ~~ti·]\;'~do ~orno agente dulcifi-=

cante di sponi ble para diabéti~os; tamb.ién/~~-~cie;util izar se en casos de-
deficiencia de la en_zima gTucosa~6.,toi1''at~1~d~shidr0genasa. Las propieda
des anticariogénicas ya,~han1sfdoder\i~srtr.ad'as:;·por algunos investigadores-
( 7 2) • . ;¡ .· 

PRODUCCION DE ACETONA-BUTANOl-ETÁ~oL·' (ABE) 

La producción de acetona-butano] por conversión anaeróbica de 

azúcares es un proceso muy conocido. El mismo microorganismo Clo~t~i-

dium a.c.etobuty.eic.u.m puede utilizar la glucosa y la xi losa para producir 
estos productos; en Francia y U.S.A. ya se han montado los procesos. La
concentración del solvente producido (acetona-butanol-etanol) no debe e~ 
ceder los 16-18 g/l, porque se presenta un efecto inhibiforio(53). pero
por ingenieria genética se han obtenido cepas que pueden soportar 23-24-
g/1; sin embargo, este valor es bajo para que sea comercialmente acepta
do ( 55). 

En todas las categorías metabolicas, el pH juega un papel muy 

importante en la naturaleza de los productos finales; en el proceso de
obtener butanidiol, la baja del pH favorece la formación de productos -

neutros (etanodiol), lo cual en condiciones alcalinas, lleva a la acumu
lación de ácidos orgánicos. Esto es evidente en la formación de ABE; -

los pHs altos estimulan la producción de acet.atos. 



Posib]em~nte la prod~c¿lón·de 
lizando los hidrolizados .obten 

sis total 
sis de la 

u ti -
exi~ 

10% de los jarabes de glucosa los ·produce la industria de la pu 1 pa y el pa
pel, que sin duda, son los que mis se han interesado en mejorar los proce
sos de hidrólisis con la idea de abaratar los costos de•:producción de papel 
( 67). 

Asimismo se han real izado muchos tarbajos .en _relación- al aprove-
chamiento de la lignocelulosa y aún así existen oportun,.id~des,de_ investiga
ción de problemas que aún no han sido resueltos. 

En este apartado se pretende abordar y discu.tir>'.a·1,41n·a's-alterna
t i V a S q U e ha n S U r g i d O C O n 1 a i de a d e a p r O V e Ch a r d e a 1 g Ú na ~f or,'~ a 1 a ] i g n OC~ 
lulosa y lo hemos clasificado en diferentes categorías:;: 

VI.1.- CON RESPECTO A LOS MICROORGANISMOS 

Uno de los puntos principales de un proceso de hidrólisis en la-
biotecnología es la de utilizar microorganismos que sean capaces de degra-
dar el sustrato disponible y obtener productos de interés comercial. A este 
respecto, existe una gran gama de microorganismos que ya se han utilizado -
para degradar lignocelulosa y otros que aún se desconoce su potencial para
ser utilizado en este campo. 

MICROORGANISMOS LIGNOCELULOLITICOS 

La cantidad de lignina producida por la fotosíntesis en nuestro -
planeta está balanceada por la cantidad de lignina que es descompuesta por 
los microorganismos. Este fenómeno juega un papel central én .. el ciclo del -
carbono y esto ha supuesto que la degradación de la lignina ej el resultado 

de una acción cooperativa entre diferentes hongos, bacterias y microflora -
del suelo (54). 
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Entre los microorganismos con mayor utilidad a este respecto se 
encuentran los que atacan la mader~. porque son capaces de degradar ligni 
na, celulosa, y entre ellos, los hongos ~e la pudrición blanca que atacan 
consecutivamente la lignina y la celulosa. Estos hongos son basidiomice-
tos, hay alrededor de 1000 especies y únicamente se conocen alrededor de-
25 especies que han sido examinados para la descomposición de la lignina. 
La degradación de la lignina por estos microorganismos involucra un proce
so cooxidativo y, consecuentemente, la fuente de carbono es necesaria, c~ 
mo celulosa ó hemicelulosa. 

Lamed & Bayer (70), consideran que los hongos de la pudrición bla.!!. 
ca que a contunuación se detallan, son mic~oorganismos que deben estarba
jo investigación; 
Fome6 6omentanlu6 
Go no de.1tma appalanatlum 
Phelllnu• lgnlanu• 
Amlllanla mellea 
Pleunotua oatneatua 

Las ligninasas produ-cidas-por estos hongos al parecer atacan re
siduos fenólicos por desmetilación y de esta forma separa los polímeros -
que conforman la lignina. 

Eriksson (8) ha utilizado para degradar la lignocelulosa cepas mu
tantes de hongos de la pudrición blanca, por ejemplo Pollpo4ttli adu-0.tuii,que 
fue irradidad con luz ultravioleta, actuando sobre el gen que controla la
síntesis de manasas, celulasas y xilanasa e incrementa la actividad y CO.!!. 
secuentemente la hidrólisis. 

La delignificación biológica parece una técnica prometedora, pero 
la baja eficiencia en la hidrólisis ha evitado que no se haya utilizado-
en un proceso a nivel industrial. La posibilidad, sin embargo, existe, au 
mentando la eficiencia a través de un proceso parcial físico o químico del 
sustrato previo al tratamiento biólogico. 

También se han considerado a las levaduras para degradar a la li~ 
nina Tnlchoiiponlum 6enmentan6 que la depolimeriza, los actinomicetos Stnee 
tomlcetea 6p y Nocandla iip, las bacterias Gram-negativas: P6eudomona6 lj -

Xanthomonaii, las térmofilas Aenomona6 y algunas cepas deBacllluii potlmlxla 

y Cellulomonaa (43). 



MICROORGANISMOS;' HEM I CEtU LO LIT icos:. 

füt:~ti~t!t!~~~~~í!!1!!f ¡¡f !~l!1!illllll!í~jf f lll¡~¡~:~~ 
complicada que la de celulosa por la prese'nc:iatde,:ii~na;:¡J,(ra'c.c.,ión'Jae:.rjo-::

_-._ . , ·. . : ;._:_ - \.'.·: · .. ~-.~;.~,~···,_·::~s-!.,:_;¡;·'.~~:$'.~i'.·:)f;s;,:r.f/yN:.-? ;._;,;,3¿;f:'.'; ::~~:~,';~':\--'.:.~-<·,-_ -~;::-
Xi los a sustituí da con el x il a no. La,' comp. léiJa ~id:e9ii:a daci.óh ()f.l e;;J.a:\h emi e e,. 

·. :.· .. -·,,~·:· º :·:·':. :_·- <-·'"·;:~: ("lfr-:-.··:·.t~,f!¿; .. :.1. 0~_;:::_:,:;+.l,"l!_.;,;_3 .... :;{~f,}'::·,' .. <·.··_;<_-(.: '. 
lulo s a requiere la a ce i ó n de en z i 111a s ;q~e :hi'dr'o~li:'.z~¡i\>(s u:s:.ti:(uy,~n tes; en-
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s urna, la a et i vi dad de l ª. en do . B-1·!,fr~f:¡,,i~:fü~t~~~i¡:~~ilfüil~~rf~::;J~\'' .,', .·. 
Existe poca cantidad de ·;endcí:-id:ilifn'as'á};err¿sü'.S'ti:,atiú)nemiceluló-

!i~!:~:¡:~: ¡~:::¡: ;¡¡:~~¡:~¡~¡11:li!!f illlltl~'.~f~¡~~j :~; 
AgatLüu<1 büpo:r.u<1 y PleUJtotu<1 '~,.¡~td~'t~~·so~•ios microorganismos 

q u e pu e d e n s i n te t i za r l a g l u e u ro n i da s a ; J h o.h ~ 6''.~'. y: e o l . ( 4 2 ) ta m b i é n ha n -

demostrado la presencia de esta enzima en s'iÍr.~ptomyc.e<1 <1p. y reciente

mente se observó que las especies de St1r.eptÓmJ·c.e<1. ol.lvoc.lt1r.omoge11e<1 y -

S;t.1r.eptomyc.e<1 6lavog1r.üeu<1presenta enzima~ i:on;.~ctividad extracelular 

del complejo enzimático xilanolítico, de tal modo que son capaces de li 

berar ácido ferúlico de los residuo~ lignocelu.lósicos. 

Se ha observado que la especie C. the.~mo.rnc.c.hct1r.o.eyt.lc.um y .al 
gunas cepas de C. tlte1r.moc.ellwn producen ·también xilanasas··ton·un·ac'ciccfF. 

vidad capaz de convertir los sustratos no hidrolizados en monóme~os de

pentosa Bad,llu<1 mac.e.'tctJB puede utilizar la hemicelulosa y'pro.dul:iret~ 
nol, ácido acético, co 2 y acetona a un pH arroximado de 6. 

La bioconversión de xilosa por levaduras también ha sido ex

tensivamente revisado y se ha observado que son capaces de metabolizar

azúcares de pentosa vía oxidación -reducción. Barnett(73) señala que -

más de 400 especies no consumen carbohidratos via aeróbica, Cand.lda óp. 

y Cand.lda ,t1r.op.lc.al,i.<1 han demostrado su capacidad de convertir hemicelu

losa a etanol (67). 
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Un organismo capaz de producir ~imultáneamente las enzi~as xi
lanasas y celulasas puede ser la alternativa.más.prometedora para la hi
drólisis deholocelulosa; así se ha ident\fic:adf mutantes de CeUu..U.ama

na-0 con actividad de amba clases de enzjm.as J72). 
Los térmofilos semejantes a c.e.a~.t1t.i.d.i.u.m ihe1tmahyd1ta-0u.láu.1t.i.cu.m, 

C. Úie!Í.mo-0accha1to.e.y.t.i.cu.m( del cual su status taxonómico ha sido cuestio
nado~,.the1tmoanae1tabac.te1t e.than.i.cu..e.u.-0 uti11ian xilosa y otros azacares de 
pentosa y rangos comparables de hexosa. Notablemente todas estas espe- -
cíes no son celulolíticas, pero pueden consumir la gran cantidad de car
bohldratos prrsentes en la hemicelulosa. 

MICROORGANISMOS CELULOLITICOS 

(A:E!ste respecto ya se ha hablado en apartados anteriores y los 
microo~gar1i_snios que degradan la celulosa son niuy diversos e incluyen: -
hong6s, a~tinomicetos, bacterias y mixobacterias_. Sin embargo, los hongos 
han sido los microorganismos que logran excretar una mayor cantidad de e!!_ 
zimas celulolíticas dentro del medio de cultivo y, consecuentemente, lo-
gran hidrolizar más sustratos(80). 

La mayoría de los organismos celulolíticos tienen la capacidad 
de degradar la región amorfa de la celulosa olas áreas hidratadas, pero-
pocos tienen la capacidad de degradar celulosa nativa, que contiene gra.!!_ 
des regiones cristalinas. Los hongos T1t.Lchode1tma v.f.1t.i.dae, T.1tee-0e.i. (ZJ, T. 

fwn.f.ng.i..f. ( 50 J, Fu.-0a.,'L.i.u.m -00.e.an.f., Spa1to.t1t.f.chum pu..e.ve1tulen.tu.m IJ Tala.1tamyce-0-

eme1t-0an.f..f. son los organismos que han demostrado su capacidad celulolíti
ca sobre la celulosa nativa. 

Halliwell (50) considera a c.e.a-0.t1t.i.d.i.u.m .the1tmoc.ee.tum (que libe
ra un sistema enzimático muy efieciente) como el microorganismo más prom~ 

tedor para ser utilizado en la biodegradación de la l ignocelulosa. Este -
organismo convierete la celulosa heterofermentativa a ácido acético y áci 
do láctico, así como etanol. Sin embargo Parisi (46) propone utilizar co
cultivos en orden de aprovechar las pentosas simultáneamente; el co-culti 
vo no está libre de inconvenientes, como la formación de otros productos
como; ácido acético, ácido láctico y ácido butírico. 

También se ha propuesto utilizar ce-cultivos de C . .the1tmace.e..e.um 

cnn c . .the1tmohyd1to-0u.lóu.1t.i.cu.m, ·el cual no produce ácido butírico,de igual.::_ 
forma C . .tite1tmoce.e..e.u.mcon The1tmoa11ae.toba.c.te1t e.ta.hii.i.cu..e.u.-0. 



Las bacterias celulol íticas del rumen Ru.m-lnoc.oc.c.u.<1 a.lbu.<1 

6la.ve6a.c.-leM ejo de logran 

l u 1 osa. 

cos y 

y algunas otras esoecies de .thel!.mu.6, han sido reportadas con capacidad-
de crecer en un gran número de sustratos y ciertas cepas de este género 
crecen bajo condiciones limitadas de oxigeno, porque la solub-ilfdad del 
oxígeno se reduce a al tas temperaturas. Asimismo, la transferencia del
oxígeno disuelto también se limita; así, en estas condiciones el oxíge-
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no es completamente consumido y por lo tanto conduce a utilii~r termóf! 

los anaerobios estrictos como; Me.tha.noba.c..teil.-lu.m .theil.moa.u..til.ophic.u.m, M~7 -

.tha.no.theil.mu.<'> 6eil.v.ldu.<1, .theil.a.na.e.il.ob.lu.m b.toc.k.l.l, T. e.tfta.no.e.¡'é.u:~l(o.TheJi~o-
l'!O ba.c..teil.o.i.de!> a.e.e.to e.tltylic.u.~. .{ .·f !'/' :/ 
ventajas c~:n~~i :: z~~~::s:e e:r~~:::::s a t:;:ó:: 

1 i¿J~}!h~~::~R~~-~f~~ftas-
- se reduce la viscosidad del medio, lo cual i;~-~-~m~~~~~~f1~~~~~';1:r;el

!é ·-:~~~~;!~'. ~"~;'.,:?.'-, -.. , :":;;':>, 

- ~:z~~:::c~~v::a:a::e::q~~:~:::~::~s~~O~sí como; l_a_~e~;ri·¿j}~~>~i' reac--

ción (se incrementa en organismos y enzimas). 
- Por las al tas temperaturas de operación, los rea:·ct~r~s difícilmente se 

contaminan. Este es un punto muy importante que se.~eb~ considerar 
cuando se desea llevar a cabo un proceso a mayor escal~. 

- Se obtienen rendimientos altos de enzimas, que proviene de obtener en
zimas de gran estabilidad; esto es de particular significado para la -
recuperación enzimática del cultivo y para la- pu-l"ificación de la misma. 

- Sin embargo la contaminación en las enzimas proteolíti~as puede ser un-
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problema serio si .se -recupera el producto .a bajas temperaturas.-
- Las enzimas termoestables>'generalmen.te ·son más resistentes- a la desna

turaliza e i ó n y al,' ef eÚo'.'d'é'.'dé,~efg e~1:~s y solventes org a ni e~\. 
- Y, en extremo, los terrn6f(i(os.ríoson:patÓgénos. 

Los más recientes e§túdiós'. han sido relevantes .Y Jas éspectatj_ 
vas para utilizar bacterias J:i.;t1origost'ermÓfilos ha.n sido'sokreestimada -

para la produce i ó r\ de. enz iínas·{Üfmokstáb les y 

la producción de lagiJnos pro<l\id'6s''qu{micos y 
el tratamiento de aguas r~sidJa1~s-y• d'esechos 

quimiorresistentes, para -
combust1bl,e, a!d como para 
sólidos como es el caso de 

la celulosa, Sin embargo, pa ~¡¡·; ei? c:Óno~imfento,bás\c~ ;d e.f mi croo rg a ni smo 
se debe de trabajar a altaste~p'érci"tU~~·~:: '.(¿,_,,>51'.¿ 

Así también se hári \:·e~{¡'z'~~Ó'útivers'os·'trabajós para .entender -

; : : :: : ::: : : : :;: : : : , :: : : '., ;r;~,1t}~~J!~~1r,r~~~g¡¡'l&~~~1~;m :?::;, :~ · 
biología molecualar está inter-esada en encontrar las base_s que{exp~liquen 

porque la vida es posible a t~n altas 1:emperaturasy [Jo~que los constitu
yentes celulares siguen si~ndo estables a esas temperaturas. Estas pregu~ 
tas, aün sin respuesta, muestran el potencial de los sistemas termófilos
que tienen teóricamente propiedades muy interesantes con respecto a la -
biouegradación de la celulosa. 

La diversidad de los microorganismos es menor cuando se incre-
menta la temperatura. Los eucariotes nunca han mostrado que puedan crecer 
alrrededor de 62°C y los procariotes fotos1ntéticos nunca se les ha obser 
vado alrededor de los 74ºC; la ocurrencia de 3acllll en habitats de altas 

temperaturas se ha mostrado por largo tiempo. 

Muchos microorganismos térmofilos tienen aplicación a gran esca
la por lo importante de sus características metabólicas; como es el caso

de Thenmoanaenobac~en, Thenmobac~enolde6,la producción de metano por --
,¡;-. -

Me~hanobpc.~·;· ~,:.~tros metanogénicos termófilos; de los facultativos -
aerobios, ünicamente la especie Thlobaclllu6 tiene un uso potencial. 

Así como el interés de la aplicación de los termófilos se incre

menta nosotros consideramos que los programas de aislamiento de termófi-
los debe continuar por las grandes ventajas e utilidades que proveen y de 
as que ya hemos hecho mención. 

Así también hemos considerado ciertas limitantes , como la uti-

lización de equipo especial, y las propiedades biológicas del organismo-
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que pueden dificultar el uso de term6filos; sin embargo, la biote¿rÍolo-

gía vanzad.a ~o.n'el uso d~ la Ingenieria.Genética puede desarr .. ollar en m!:!_ 

ch os casos ' por ej e~ p 1'0 1 a pro d u c c i 6 n de e rÍ :z i mas ' con 1 a t r a ns fer en c i a -

del gen deseib1e'.".y·e'xpres'.~rlo en el microorganismo mésofilo, Íos cu~les
res u 1 ta'D' ~~~.'.J;~~,f~j-~~·;'pafa 'un' :proceso eco n6m i cam en te y téc ni carne n te pos i b 1 e. 

~{:::· ."':.:;.' 

MICRO_oR2_ÁNÚii~Ó.S, QÚE,SRECEN EN MEDIOS COM.PLEJOS 
.'~~;f ,~~ ' 
•:Éxfstefuna gran diversidad de medios o desechos agrícolas en los 

cuales en léldegrad~ción microbiana i tervienen diversos microorganismos, 

d e pe n d i e 11 d'b d e 1 ti p o de r es i d u ~ .d e q U e s e t r a te . La s 1 e V ad U r a s S o n 1 Os 

pri~er~s cC>Tó~izadores de los r.esiduos y después intervienen las bacte -

rias, actinomicetos y los:hongós. Esta secuencia de sucesión coincide con 

la actividad enzimáti~a el~ f~s.:?rganismos durante el proceso de degrada-

ción. L:as especies que jUega·~.:ef papel más importante a este respecto ge

neralmente son; 1 os hongos termófH os y termotol erantes : Aape.itg.lllu.1.> 61.1.
m.lgatu.1.>, A. 04ljzae, rhe~moaiau.S au.4ant.lcu.1.> lj Pen.lc.lll.lu.m ap. que son alg!:!_ 

nos de los microorganismds quefsehan aislado de diversos desechos agrí

colas como: bagazo de caña, granos, bagazo de fruta, tabaco, lana, alg~ 

d6n, fibra de lino y de la madera. El potencial que ofrecen estos micro

organismos, que logran crecer en medios tan complejos, es muy prometedor 

debiéndose de explorar aun más el conocimiento de las características y -

propiedades de estos microorganismos para utilizar los residuos (75). 

En la siguiente figura (13) se muestran algunos microorganismos utilizados 

para la biodegradación de la celulosa 

VI.1. L- MUTACION E INGEN1ERIA GENETICA 

El máximo rendimiento en un proceso, es esencial para desarr~ 

llar continuamente nuevas cepas. Esto involucra el uso de tecnicas gene

ticas combinaaas con un proceso de selección diseñadas para mejorar las -

técnicas de aislamiento. Así nuevas cepas son producidas y esto es nece 

sario para modificar los procesos de fermentación que son llevados a ca

bo con un mayor potencial con las nuevas cepas. 
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El mejorar una cepa.puede.ser. dirigida directamente -:sobre el 
producto de íni:eres h a.;incrénientar eF;re.ndimientó·:o;e1>ti1:tJ·lo;sinem-. -- ' - . . . . .. . ',- . ·.\ ... · . _,.·,· ·- - :.~ ·. '.;: - '· ' - - _.... .. .;'. '-"- .. . .. 

Ci ón •_, _ _f..;__, 

das 
~~}-;:'.: ;_;,._:,'.:_: .:i:t:~:-~: ·_ .·.:-: 

iTev~· ('la inocii - · 
f ica e e i ó li ·.gen é ti e a y . se p ued e~l l;evi(~'iaii~C:a&otú riv és.'d e p roc'~s ó's r:'e pro~-~· 
ductivos asexual es o sexual es.:::';'.> ". 

11 in vitre 11 y la el onación de gené~' provee nuevas y más métodos di rec-
,--. 

tos para la manipulación del genoma de diversos microorganismo~, Est~ -
técnicas tienden a consumir demasiado tiempo y una labor mtiy intensi~a. 

Esto ya ha sido evaluado y lmbos mutagenesis y recombinació~ f1~~ran a
hora como estrategias para mejorar cepas y hacerlas producfr diversos -
productos, las mis grandes compañias involucran estas tecno.logfas en 
los procesos de fermentación. 

Un restringido número de microorganismos han sido descritos ~

:on capacidad de dcpo1imerizar la celulosa cristalina. Los mis extensos 
estudios han sido en términos de enzimologia y genetica molecular. En -
el hongo filamentoso imperfecto T!ti.chode.,~ma Jtee-!>ei. el cual degrada la -
celulosa por secreción de tres diferentes enzimas extracelulares, estas 
enzimas obviamente son de importancia comercial porque puede utilizarse 
en la conversión de la celulosa a alcohol industrial. Consecuentemente
ungran número de grupos de investigación se ha concentrado en elucidar
la estructura y la función de estas enzimas utilizando la química de :_ 
las proteínas y la tecnologia de clonación de genes. Los resultados de
estos estudios has sacado a la luz como las proteínas extracelulares se 
encuentran secuenciadas en los cromosomas de hongos y así los datos son 
utilizados para producir enzimas extracelulares activas. 

Shoemaker y colaboradores (88) han clonado y secuenciado ge-
nes cromosomales d~ las enzimas celobiohidrolasas y endoglucanasas, y 



co secuentemente ahora se conoce, 9ue cada enzi::ia consiste de. un po·1 i.-

péptido de cadena'simplE! de u,n pes6> cie.37.a 76 .kJloda.]toniy;·c~da úna-

m~ ªos d
1 

s,· qfi :,.c:ae.sdto:: ... -.".: ... ~P···:º :r .•... ~. : ,J/_s.: cgll ª1t ,~.·c.~.-o:msz :,.:.dluaacn:c,•~o;i~~n.·.• .. 1.: .• ~.·~ .. -.o~· •. ~.-.··.·.·.·.··.·.;o·~.:_·.·.•.~.:.~ .. •.-.•. ~g~'~1-.~, .. • .. ~c~;ao\s~;k,.~~1 uaé·ccl:, .• o~'.n .. uyS.ª ..• ;:~¡~~H;1{~~f J: r:·: ~ ~ , pó}' a'2C:;Óll \l'é pro-
teasas d~ranté el proce'so de'se'C:fe2'i6ri'J.' . 

Los d ~ to s o b te n i dos c o ri 1 ~ ~:.;•·e; e'r·Ú i~ s as 5 a ca a 1 u z u n n u me ro de pre - -

guntas fundámentales sobre l~{ná"t.u~'~'leza y función de las enzimas funga
les, primero, cual es la estr'lt2ttlrai'de los genes, sitios para iniciar la 

transcripción y de inserción 'de• intnones. Segundo, sí 1 as proteínas ex-

tracel ul ares pueden ser significativamente modificadas por síntesis de -

polipéptidos, y cual puede .ser: la ventaja de entender estas modificacio

nes, cual de ellas serel~i:i~ria.con los procesos de secreción. 

La capacidad bJ~¿Lll(~i:ica de los microorganismos necesita modi'

ficarse en orden de ,.meJ:orar su potencialidad comercial. Los trabajos -
de las vías biosíntetic:as,.<de·regulación metabolica y los mecanismos en-
zimaticos son esenciale;: 

Un enfasis e~.lo~ trabajos de DNA recombinante puede ser altamen 

te beneficioso para disenar programas con la finalidad de mejorar las c~ 

pas microbianas. Sorprendentemente los avances en fragmentación específj_ 

ca, clonación y secuenciación de DNA han sido exitosos. Los experimentos 

de recombinación " in vitre" para construir cepas hibrfdas no han tenido 
resulatados oue tengan una inmediata aplicación, las cepas compatibles ~ 

deben de examinarse ccn varias conbinaciones de donador/ aceptar, así -

mismo se hace necesario desarrollar bancos de genes que adicionalmente -
involucra el conocimiento genético de las especies microbianas. 
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Las bacterias celulolíticas del rumen ; Rumlnocaccua 6lave6aclenó, 
R. albuó, son las más importantes especies que pueden degradar celulosa -

cristalina y ya se ha hecho clonación molecular de celulasas de R. albua
en E. coll ; estas bacterias muestran actividad de los tres tipos de ce

lulasas, por lo tanto, son una fuente importante para obtener clonas y -

recombinar en otros microorganismos. 

Un factor limitante en muchas ferment&ciones es el hecho de 9ue~ 

el microorganismo que lleva la convers·ión .es 1.ntolerante a las altas con-



centraciones del !:al vente'. (.etanol, acetona, butan:il etc.) o a los pro
ductos ácidos q~'e son'.t6~icos}a;un:ef,ect:o:_,inhibitorio¡ causando que -

tolerancia por 
fermentación. Claat~ldlum 

tlwtmo eeUum y ( tfiÚmohyd!ló-0ul-&J'd':/~fon}io n los mi croo rg a ni sr.io s que a pa -
rentan tener mayór 'tolerancia al efec,'i:o.del solvente; la expectativa es 
que las células se adapten a cr.ecer en un medio con mayor cantidad de sol_ 
vente, de igual forma que se adapta a .crecer a al tas tempersturas. Esto-
puede realizarse incrementando el radio de insaturación y saturación de -
las prote,nas de la membrana. La idea es producir mutantes que tengan al
teradas las protefnas de la me~brana, porque se ha visto que estas pro -
tefnas son el blanco para futuras investigaciones en los mecanismos de -
tolerancia. Asimismo se ha logrado grandes avances con la ingenieria ge
nética aplicada a este problema. 

La tecnologia genetica puede también utilizarse para acelerar el 
desarrollo de una gran cantidad de biomasa para extracción y bioconver-
sión, muchas generaciones tienen la necesidad de introducir algunas cara~ 
terfsticas deseables. La transferencia de rasgos entre diferentes espe-
cies es una gran ventaja para la biotecnologfa. El vector de DNA puede -
transferirse utilizando virus o bacterias. 
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3 

Figura .l~- Algunos microorganismos uti.lizados para. la biode

gradación de la celulósa .;-1 y 2 bacterias metano

génas ;Me-thanocopo1L~u.4ciú..e.u.m '4p y Me-thanobJtev.i.bttcteJt -5p. 
3. Bac.i.Uu.4 4u.bi,i.Út.,5 !Í 6.- Fotografías de hongos 

comestiblesP.l'!eu.Jto-tu.4 o4.tJtelt'-tU..6 y Aman.i..ta v.i._Jto4a. 
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(e) 

- Efecto de la degradación de la madera por hongos dn· la pu
dricion blanca (a) y de la pudrición cafe (b) y (d)Corio
lus versicolor. (e) erosión producida por Phlebia·.-¡:-ac¡¡a
ta en celulas de pino (Fotografías tomadas de Kent,. ~ 



VI.2.- CON RESPECTO'A-LAS ENZIMAS 

- ·"~ . -. . . 

El t_l)m~lejl) ~ul(;erizi~áf{~o;dece}ulasasincluye tres tipos de
enzi~as; e)me'cahisrno)dé·~·cc'iÓnfy e]'sinergismo·entrelfs e.nzimas no está 

:~:,:;~~;1~11i~iJ1llf llí!~tlt~ifült~~~(:~:;;fü;~;;.fü :~; ::: :::!· 
d u cc·1 o nc•·:to-taJ.•;}•;.·:.P.or.'·-C:e·lto,;::e s·;tn.e.c e s·a r.1:0"::1;,ecu pe r:.a r_,:;:.l as_:, enzima s·c;u t iJ i_z ad as en -
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El. ráp,i d~ ·cr'i~nfiY~~:1~i'[a~~;}i:;~.i_n_~u~-#f.EtE!'ff~i~~<i~2a\re(l e} a la ven
taj a de utilizar. enzima~ Ei~º;1~a~t~t"a1 i~is ;'iriii~~-t~\aÍ 7 i ~ v~;, taja d ~ u ti l i -
zar enzimas estables de te.rm6filos .. Esto.ha. sido bien do.cumentado; las pr_q_ 
piedades que llevan a utilizar enzimas termoestables son que: las alatas -
temperaturas les confieren cierta resistencia a los agentes desnaturalizan 
tes, solventes y enzimas proteolfticas; en general, el crecimiento de los
de los microorganismos a latas temperaturas hace más estable estas enzimas 

y las extracelulares aún son más estables que las intracelulares. Es por -
lo tanto, probable que puedan ser enzimas extracelulares la de los termó-
filos más extremos. Brager (B3) aisl6 6 termófilos de arquibacterias y 9 
eubacterias extremadamente term6filas (todas anaeróbicas) para la secreción 
de celulasas extracelulares, hemicelulasas (xilanasas), pectinasas, lipasa 

y proteasas. Estos microorganismos los aisl6 de aguas termales de ~ueva -
Zelanda; sin embargo, considera que las arquibacterias son la fuente de las 
enzimas m&s estables como; Sul6alabua acldacaldanlu~, S. ~al5ata4lcua, The~ 

moplateua tenax, Thenmococcua celen,algunos otros microor~anismos térmofi
los como : C. thenmacellum, C. atenconalun, C. thenmacopnlae , que crecen
al rededor de los 60- 65ºC, tienen enzimas que presentan gran estabilidad; 
C. thenmacellum ha sido llevado a los 90ºC para probar su estabilidad (74) 
y se comprobó que la enzima es estable a 70ºC por .varios dfas, cuando se -
incuba en presencia de sustrato. 

ENZIAAS INCANSABLES 

Cuando nos referimos a este té?:ni~o •• ~;nífl 'r'eferirnos a aquellas en

zimas que no se saturan, en presencia de>Ün ~~~t~~to, chn.la ide~ de recu--
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perar y volver a reutilizarla, el. máximo grado de recuperación de la enzi 
ma está determinado por la caií1:i~~d de·~nzima· disponible:en solución des
pués de la hidrólisis. La actividad:,esfá basada en la formación de una -
gran cantidad de azúcar~s red~ct~res a partir de varios sustratos; los -
productos de la hidrólisis neis' inaicél que aún no se ha saturado el siste
ma enzimático y que sigue actuando sobre el sustrato. Esto tiene relación 
a su vez, con el grado de adsorción de la enzima y la máxima cantidad de
celulasa que puede adsorberse~ depende del método utilizado para medir la 
concentración de la enzima. Las célulasas de TJtú'.hadeJtma. Jtee1.>e-l; presentan 
un bajo grado de satutaracfó:n•~ue les permite reutilizarlas en hidrólisi
conti nua. 

Debemos prestar ~Jencjón e.special a este punto, donde la infor
mación que se réquiere'. pá'ra·:.{eiíéontrar las enzimas idoneas' que nos bajen 
el costo del proceso;;~or)\cla~:re!ü'tilización de la enzima debe estar más di~ 
poni ble. .}'.} 

, . ",., ·.~::·~~~ ,,·.~,L~ 
,\~~-·-:.~t··, "''.·,. 

BALANCE EN El SISTEMA~ _•; 
-

Los diversos .. estudios han demostrado que cada tipo de enzima que 
forma el complejo de ¿elulasas consi~te de una multiplicidad de formas con 
aparente doble función. La naturaleza y el origen de estos isocomponentes
ha sido sujeto de mucha discusión en la literatura. Estas discusiones han
habierto las posibilidades de que la multiplicidad de los isocomponentes-
pueda ser genéticamente determinada o causada por una proteólisis parcial
(20) o por glicosilación diferencial de una cadena cómun de polipéptidos . 
Todas estas posibilidades pueden ser operadas. 

Ha sido bién establecido que la celulosa cristalina es hidrolizada 
por sinergismo de todos los componentes que forman el complejo de celula
sas; el sinergismo ha sido también objeto de muchas discusiones por los i~ 

vestigadores. Por ejemplo Wood (80), ha separado 1 os componentes c1y Cx de 
las celulasas de T. kon-lng-l.i. en DEAE_ Sephadex. Cuando cada componente fue 
diluido a la cantidad inicial, la fracción que contiene la actividad de ex 
retiene únicamente el 3% de la actividad de la celulasa del filtrado del -
cultivo original y el componente c1 única~ente el 4%, sin embargo, cuando
las dos fracciones fueron recombinadas en sus proporciones originales el -
92% de la celulasa del cultivo original fue recuperado. Esto nos demuestra 
claramente que la actividad del complejo de celulasas es dependiente de la 
acción sinergética del componente c1 con los otros componentes. 

Halliwell y colaboradores (50) también estudiarán el sinergismo de-
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las fracciones de cada enzima en el mismo miC:rciorganismo, limitá.ndose ca
da uno de los componentes, pero cuarido tocios loi componentes fueron reco~ 
binados en. sus proporciones oroginares; mücha de 'la actividad del filtra-
do original fue recuperada. _ ., ·- ·,;:_· < -- .. 

: : : : : : :: ~ ¡ ~~ ¡::: ¡ ~ :; ::~; ~::;: :¡ ;;~::~ ifülf liii~;i~llii~~i:~:! :::::~ 
La idea de conocer o elucidar>e1 bal~~Ce' ~·~ 'i:;(:~i:'st'em¡ en cuanto

ª qué cantidad de cada enzima se requier~ pél~~:ef'~c@~~X;u~~ hidrólisis -
enzimática más eficiente, es muy importante;'-•,(sta'ilos:ff!ofreá alternativas 
respecto a la mejor utilización de las enzima,si~~'Ja{~:.id~ólisis, pudiéndQ. 
se probar conbinaciones de enzimas provenientesc'de'diferentes microorga-
n i s m os , como en e 1 ca s o de 1 os c o - cu 1 t i v o s . -E n •'1 os c-()'-' cu 1 ti v o s s e es t á - -
utilizando la capacidad de ca.da enzima para cle~~acla~ ;ierta parte del su2_ 
trato; en este caso lo que pretendemos en una hidrólisis enzimática es CQ. 
nacer el"~reparado" ideal de enzimas para degradar la lignocelulosa. 

El problema que los investigadores generalmente llegan a enfrentar 
es:conocer " cual componente del complejo de celulasas " lfmita la saca
rificación. Como ya he hemos mencionado cuando se purifica cada compone~ 
te aisladamente muestran una actividad limitada sobre la celulosa crista
lina y cuando se incrementan todos los componentes, no se incrementa en la 
misma proporción la hidrólisis (2). 

Entonces se debe de ensayar las proporcio~es de cada componente
pa l optimizar la hidrólisis enzimática. El balance adecuado nos llevará
ª encontrar el componnete que limita la hidró)isis de la celulosa crista
lina; esto también nos ayudarfa a enten,der-_eLe:fecto sinergético del com
plejo de celulasas. 

A su vez es desaeable encontrar la estabilidad de cada componente 
enzimático a cambios de pH y a cambios de temperatura, esto surge con la 
idea de conocer la termoestabilidad de cada enzima, porque generalmente -
en condiciones de reactor , cuando se hidróliza lignocelulosa, se incre-
menta considerablemente la temperatura y cambia el pH. 

Estandarizar las condiciones de •r.tividad de cada enzima ha sido
muy diffcil porque la celulosa como sustrato no tiene un solo componente y 
las celulasas no son una sola enzima. 
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l~UEVAS ENZIMAS 

Ya se ha hablado del· complejo multienzimático 1 del cual es-
tán formadas las celulasas, pero a su vez se ha señalado la. exfstenci.a 
de una familia de peroxidasas en la degradación de la lignina, e~tas -
enzimas son producidas por hongos de la pudrición blanca Pha.ne4o~hiete 
ch4yaoapo4¿um y se han erado grandes espectativas sobre l~ a~ll2ación~ 
potencial de estas enzimas en la biotecnología, 

En algunos artículos, las llamadas ligninasas han sido caracte
rizadas co~o glucoproteínas, las cuales, en presenc~a de peróxido de
hidrógeno oxidan a diferentes sustratos aromáticos por un mecanismo de 
trasferencia de lectrones. A la"luz de numerosasa investigaciones sobre 
el mecanismo de oxidación y la~'~ubsetue~tes reacciones, no se duda que 
la 1 ignin-peroxidasa juega un riapéj importante en la biodegradación de 
lignina y el material lignocelul.ósico. La producción de H2o

2 
es esen ~. 

cial para 1 a activación de estas enzimas (80). 

También 1 os hongos Phleb¿a. 4a.d¿a.ta., .Ca4yo~lu& ve.46¿cof.o4, Pa.nua

t-lg4¿nu& ap. y C4y&o<ipa4¿um p4u¿ana<ium, producen'lignin-peroxidas (85); 
de P. 4a.d.la.ta. se ha separado y caracterizado 3 lignin-peroxidasa (EC.l. 
11.1) y una oxidasa. La oxidasa ha sido caracterizada y denominada Lac~ 

sa, benediol oxígeno-oxidorreductasa (EC. 1.10 .. 3.2); similares produc
tos fuerón detectados en cultivos de P. c/14y<ia&po4¿um. 

Algunas levaduras y hongos como S. pulve4ale.ntum (B)sinteti-
zan celobiosa-oxidasa, T4¿chade4ma. kan¿ng¿¿ (58) y T. 4eeae-l (8) produ
cen también la celobiosa-quinona oxidoreductasa, que también es produci 
da por otro hongo, el termófilo S.tc~ma6-lleque filogenéticamente se as~ 
cia con los ascomicetos y algunas especies de hongos imperfectos. 

La celobiosa - oxidasa de S. pulve4ulen.tum(Bl es una -
hemoprote~u~ ~ntiene un grupo FAD, que oxida celobiosa y altas con 
centra~ion'é'~~ c·~lodex.trinas con sur.correspondiente ácido aniónico, p~ 
ro utilizando oxígeno molecuar. La celobiosa-quinona oxidorreductasa e~ 
tá involucrada en la degradación de la lignina y la celulosa. Oxida ce
lobiosa {pero no celo-oligosacáriJos) a celobiolactosa en presencia de
un aceptar de electrones como radicales qui nona o fenal. Producidos por 
la acción o degradación de la lignin-fenol oxidasa. Estas enzimas han -
sido objeto de interés por su participación en la degradación de la li~ 
nocelulosa y aún no salen a la luz, las propiedades y la actividad enzi 

mática en la hidrólisis de los desechos agrícolas. 
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~tilizadas para la 

embar= 
ndiente de la-

Muchas investigacione~ se han enfocado a desarrollar métodos 
para realizar una producción contiriua de etanol a partir de residuos-
agrícolas. Una de las alternativas que han sido intensivamente estudi! 
das es el uso de un tipo de columna con celulas;' inmovilizadas, dentro 
del reactor; así SP. puede tener una alata densidad en el reactor con -
significativos rangos de dilución, resultando un incremento en la pro-
ductividad del etanol, porque el problema de la inhibición por produc-
to se minimiza y las altas concentraciones de etanol están sin contacto 
con la célula. Un número de diferentes técnicas de inmovilización han -
sido aplicadas en reactores para fermentaciones continuas en la produce 
ción de etanol (78). 
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Algunos trabajos con células inmovilizadas se han realizado -
con varias cepas de levaduras para biócatalisis y más recientemente la 
bacteria Zymomonaa mobllla ha sido utilizada. Estas bacterias se han a
trap8do con algin~tos de calcio, fibra de vidrio, resinas de intercambio 
y verniculita. Las cepas de Sacchahomycea cehevlaae, que es una levad~ 

ra, también se han inmovilizado en fibra de vidrio. 
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Las desventajas ·de ut)lizar este tipo .. de proc'esoes~que, la.~ 

la matriz en que se hil atrapádo ras célÚJas.>P~.esentan r,esistenciá a la 
difusión e Í1 t re (1 medio él e e Ulfi V o y el~ s ust r'ató>Y ;qu é.:·pui!'d eTde terio ra r 
se con el ti~mpo; .·. . .··.· · .· ·. ~+ .. ·' 'J 1 <?~:~+~--,,r · -
1 ª . Pº r.q ~: ~ l' :~ n ;~: :•~·crf :-~ 1 :1·~:;Lf ~º¡.;:s·~:~~~~~,e~!~ª ~}::~;i~:f~~:~~;~.,~.~~~t l:;:~ 
por contaminaci6~, po~lo que d~be buscarse un adecuado 'pF~ce~o para el 
escalamiento en un bifreactor. El diseño de un biorreacto~./equi'?e en-~ 
tender las características de la transferencia de masa y, '.s.obr.e todo,-

la transferencia de masa de la célula especialmente con un~ alta-densi
dad celular dentro del gel; asi mismo, el autor {78) se'ñ~Ta q~~ '1a re

ducción en la velocidad de reacción es causada por la supéisaturación -
de co 2 en la matriz, de tal forma que ya se han hecho bfo~~f~.~'ctofés con 
variantes muy sofisticadas para minimizar el efecto:del-;g,a:~c.;;'i;~, .. 

Una al terna ti va es la de uti.l izar un reactor·hor\1zo·~·ta'i con -

agitación intermitente y las células, inmovil izar1asr;er1tu~·%~eiú algi
nato de sodio. Davison (79) propone utiliza ·el lecho fi'llidiz~do eón --

Z.lmomo na6 mo b.ll.lé . 

FERMENTACION Y SACARIFICA~ION SIMUL1ANEA. 

Otra al terna ti va con respecto a los procesos es la fermenta-

cien y sacarificación simultanea, de lo cual ya se ha hablado en el cap. 
V.2 (pp.32); en este proceso se realiza la ferementación se~isólida en-
1 a que se puede incrementar el rango de hidrólisis, el rendimiento y la 
concentración del producto, po la continua utilización del azúcar por -
las levaduras reduce la inhibición por producto final del complejo enzi 
mático. Asimismo, en este proceso se pueden utilizar ca-cultivos que i~ 

volucran el crecimiento de dos o más organismos compatibles, donde unc
es capaz de realizar celulolisis efectiva y el segundo (cepa adicional) 
es capaz de competir sucesivamente por los azúcares obtenidos, con lo-
que se puede obtener los azúcares deseables, los cuales predominan. 

Utilizando este proceso, la celulosa es hidrolizada vía enzimá

tica con un sistema de celulasas y el resultado son azúcares fermenta-
bles por microorganismos más adecuados (ejem. bacterias o levaduras). 
Una alternativa potencialmente más elegante, puede ser el de incorporar 
genéticamente las celulasas esenciales dentro de bacterias o levaduras

que fermentan azúcares (79). 
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FERMENTACION ANAEROBIA 
._ . ' . '"~' 

Otrá alier~aii~a•ha sido la fermentación anaerobia, que se ha 
considerado c~n Jn ;~r'aX'p~tenCtal para degradar celulosa, como lo es-
la fermentacio~ ~'~;gbfa'~;'piero con la ventaja adicional de que se aho-
rra la er;ergía reque~id~ p'ára la aereación. 

La hidrólisis anaeróbica de la celulosa está acoplado, en la -
naturaleza, con _la producción de azúcares, ácidos, etanol, hidrógeno y 

co 2, debido a 1a interacción entre bacterias celulolfticas y acidogin! 
cas; algunos de estos productos tambiin pueden ser utilizados en las -
mismas condiciones para producir metano por metanógenos. Es claro que, 
la laternativa anaeróbica, otros productos como: glucosa, celobiosa y

otros ~ligosacáridos pueden estar presentes y;•esios metabolitos pue-
den serutilizados como sustratos para la producción de-biomasa aerób! 
ca microbiana, por ejemplo, recientemente (81) se ha sugerido el uso-
de cultivos puros de Ru.m.ln.oc.oc.c.u.f. a.R.bu.f. y R. 6R.a.ve.6a.c..le.M para digerir 
celulosa. Tam~iin el crecimiento de levadura~ en alcohol y ácidos pro
ducido~ y, finalmente, el crecimiento ~n H2 de bacterias y en co 2 , la 
biomasa producida puede ser una mezcla de bacterias y levaduras y fi
naleillente se puede obtener metano. 

Así, la fermentación anaeróbica puede ser aproximadamente s! 
milar a la aeróbica, empleando hongos termófilos, emplenado hongos ter 
mófilos o mesófilos en cultivo sumergido, como ya hemos mencionado !a
ventaja es la energía que se ahorra al no requerirse aereación y no e~ 

ta restringida por la dilución de. los sólidos suspendidos en el sustr~ 

to. 
Nos enfocamos , en- ca s i .to-dos 1 o s ca s o s , a l a pro d u e c i ó n d e et~ 

nol, pero debemos añadir que .el-e'tanol si.rve a su vez como material p~ 

ra sistetizar otros produc'tos-'de'iriteris comercial; etileno, butadieno, 
acetaldehido, acetona, butanodiol, isopropanol, Ac. fumárico, Ac.succi 
nico y propíonico. 

Pero debemos señalar que todas las alternativ,as' requiere inno
var tecnología o mejorar considerablemente la que 'se-'iiene al alcance; 
sin embargo, demostrar que un proceso es faciible a~~t~n es~ala, a ve
ces, resulta costosísimo requiriendose a su vez un'·'gá'sto de tiempo y -

los resultados no siempre son satisfactorios. Esc'a.tar", implica desarrQ_ 
llar investigaciones en Ingeniería de Proces~s y E!cjUipo. Sin embargo, -

la investigación b&sica en hidrólisis de lig~~c~\~~~ii aún tiene mucho 
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desarrollo. 

VI.4.- CON RESPECTO AL SUSTRATO. 
,': .··-· ' < 

La na tu r~l eh· ;.¡ d~fr~~t.ira .cte la l i g nocelul osa has sido. tra -
ta da en numerosas pub%cJ·~i~Wes''y:;Úo'JundamentaLes .qu~.l a'l ignocelul!!_ 

:: ,::::,:¡~:¡~¡;:,:}ii~/l!~111~1¡~i~f ~~ti1r f ;:r:n~;~;:~ 
1 u los a l imitan el a taque e~ ziniáti co,:''.Jn ·•grd~~ ·a·/rr~var ? ·e.abo o ha e er-

~: ~::c::~P:~~:~:1c:~.:~~~;J~~j;e"J0ll:i-:~t~~'!W~~1~s~~fi;Jti:h:~.:·::~h~::~· ~::~··. 
se han des ar rol l a¿d o,~ar~ a p ro~ec~ a r~•mé~}or·;~{1:"';5·u;;}~~ tÓ.Ti ~ ñoc el ú l os i e o-
es el pretratamiento. 

PRETRATAMIENTOS 
. ' ' 

,~ ' . 
Numerosos pretratamientos han si~O~de~arrollados para incre

mentar la eficiencia de la sacarific~tf6rii~nzim§ti~a; estos pretrata-
mientos utilizan mAtodos ftsicos, qufmi~o~ y biólogicos para remover -
la li;¡nina y disminutr la cristalinidad de la' celulosa (de esto ya se
ha hablado en un apartado especial ,capitulo··III (pag. 15). Todos es-
tos pretratamientos ha tenido resultados en el incremento de la hidrQ. 
lisis de la celulosa, aunque, a veces los rendimientos de glucosa no-
han sido muy eficientes y pocos pretratamientos han sido desarrollados 
para llevar a cabo una conversión cuantitativa, de celulosa a glucosa, 
aunque todos los procesos sufren importantes inconvenientes, incluyen
do el gasto tan alto de energta requerida, tóxicos y reactivos caros, 
generación de fracciones de productos tóxicos que intervienen en las
subsecuentes reacciones de la fermentación (27). 

A pesar de los inconvenientes se hace necesario el pretrata
miento. Para remover la lignina y hemicelulosa y con e~to aumentar la
velocidad de reacción en la hidrólisis enzim§tica de .la celulosa. 

El pretratamiento con §ctdos o hidrólisis ácida ha sido el -
más utilizado desde 1812 (46) .. Utilizando ácidos· concentrados se tiene 
la ventaja de obtener altos rend.imÍentos (virtualemente del 100%) pero \ 
sufre un gran consumo de ácido y,el. costo de recuperación es muy al to. ,

1 



Diluir el ácido esiextrem-íÍd~mehte•si~ple; p'.~ro'.se obtienen bajos ren

dimientos y se rod.ucen gharide_s·JúiiiaS,YX~fpf',od~·.ctds de la degradación-

::: d :": ::: :: : ::: ; ; ~:: ,~;~~í~:l:jj~f f i!~~¡:~ :~:º::' p:: t;:::::; "::: 
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con á e idos di 1 u ido ~ oilre~·1a)imá~l;.i'zJ;!:ae;~qig ni na' y hem i e e 1u1 os a, i ne re- -

::: :: :: ::~ ::;;::w~:,111~f~r~1~'f~:~~~'H·;~::: ·::: ::::, h: ·, :::: :; ::· 
atención (46), La tem{er~tur·a a la cual se lleva e· ap~ox~manam<>nt<> a~ 
125ºC para.la lignJná.'.16Sº(para el ~ilanoy 234ºC para la celulosa;
sin emb~rgo, ~~~ierÍt~~·-e~tudios (46) han mostrado que la explosión de 

vapor no necesariamente incrementa lá-)1Tdrólisis y proponen un proceso 
denominado RASH (rapid Steam Hydrolisis)~qüe consiste en la continua-

extracción del gas y de los productos que se han solubil izado. 

Los pretratamientos con solventes orglnicos han sido consider~ 
dos como alternativa para remover la fracción de lignina. En este pre

tratamiento, la union de la lignina con la hemicelulosa se rompe y am

bas fracciones son solubilizadas cuando la celulosa es sólida. ~uchas

combinaciones de solventes, temperatura y tiempos de residencia se pu~ 

den real izar. La fracción organica es removida por evaporación y reci

claje en el reactor. En este tipo de pre-tratamiento la fase 1 íquida "

contiene xilosa. 

Otro tipo de pretratamiento que ha sido propuesto y/o •u'tiLi
zado es emplear NaOH a una temperatura de 80ºC; este pro-ces·o-lia sTdo~ ~-e-

adoptado por la industria de la pulpa y el papel, aunque no se le tia - · 

encontrado una aplicación comercial, como en este caso. 
Villet (87) señala que se hace necesario que varios pretrata-

-~. 
mi en tos Pli°!.~J:ª 1.'i g nocel ul osa sean comparados con métodos enzimáticos 
como por ejemplo, con los métodos químicos y examinar el P.fecto de la 

catálisis redox puede ser provechoso. La eficiencia termodinlmica del 

proceso de explosión de vapor también puede ser determinada y una eva

luación económica de los pretratamientos (biólogicos, químicos y físi

cos) basados en resultados experimentales se hace necesario. 

Aunque el proceso de bioconyers-ion de la celulosa, ha sido -

foco de mucha atención éste se considera como un pretratamiento que -

aQn no ha rendido suficientes bioproductos. 



UT!LIZACION DEL SUSTRATO. 
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no f) "· · · · .. ,'\,' • .. ,,,,, ,,,.,,,. »·~/"·,:'S!ii'1 •·•·,>.: 

,- ...... : __ :~ .. -. __ ·. --'.::: > ': __ :.:::_:: .. ___ -~ _'.· ·:: ·:' -; ::_·:· .. _· -,~ '',:· '. 

: ::::::f :, :::::~::~~;;: :: : :::~~~:~!~~ittr l}j~~g~~~~i!~·l·;¡;;:;: · 
de pen tos a~: s f~ r:~ :: : : :r t~~: ~ ~ :e~~~;~~~~~~i~f i~ftt~~~~·~>t~:~Ii~i: :á ~: :~ 
de utilizar como combustible en la:t~l~hfa:; / . ' .··.,. ' . 

Asimismo el furfural pue1Cie'i'Ü'tiJi·far~e c9mo solvente y producir 
material es de p l á s ti c o (urea - fu~ fu~~ 11) ;,y t ~ t r ah i d ro fura no y al c oh o l -
fu r fu r a l . S e ha n h echo mu ch a s i n v ~ i't i ~a c io ne.~ p a r a o b te n e r a p a r ti r ~ 
del furfura l otros productos como buÚdieno, es ti reno, vi ni lfurano, á
cido adípico, adiponitrilo: hex~metilen ;Ciami~a, l-butanol, lubriCan
tes y plásticos, aunque no se ha tenido aplicación industrial por el 
costo tan alto del furfural. 

Se puede utilizar los hidrolizados c5 para la producción de-
polioles. Los polioles furánicos son obtenidos de la xilosa por reac -
ción en un medio hidro-alcohólico que activa los grupos metilénicos y
pueden utilizarse ambos como productos intermedios para químicos finos 

y para la industria farmacéutica, en l•~~orinul,ción de nuevos poliure
tanos que presentan estabilidad térmica'.". 

Muchos de los trabajos experinielltsles'•para la utilización de -
la li:¡nina han sido realizados con.lighi~a~á's,·en la industria de la-

pulpa y el papel. La lignina, por un prÓ'.C:éséftii<lrolítico, puedeser.muy 
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diferente dependiendo: del proc.eso· que .se lleve a cabo .. Las lig_ 
ninas · han sido obteni~as 
por y con soíve~Ús -o~gáni 
( 46). ' '. ' ... ·.-•• __ ' 

. ·- _, 

-•--·.La> producción< dé 
y ha surgi db como u na la 
agrfcolas para alimentar 

EN RESUMEN : 

sido 
lulósicos aun queda mucho 

1.~ Desarrollar 

2 . - ;4 e'j orar 1 as 
. ,. '1 

can :irandes 

3.- Explorar 

4.- Estudiar 

ra un proceso efici~nte. 

de celulasas, la-

5 . - E 1 u c i dar el meca ni s m o de a c c {ó n de xi l a nas as , par a l a con ver s i ó n -
eficiente de la hemicelulosa. a etanol. La hemicelulosa abarca apro
ximadamente el 25% del peso de l a··biomasa l i gnocelul ósi ca. 

6.- Investigar más a fondo 
topatógenos, para utilizarlOs.en 
lulosa 

y genética de los hongos fi
i~degradación de la lignoce-

7.- Desarrollar cepas con alta tolerancia a los solventes. 

a.- Determinar en que momento de desarrollo de la biomasa puede ser co 
sechado el microorganismo, para una máxima producción de azacares -
fermentables; esto es, en qué estado vegetativo o de crecimiento -
puede tener menos lignificación. 

9.- lnvestigar la transferencia de gertes para el crecimiento a altas -
temperaturas de termófilos obligados a mesiífilos por métodos biote~ 

nológicos. <"•---e:-·_ 
- Estudiar el papel de los núéle6tidos ~fE}ifo~-en la re resión cata--

bolica. La manipulación g~nªtica.{e.s.un rné_l;Óc.d~. alter_nat vo que puede 
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utilizarse para lograr una resistencia a la represión catabólica. 

11. -

como hexosas mis eficientemente 
12.- Desarrollar metodologías 

ración 
lubles 

13.- Examinar 
h id ró l is is 

14.- Diseñar un 

15. -

16.-

17. -

18.-

tos de azúcares. 

res microorganismos, 

metabolicen pentosas, así-

ope
i ns,Q_ 

los componentes idóneos para jncr~menta~.la hidrólisis, 

19.- Estudiar la ecología microbiana de los procesos anaeróbicos.-; ,.'·:~·:· 

20.- Investigar y optimizar la geometría de los fermentadores, incluyendo
biorreactores con cllulas inmovilizadas. Estudiar la adhesión ~icro-
biana a superficies sólidas. 
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VII.- e o N e L u s I, o N E s 
'-) .)<' 

;~ ::;:;¡;~¡if ~~tiititll~iill!i~lt;I::;;¡;;;¡;~¡~~J11;:¡_ 
intento< qu ~· se ha\ h~;ch() a''':es:te 'éres~ ecXo ~'.Ad e~- tal f~ rma . qu~ mu chO s-•i nv es -

!!:'.~::1!i!lii1:1111i11:1111;1~r~:1~¡¡i;11111~:;;;'.;::;~ 
tados obte~idos en investlga~ió_~b~'s{~a e i~vestigación aplicada, esto -

involucra 'microorganismos, enzi~as,·pre't:ratamientos.··Y procesos, y así -
nacer 't:~ab~jos integrando cada uniÍ4é!e-·l~s;freasmen~ionadas. 

- .'·· ···-· - ', 

Se ha observado que los::produ¿to's que se pueden obtener mediante 

un proceso biotecnológico a parfir.Jde}la' lignocelulosa son muy diversos

aunque destacan las enzimas ¿'ei'ú'icí'í'íti"cas que tienen aplicación comercial 
-······;··::.---···-.;·:;_' .-'.' 

inmediata y consecuentemente),és}an':(Clisponibles en el mercado, pero como

la obtención es costosa, la;h_i~Y-.:~1'.J'Si5~enzimática también resulta de muy 
al to costo. ""'" .'.::''-· "":" · 

La biotecnología de h~}t't"ie~e ia respuesta a la ~ran cantidad de -

preguntas que han surgido eniornci a la utilidad de la lignocelulosa, -

que es considerada como uri c·~:ntaminafe- sólido- -11e~ariao a ocupar un gran 

volumen, se deben considerar los procesos biotecnológicos de aplicación

inmediata, para resolver el problema en un tiempo corto. Ya existe muchas 

soluciones a este respecto, como lo indica la gran cantidad de informa -

ción obtenida para realizar esta revisión. 
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