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RESUMEN 

..¡ u ne.. jT'l,;..··.¡ Gr" 

Í_OS en la 

.-:;e:-ter-m1nac ión d P l t· ept·esot· que e iercen 

a ct i vid ad 

s obrt? Carbo x imetil-cel ulosa ( C 1'1C! , papel fil tt·o ( F'F ) ' 

Las acti v i d adF> s e·1·,zimáticas mencionadas medidas 
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f u e e ncontrada sobre celohiosa a una concentración ce 0.1 % y la 

Los. r r· sul t a aos mastrar·on 

:,; ,.;oolL1canasa.s y x ilanasas dP C. 

QLle las 

/Lavi:sena son 

endog lLtcanasa.s, 

e x t t· dce l u i at· es 

mientras q w: la (1-'1lucos ia2s :i. no s .e encontt·6 en el sobn~nadante ni 

~t1 i~. s cé1 u! .fls intactas. 0e l CJ S sustratos oraoados la mayot· 

v~Loc1dad d~ c rPc1miento s~ encontt·6 q 1 uc:osa. , SefJ Lt id o p <:w 
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INTRODUCCION 
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De acuerdo con estudios realizados sobre la densidad 

de11109ráfica se preveé que la población mundial pasará de 4 400 

millones de habitantes en 1980 a unos 6 100 en el a~o 2 000. Con 

la aplicación de la tecnologia moderna el mundo en conjunto 

tendría tierras cultivables suficientes para alimentar a una 

población superior a la que posiblemente tendrá jamás, sin 

embargo, los recursos de tierra están distribuidos de forma muy 

desigual en relación con la población <Wardle, 1985). 

Esta situación la necesidad de buscar 

alternativas alimenticias para el ser humano y los animales útiles 

para el mismo. 

Un recurso importante que no ha sido totalmente 

aprovechado lo constituye la celulosa la cual al ser un producto 

da la fotosíntesis es una fuente renovable de energía <Zhu, V. S., 

et al, 1982>. La cantidad de carbono que se fija por esta via se 

ha estimado en 100 billones de toneladas por a~o y la mitad de 

éstas corresponden a celulosa <Ryu, D. D. v. ~ Mandels, M. 1980>, 

este polímero es un desecho importante de las 

agroindustriAs(pulpas, papel, etc.>. 

Muchos microorganismos pueden degradar la celulosa a 

productos solubles atediante un sistetna enzimático conocido 

genéricamente con el n0111bre de celulasas. Sin embargo, 
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actualmente la conversión de este sustrato no es eficiente como 

pa r a ser llevado a una escala industrial 

Litchfield, 19831. 

<De la Torre, 1985; 

Desde la década de los 50's las enzimas celuloliticas 

han sido ampliamente estudiadas. La mayoría de los trabajos se 

han enfocado a producción y excreción, sin embargo, la comprensión 

de las cinéticas, el modo de acción, asi como la regulación de la 

s1ntesis de celulasas son de especial importancia para la 

producción en gran escala de estas enzimas y la subsecuente 

obtención de azucares fermentables. 

En el departamento de Biotecnolog1a y Bioingenier1a del 

CINVESTAV, IPN se han realizado estudios para la producción de 

protelna de origen bacteriano a partir de residuos agr1colas 

<ba9azo de ca~a>. El proceso se ha llevado a cabo con un cultivo 

mixto integ r a.do por Cel lulomonas flavi6ena y Xanthomonas sp . 

Para apoyar y complementar los estudios anteriores se 

planteó el presente proyecto con los si9uientes objetivos: 

1> Conocer el efecto de diferentes fuentes de carbono como 

bagazo de ca~a. celobiosa y lactosa sobre la inducción del 

sistema celulolitico de Cellulom.onas flavi6ena. 

2) Determinar sl glucosa y glicerol ejercen un efecto 

represor sobre el slstema celulolitico de la misma cepa. 
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ANTECEDENTES 
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Microorganisa> 

Las enzimas celuloliticas son sintetizadas por un gran 

número de microorganismos, entre los cuales se incluyen hongos, 

actinomicetos, mixobacterias y eubacterias <Tabla 1 >. Sin 

embargo, son relativamente pocos los microorganismos que producen 

cantidades significativas de enzimas celuloliticas. Algunos de 

ellos excretan sólo endoglucanasas y ~-glucosidasa y no son 

capaces de hidrolizar celulosa cristalina. 

Algunos hongos han sido reportados como productores de 

enzimas capaces de degradar celulosa nativa <Tabla 1 >; de los 

cuales, Trichoderma. viride y Trichoderma. reesei parecen ser 

actualmente los microorganismos más promisorios <Litchfield, 1983; 

Ennari ~ Markkanen, 1977>. 

De los estudios realizados en procariotes, la actividad 

celulolitica se ha encontrado tanto en bacterias 

<Bacillus, Cel lulom.on.as, etc> 

<Therm.oac ti nom.yces. 

<Pseudom.on.asl, 

Therm.om.onospora) 

anaerobios 

como 

<Hagget, 

facultativos 

Cetlulom.onasl y aerobios estrictos <Clostridiwn...). 

en 

1981); 

mes6filas 

term6filas 

aerobias 

<Baci l lus, 

El microorganismo usado en el presente trabajo fué 
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Tabla 1. Microorganismos degradadores de celulosa. 
<Tucker, et al, 1989; Bond, et al, 1989; Sanyal, et al, 1988; 

Curskey, et al, 1983; Enari, 1983¡ Enari ~ Markkanen, 1977>. 

Hongos Bacterias 

Mixobacterias 
Trl.choderma Sporocytopha.tJa 
Sporotri.chum. Cytopha.tJa 
Pen.i.c i l l i. um 
Polyporus Actinomicetales 
/'fyrotheciv.m Hi.crom.on.ospora 
Fv.sariv.m Str•ptomyces 
Chaetomi.um. Therm.oacti.n.omyces 
[ rPtlX TMrmom.on.ospora 
Schizophyl lv.m Therm.opolyspora 
Se l.:-rot i wr. 
T-:r.laromyc.:-s Eubacterias 
Therm.oasc \.IS Baci l lus 
Thi.•Lavia C•LLuLorn.onas 
ASPtlrtJi L l 'US Ps•udorn.onas 
Ne\.trospora Clostri.di.v.m 
A•robasidiv.m Bacteroi.des 

Rv.mi. n.ococcus 
Acidothermv.s 
Er\Vinia 
Acetivi.brl.o 
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aislado de muestras de suelo por De la Torre <1981>. Esta cepa se 

seleccionó por presentar mayor actividad en la degradación de 

celulosa y una velocidad de crecimiento más alta en comparación 

con las demás cepas ailadas. 

Las bacterias del género tienen la 

capacidad de utilizar la celulosa, produciendo ácido láctico y 

acético en concentraciones variables a partir de glucosa 

<Marschoun & Rapp, 1987>; secretan tres tipos de enzimas 

relacionadas con la celulolisis: endoglucanasas, exoglucanasas y 

(3-glucosidasa y/o celobiosa fosforilasa <Stackebrandt ~ Kandler, 

1979). Las endoglucanasas y e xoglucanasas son liberadas al medio, 

mientras que la (3-glucosidasa siempre se ha econtrado unida a la 

célula <Stoppok, et al, 1982>. 

En estudios realizados por De la Torre ( 1981) y 

Ponce-Noyola <1982>, se ha observado que Cett~tomo~..as ftavi~ena 

mantiene una relación mutualista con Xantholl'..onas sp, cuando se 

hacen crecer sobre bagazo de caria, donde ésta última proporciona 

vitaminas o precursores de las mismas y C. 

actividad celulol1tica libera azúcares solubles y probablemente 

algunos factores de crecimiento. 

Sustrato 

La celulosa es el recurso renovable mAs abundante; sin 
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etnbarQo no se encuentra puro en ninQuna fuente natural. Aun las 

fibras de al9odón, la for•a •ás pura de celulosa disponible en la 

naturaleza contienen alrededor del 6% en peso de polisacáridos no 

celulósicos, proteinas y minerales. Los polisacáridos no 

celulósicos corresponden a almidón, pectina y una gran variedad de 

hemicelulosas. Estas hemicelulosas incluyen polimeros o 

heteropolimeros de 9alactosa, manosa, xilosa, arabinosa y sus 

ácidos urónicos. Además la celulosa se encuentra en intima 

relación con la lignina, un complejo tridimensional formado por 

unidades de fenil-propano <Cowling ~ Kirk, 1976>. 

El bagazo de ca~a. la fuente de celulosa utilizada, 

contiene un 48.63% de celulosa en estado nativo y 75.36% después 

de haber ~ido sometido a un tratamiento alcalino<De la Torre, 

1981>. <Tabla 2>. Es un residuo de la industria azucarera y 

representa una consideraQle reserva mal valorada de azucares para 

fermentación. 

La celulosa es un pol1mero lineal de más de 14 000 

residL1os de glucosa unidas por enlaces f,-1-4. La unidad básica 

repetible es la celobiosa. Las cadenas de celulosa orientadas en 

paralelo con respecto a su compa~era, se asocian para formar 

fibrillas insolubles en las cuales las cadenas se unen por puentes 

de hidrógeno, que ayudan a mantener la rigidez de la celulosa. 

Dentr6 de las fibras de celulosa existen zonas de completo orden o 

Areas cristalinas y zonas da poco orden o re9ionas amorfas donde 
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Proteina 

Extracto 

Celulosa 

Lignina 

Cenizas 

Extracto 

Tabla 2. Analisis qulmico del bagazo de ca~a 
<De la Torre, 1981>. 

Bagazo de cai'ía Bagazo de cai"[a 
tratado 

Y. Y. 

1.26 1.60 

et e reo 3.05 1. 91 

48.63 75.36 

24.81 12.11 

5.25 2.33 

no nitrogenado 17.00 b.b9 
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El Qrado de 

cristalinidad var!a según la fuente y el trataaiento al cual la 

celulosa ha sido sujeta CCau9hlan, 1985>.<Fig. 1>. 

caracteristicas estructural•s del material 

celulósico que determinan su susceptibilidad a degradación 

enzimática incluyen: 1> el grado de hinchazón por agua, 2> la 

cristalinidad, 3> el arre~lo molecular 4> el contenido de 

materiales asociados COlllO la lignina y 5> la estructura capilar de 

las fibras. Siendo la cristalinidad el parámetro estructural que 

m~s afecta la hidrólisis enzimática del material 

1980>. 

<Fan, et al, 

SisteMa enziMltico 

Es bien sabido qu• la r!pida hidrólisis de la celulosa 

nativa requiere la independiente y cooperativa acciOn de una 

m•zcla de •nzimas. Las actividades presentes en esta 111ezcla han 

sido identificadas pero aún no se conoce bien •l número de enzimas 

que intervienen y como se int•rrelacionan entre si. 

Ree!Mt y col Cl950> propusi•ron un modelo para la acciOn 

de las celulasas sobre celulosa cristalina. 

el cual ~roducia mol•culas lineales a 

Un factor llamado e,. 
partir de celulosa 

cristalina • De la celulosa amorfa se obtenian azúcares solubles 
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FIBRILLAS 

R. CRISTALINAS 

R. AMORFAS 

FIG. 1. U8recterí1tica eatructurala y molecular• de I• celuloae. 
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Poi' la.acci6n del 

celulosa nativa. 

Celulosa 

cristalina 

e 
1 

Celulosa 

amorfa 

sobre 

e Productos ____ .. Celobiosa 
solubles 

Actualmente el concepto de "Complejo celuloli tico" 

incluye tres tipos de enzimas: 

Endo-~-1,4-D-glucan 4 

comunmente conocida como 

endoc;¡lucanasa. 

glucanohidrolasa. <E.C.3.2.1.4>, 

e ' >< 
carboximetil-celulasa o 

2> 1,4-(1-D-Qlucan celobiohidrolasa. <E.C.3.2.l.ql), conocida 

como avicelasa, exoglucanasa o C
1

• 

3) ~-D-1,4 glucosidasa. <E.C.3.2.1.21>, también llamada 

celobiasa. 

ENDOGLUCANASA. Probablemente sea la enzima mAs estudiada del 

sistema y a pesar de ésto de las menos entendidas, debido 

probablemente a la multiplicidad de formas en que se presenta ésta 

enzima. sido desde 

una endoglucanasa de peso molecular de 40 000 daltons CThayer, 

1qa4>,hasta ó isoenzimas con pesos desde ó2 944 a 120 572 daltons. 

<Prasertsan, et al, 1986>. 
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Todos los •icroorgani!UIOS c•lulol1 tic~ son c;apaces d• 

producir ~sta enzima. El llétodo más frecuentRlll9f'ltR usado para su 

dete,..-inación •s la cuantificación de azocares reductores 

liberados por acción de la enzima sobre carboxi•etil-celulosa 

<Mandels, 1976>, aunque también se puede usar hidroxíetil-celulosa 

<Enal"i, 1983>. 

La endoglucanasa actúa sobl"e celulosa amorfa en forma 

azarosa, resultando en un rápido decremento de la longitud de la 

cadena y un lento incr•mento de grupos reductores. Los productos 

intermedios son oligosac~ridos solubles, posteriormente 

hidrolízados a celobiosa y glucosa. Las endoglucanasas aisladas 

aparentemente muestran poca capacidad para hidrolizar 

celulosa cristalina <Wood, 1985) .. Saharabudh y col 

a la 

( 1987) 

reportan qua la CMC'asa da PenicittiWTt /unicutosum hidroliza no 

sólo enlaces ~-1,4; sino también enlaces ~-1,3; ~-1,6; a-1,4 Y 

01-l, 6. 

2> CELOBIOHIDROLASA. Esta celulasa s• presenta como el mayor 

constituyente de los sistemas celuloliticos fúngicos <Wood, 1985). 

Algunos autores sugieren que sólo se encuentra en hongos, ya que 

las bacterias exhiben una actividad hidrolitica muy limitada sobre 

celulosa cristalina <Gong, 1979). Sin embargo O'Neíll y col 

(1986> reportan para CeLtutomonas fimi la presencia de un gene que 

codifica para una exoglucanasa. 
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Esta enzima degrada celulosa liberando unidades de 

celobiosa a partir de los extre111Ds no reductores de la cadena 

<Wood, 1985>, no ataca celulosa substituida lo que refleja un alto 

grado de especificidad. La celobiohidrolasa hidrol iza 

celodextrinas pero no celobiosa <Enari, 1983>. 

3) ~-GLUCOSIDASA. Es la única enzima de este sistema cuyo 

sustrato especifico está disponible. Celobiosa, salicina y 

p-nitrofenil-D-¡1-glucosido se utilizan para determinar su 

actividad <Mandels, et al, 1976). 

Muchos autores no la consideran una celulasa, ya que 

esta enzima no puede actuar sobre celulosa; como menciona Wood 

<1985) al papel de la {l-glucosidasa es el de remover el efecto 

inhibidor de la celobiosa, que es el principal producto de las 

otras dos enzimas. 

La ¡1-glucosidasa de Tr·l.chod8rm.a. reesel. es fue r temente 

inhibida por c;¡luconolactona. Hidroliza enlaces f,<1-1>, f,<1-2> Y 

/3<1-6) tan bien como enlaces P,<1-4> <Yong-Hyum, et al, 1980 ). 

Cel t-ulo.T~r:.as /!.mi. contiene 2 ¡'3-c;¡lucosidasas. La primera 

es activa en PNGP pero no en celobiosa, siendo por lo tanto una 

.aril-¡1-D-glucosid.asa y l• seg•.mda es .activa •n celobiosa, una 

{l-D-glucósido 9lucohidrolasa <celobiasa verdadera>. Estas 

.actividades solo se observaron en extractos celulares y no 
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solubles <Wakarchuk, et al, 1984>. 

Las diferencias reportadas en especificidad de sustrato 

para estas actividades se resumen en la Tabla 3. 

El modelo comunmente aceptado para la hidrólisis de la 

celulosa muestra un mecanismo en el cual la endoglucanasa actúa en 

las regiones amorfas de las fibras de celulosa formando extremos 

libres no reducidos donde la celobiohidrolasa remueve unidades de 

celobiosa. La ~-glucosidasa completa la hidrólisis removiendo la 

celobiosa, que es el inhibidor por producto final de la 

celobiohidrolasa y la endoglucanasa. En este modelo, la 

endoglucanasa parece ser la que 1 imita la· tasa de actividad 

<Enari, 1983>. <Fig. 2>. 

Por incubaci ó n de la cel u l osa con enzimas purificadas 

reesei se ha demostrado que la 

celobiohidrolasa y la endoglucanasa actúan sinergisticamente, por 

lo que para una hidrólisis comoleta de la celulosa es necesario 

que ambas enzimas estén presentes <Enari, 1983). 

Wood <1985> sugirió que no se requiere la interacción 

endo-exo para la celulolisis bacteriana y que la degradación puede 

ser por: 

1> Una alta concentración de endoglucanasa protegida en un 

16 



Tabla ... _, . Hidrólisis de diferentes sustratos 
c1tlulol1 ticas 

por 

<Tomado de Enari, 1983>. 

Enzima Sustrato 

Celulosa . CMC Celulosa Ce lote-
cristalina amorfa traosa 

Endoglucanasa - + + + 

Celobiohidrolasa + - + + 

(J-glucosidas.a - - - + 

17 

enzimas 

Celobiosa 

-

-
+ 



REGlON 
CRISTALINA 

/ 
CELOBIOHIOROLASA l 

'- ' 

REGlOH 
AMO~A 

~)_ 

,, l EG/~ 
-

-r1 
-GLUCOSIPASA • 

• • -- • 
• • • • • • 

GLUCOSA 

F lG. 2. Representación esquematic• de los estados secuenciales de la 
hidrÓliai1 enzimática de la calulose CEneri. IQ83). 
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ambiente especial en la vecindad inmediata de la célula 

bacteriana. 

2) Una endoglucanasa mantenida por la bacteria en la correcta 

configuración de la celulosa cristalina. 

Biosintesis de celulasas 

La utilización de la celulosa por 

celuloliticos es un proceso biológico muy lento. 

macromolecular e insoluble de la celulosa 

microorganismos 

La naturaleza 

requiere que la 

inducción de las celulasas ocurra sin la interacción directa entre 

el sustrato y las mol6culas efectoras intracelulares. <Beguin, et 

al, 1977> Esto puede operar por: 

1> Inducción por contacto directo con la celulosa, donde la 

celulosa interactúa con el mecanismo de formación de celulasas 

via receptores localizados en la cara externa de la célula. 

2> Inducción por productos de degradación de la celulosa, bajo la 

idea de que peque~os niveles de celulasas producir1an bajas 

cantidades de productos degradados que podrian actuar c~o 

clásicos inductores. 

La respuesta de las c6lulas a diferentes inductores 
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varia dependiendo tanto de la concentraci4n COlllD del tipo de 

inductor, pero en general se acepta que la sintesis de las 

celulasas por los microor9anismos está regulada por un mecanislllD 

de inducc.ión-represión. 

Los inductores conocidos de este sistema tienen doble 

función. Pueden utilizarse como fuente de carbono para el 

crecimiento celular y promover la sintesis de las celulasas. 

Idealmente el papel de un inductor se debe limitar a disparar la 

sintesis enzim.ltica, los inductores no deberian ser hidrolizados 

para no sufrir modificación quimica una vez dentro de la célula. 

Los llamados "inductores gratuitos• serian excelentes para el 

estudio de la sintesis de celulasas, desafortunadamente no se han 

encontrado para estos sistemas. En hon9os del género Tríc~.cc!er~.a. 

se ha sugerido que la soforosa actúa como tal. 

Como se mencionó anteriormente, se acepta que las 

celulasas son enzi•as inducibles y repri111ibles. En la tabla 4 se 

muestran alc;¡unos sustratos que h~n sido reportados como inductores 

y represores en algunos sistemas fúngicos. 

No todos los organismos se comportan de la misma manera, 

Kawamori y col <1987> encuentran que el sistema celulol1tico de 

T~rmaascv.s aurant(ac\.LS es con•titutivo. 

Es por mucho, menos lo que se conoce de las celulasas 
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T~bla 4. Sustratos inductores <obviando celulosa> y represores de 
slstemas celulol1tícos füngicos. 

Especie Sustrato Actividad Referencia 

Trichode rma r eE-sei Lactosa + Farkas, et al, 
-- 1987 

Trl.choderma reesei Celobiosa trazas 
Lactosa + 
Xi lana -
Almidón - . 
Mal tosa -
Sacarosa -
Glucosa -
Xi losa - Kawamori, et al 
Arabinosa - 1987 

Trichoderma rees.r1i Glicerol - Curskey, et al, 
1983 

Trichoderma har·zani wn Lactosa + Mes-Hartre, et 
al,1988 

Trichod•rma harzaniwn Glicerol - Kalra, et al, 
1984 

Trichod•rma psev.dokoi ntrii Soforosa + 
Celobiosa + 
Man osa + 
actos• + 
Sac•rosa -
Man osa -
Gl<.tcosa -
FrLlctosa - Zhu. et il l 1982 

Tri<:. hodarma curva ta Celobiosa + Stutzer.berc;,er, 
Glucosa - 198!5 

A~rtfi L tu• ni du l O.rl$ Glicerol - Bagc;,a, et al, 
Glucosa - 1989 

Cvernia prv.nostri Celobio$a + Vac;¡uie, et al, 
(liquen) 1988 
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bacterianas, éstas pueden ser inducibles o constitutivas; la 

mayoria de los estudios indican que el sistema es regulado por 

inducción y/o ,represión por fuentes de carbono fácilmente 

metabolizables. Los inductores y represores reportados para estos 

microorganismos se resumen en la tabla 5. 

En estudios realizados por Greenberg y col e 1987> en 

Cet LuLomonas fim.i se encantaron dos endoglucanasas y una 

exoglucanasa; las tres enzimas fueron reguladas por la fuente de 

carbono a nivel de transcripción. Sin embargo, una de las 

end~lucanasas e codificada por el gene cen B> fue transcrita a 

niveles bajos aún en presencia de glucosa; por lo que se supone un 

nivel basal que produciria los verdaderos inductores para la 

sintesis de celulasas. 

Por lo anteriormente expuesto, es claro que un modelo 

unificado de la sintesis de celulasas es dificil de construir, 

dada la gran diversidad de respuestas de los organismos a varios 

inductores y medios de crecimiento. Gong y Tsao <1979> han 

propuesto un modelo que tr .. ta 

reQulacion de éstas enzimas 

celulolitico <Fig. 3>. 
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Tabla 5. Sus t ratos inductores (obviando celulosa) y represores de 
~istemas celuloliticas bacterianos. 

Especi.e Sustrato Actividad Referencia 

Bácterot. des c el l ulosol1.1e n s Glucosa -
Ce l obiosa - Mur r a y , 1987 

FseudolT'.o r,as f luo i-escen s Sof orosa + 
Celode xtrinas + 
Celobiosa + 
Celohexosas + 
Glucosa -
Almidón - Y amane, et al 
Lactosa - 1970 

Cel l't.tlomonas sp Xi lana -
Galactomanosa - Poulsen, et al 
Almidón - 1988 

Cel lulomonas sp Glucosa - Vladut-Talor, 
et al, 1986 

Cel lulomonás fi.m.i. Glicerol - Greenberg, 
Gluco&a - et al, 1987 

Cel lulomonas f i.m.i Glucosa - Stewart, et al 
Celobiosa - 1976 

1 
Cel lulomonas uda Cel obi osa + Der maun, et al 
<anaerobiosisl 1988 

Ce l l uloll\OnáS uda Lactato - Chosson, 1987 

C•l l ulomonás uda Glicerol -
Glucosa - Schmiz, et al 
Celobiosa - 1983 

C~l lulomonas uda Celobiosa + 
Glucosa -
Man osa -
Maltosa -
Lactosa -
Almidón -
Peptona - Stoppok, et a 
Soforosa - 1982 

C•L lulomonas llavi.11ená Celobiosa -
Glicerol - Be-guin, et al 
Acetato + 1977 
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E:{ terior Membrana Citoplasma 

Glucosa 

Celobiosa ~ Celot::iosa s¡lucosidasa •Glucosa 

r 
'transpor'te 

lt t 1 1 

1 activo. 1 
Inductor activo 1 it 1 lnductor-prote1n• glucosa 

Celulolisis •represora 1 'oxidasa 

t ¡ 1 
Inducción Repres.ión f. _, 

Celulosa .!+-------" 
+ 

Transcripción y traducción 

Celulasa ~ 

liberación Cel~lasa unida c•lula a 
extrac:elufar .. 

Gluc:onolactona 
+ 

Ac: • gluc6nico 

Fic;;. 3. Modelo propuesto · pat~a la regulación de la bios1nt&sis de 
celulasas (Gong y Tsao, 1979>. 
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MATERIALES Y METODOS 
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Ceiiuiom.onas ftavteena, aislada del cultivo mixto ATCC. 

Fuente CDBB-b-532 <CINVESTAV, IPN>; fué aislado de muestras de 

suelo <De la Torre, 1981>. Es un bacilo corto, recto, Gram +, no 

presenta flagelos y es anaerobio facultativo. En placas de medio 

rico forma colonias circulares, ligeramente elevadas, de bordes 

lisos y de un color amarillo claro <Bergey, 1974>. 

Medio de cultivo 

a)l'tedio de propagación: Infusión cerebro-corazón <BHI>; 37 g por 

litro. <Bioxon>. 

NaCl 

<NH > SO • z • 

CaCl z 

1'1gC1
2 

* PO-• • 

2.5 

0.1 

0.1 

3.5 

<Las sales usadas son de grado industrial y el agua de la llave>. 

* Los fosfatos se obtuvieron por neutralización de H
8
PO, al 

85% con KOH. 
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~l medio se le a~aoiO ademas tiamina y c1ct1na a una 

concent r ación final de 10 µg /l / 1 mg ; l respect1~amente. 

Sustratos 

-Bac; azo d:? caf'la. 

la Torr' e (1981). 

Sometido a tratamiento alcalino desc r ito por de 

El bagazc ya seco fué mol1c c en un melino de 

por una malla 40. 

-Celobiosa. !Sigma) 

-Lactosa CMerckl. 

-GlL•c:osa. <J.T. Baker). 

-Gli:::erol. <J.T. B.akerl. 

Consé-r vac i ·.:·ra del <:ul ti vo 

C. flau i~ena fué crecida en tubos inclinados con medio 

mineral, 0.02X de e~t ractc de levadura, 2% de agar bactericl69ico 

y carboximet1l-ce ~u losa al lX como Unica fuente de carbc~o y 

energ1a. Los tubos se incubaron de 24 a 48 h a 37ºc, 

La re-: i embra 

fué mensual. 

Preparación del in~culo 

A paYtir de un tubo de c:onservac:ión se inoculó un matraz 
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de 250 ml con 50 ml de medio BHI, el cu.al se incub::'.; durante 24 a 

37°C, con agitación a 200 r~m. Las cél u las se cosecharon por 

centrifugacio~ y se resuspendieron en medio mineral esteril a su 

volumen original; SE les agreg~ tiotina y tiamina a una 

concentración final de 10 ~9 / ml v 1 mg / ml respectivamente. esta 

suspensi ~n se llevó al ferme n tado r como : nó culo. 

Fermentación 

Se realizaron cineticas oe crecimiento y producción de 

las enzimas sobre los diferentes sustratos <bagazo de ca~a, 

celcbicse>-, lactosa, glicerol y glucosa> en un fermentador de 1 1 

' Multigen, New Brunswick, Scientific Ce. >, tomándose muestras 

periódicamente hasta que el cultivo llegó a fase estacionaria. Se 

mantuvieron las siguientes condiciones de operación: volumen 500 

ml, temceratura 37°C, aereación 2 vvm, agitación 300 rpm y pH 7. 

Localización de las enzimas 

Las muestras tomadas fueron filtradas para eliminar al ---
bagazo y posterior mente ce~trifugadas a 10 000 rpm durante 15 min. 

a 4' C cara separar la fracción celular, ésta se lavo tres veces en 

buffer Tris-HCl 0.05M pH 7.2. Se determino actividad de CMC'asa, 

PF'asa, n -gluc osidasa y de x ilanasas, te1nto en la fracción celular 

come en la de l sobrenadante. 
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Técnicas 

DeterRú.nación del crecimiento 

El crecimiento se cuantificó indirectamente po r medio 

de una curva en la que se relacionó absorbancia a 660 nm con peso 

seco de biomasa celular. 

Para eliminar interferencia por bagazo de ca"a residual 

en la determinación de las muestras obtenidas en este sustrato se 

filtró a través de papel. 

Determinación de proteina 

Se determinó en el cultivo total y en el sobrenad3nte 

por el método de Lowry et al (1951). La curva patrón se realizó 

con albúmina de suero de bovino. 

Determinación de azúcares 

Se empleo la técnica del ~cido dinitrosalicilico <DNS>, 

descrita por Miller (1959>. Se hicieron curvas tipo para glucosa, 

xilosa, celobiosa y lactosa. 
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Determinación de las actividades enzimaticas 

Actividad sobre carboximetil-celulosa 

Con esta prueba, de acuerdo con Mandels et al <1976>, se 

cuantifica la actividad de endoglucanasas. 

Reactivos 

Solución reguladora Tris-HCl 0.05M pH 7,2 

Carboximetil-celulosa al 1% p/v en regulador tris-HCl 0.05M pH 7.2 

Reactivo de DNS 

Se toman 0.5 ml de la solución enzimática y 0.5 ml del 

sustrato <CMC> se mezclan e incuban 3 min a soºc. La reacción se 

detiene por la adición de 3 ml del reactivo de DNS. Se continúa 

con la técnica para la deteminaci6n de •zúcares reductores. 

L• curva utilizada se realiza con celobiosa y la actividad se 

reporta como Unidades Internacionales <UI=µmol de 

liberados por mililitro de enzima por minutol. 

celobiosa 

Un blanco de enzima fué preparado para descartar los 

azúcares presentes en la muestra y un blanco de sustrato para 

eliminar l a in terferencia que pudiera causar la CMC. 
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Ae~ivided •obre pepol fil~ro 

Se utiliza para la de t e r minaci ó n de la actividad del 

comple j o celulasas. 

Reactivos 

Solucion reguladora Tris-HCl O.OSM pH 7.2 

Ti r as de papel filtro Whatman #1 de 1 X 6 cm 

Reactivo de DNS 

Se toma 1 ml de soluciOn enzimática y 1 ml del regulador 

Tris-HCl se agrega una tira de papel y se incuba durante 30 

minutos a 45°C. La reacción se detiene con la adici6n de 3 ml 

del reactivo de DNS. Se continua con la técnica para la 

determinación de azúcares reductores. La curva se reali z a c on 

celobiosa y la actividad se reporta como UI (µmol de celobiosa 

liberados por mililitro de enzima par minuto). 

De igual manera un blanco de enzima y un blanco de 

sustrato es preparado. 
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A~tividad d9 n-glucosidasa 

Reactivos 

Soluci ó n r eguladora Tris-HCl 0 . 0 5M pH 7.2 

Salicina al 1% en regulador Tr i s-HCl 0.05M pH 7.2 !J.T. Baker) 

Reactivo de DNS 

En un tt.tbo de ensaye se colocan O. 5 ml de la solución de salicina 

y 0.5 ml de la solución enzimática. Se incuba 30 min. a 41 C, se 

adicionan 3 ml del reactivo de DNS y se continua la técnica para 

la determinación de azucares reduc t ores. La curva patrón se 

realiza con glucosa, reportandose la actividad como µmol de 

glucosa por mililitro de enzima por minuto. 

Actividad sobre xilana 

Reactivos 

Solución re9uladora citratos-fosfatos 0.5M pH 7.0 

Xilana al 11. <Sigma> 

Reactivo de DNS 

l ml de regulador citratos-fosfatos, 1 ml de xilana y 1 

ml de enzima se mezclan e incu ban c on agitación durante 5 min a 
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~oºc. La reacción se detiene con la adición de 3 ml del reactivo 

de DNS, se continúa con la técnica de determinación de azúcares 

!"eductores. La curva se realiza con xilosa y la. actividad se 

reporta como UI lµmol de x ilosa liberados por mililitro de enzima 

gor minuto). 

El blanco de enzima se prepara con 2 ml de r e9 u lador y 1 

ml de enzima. El blanco de sustrato con 2 ml de regulador y 1 ml 

de la solución de xilana. 

Determinación de actividad en placa sobre carboximetil-celulosa 

Reactivos 

Agar bacteriológico 

Carboximetil-celulosa 

Rojo Congo 0.1% 

NaCl 111 

HCl 1N 

Las placas se realizaron 

carboximetil-celulosa al O.IX. 

con agar al 2'l. y 

Se colocan 20µ1 del sobrenadante en la superficie del 

agar y se incuban durante 1 h. a 50 C. 
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Para el revelado se cubre la placa con rojo congo 

durante 15 min., se lava otros 15 min. c on NaCl y finalmente se 

vira a azul con HCl. La actividad se denota por zonas claras que 

cont r astan con el fondo azul ITeather, et al. 19821. 
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RESULTADOS 
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Localización de las enzimas 

Para determinar la localización de las enz i mas se midió 

actividad de n-glucosidasa, endoglucanasa, xilanasas y sobre papel 

filtro, tanto en el sobrenadante como en las células lavadas. En 

todos los casos excepto n-glucosidasa la actividad detectada se 

encontró mayoritariamente en el sobrenadante y en las células 

intactas apenas se registró alrededor del lX de la actividad 

total. La actividad de n-glucosidasa no se detectó en ninguna 

fracción. ObservAndose este comportamiento en todas las fuentes 

de carbono probadas <Tabla 7 y 8> por lo que. sólo se muestran las 

cinéticas de producción de enzimas excretadas. 

Inducción 

Se desarrolló a CeLLuL o monas /Lavi8ena en los sustratos 

probados como inductores obteniéndose lo siguiente: 

a>Bagazo de ca~a 

En las pruebas de crecimiento la correlación 
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turbidez - ceso seco del cultivo desarrollado en bagazo de ca"ª• 

mostro variaciones con respecto a le esperado dada la 

concentración de proteina encontrada, por esta razón, todos los 

resultacos de crecimiento se e xpresaron como prcteina celular para 

aue pudieran ser comparables entre los diferentes sust ratos. 

Se probaron dos concentraciones de bagazo de ca"a como 

inductor, 0.5% y 1%. El crecimiento que se obtuvo en estas 

condiciones se muestra en la Fig. 4. Como se puede observar 

cuando la concentración fue del 0.5% se tuvo un periodo de 

adaptación de 20 h y una fase exponencial con una velocidad 

especifica de crecimiento de 0.10 h-1
• Mientras Que en bagazo de 

ca~a al lX, el cultivo mostró dos fases de crecimiento; 

comprendida entre las 10 y 24 h con una µ=0.11 h-1 y 

la primera 

la segunda 

con una µ=0.009 h-1
, a esta concentración de sustrato la fase lag 

fué notoriamente menor 110 hl. 

La velocidad especifica de crecimiento (µ) del cultivo 

se determinó ~raficando el logaritmo natural de la concentración 

celular Cg/ll contra la edad del cultivo Ch>, ajustándose las 

rectas por el método de regresión lineal, siendo para tedas las 

pruebas r 2 ) 0.98. 

Las curvas de actividad de endoglucanasa siguieron un 

compcr tamie~to semejan te a las curvas de crecimiento en las dos 

concen t r aciones de sustrato probadas, mientras Que la actividad 
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Fig: 4. Cinética de cre­
cimiento de c. flavigena 
en bagazo de-cafia. 

6 1%, I 0.5% 

Cada punto es promedio de 
dos o tres experimentos. 
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ll 

Fig. S. Cin~tica de producción. de enzimas celuloliticas y xilanoliticas 
de f· flavigena en bagazo de caña. (a) 0.5% y (b) 1%. • actividad so-­
bre CMC, 1 actividad sobre P.F. 1 xilanasas. 
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sobre papel filtre se encontró en el medio desde el inicio de la 

fermentación <Fig. 5). En el caso de actividad xilanolitica, si 

bien parece, seguir un comportamiento asociado al crecimiento, su 

seme j an za con la cur ~ a de crecimien to no es tan marcada como en el 

caso de la endoglucanasa. 

Las act iv id a des má x imas y especificas de cada enzima se 

resumen en la Tabla 8. Como era de esperarse, el c r ecimiento y 

las actividades enzimáticas fueron proporcionales a la 

concentración de sustrato. 

En estos e xper imentos no se observó acumulación de 

azocares reductores en el medio, siendo 0.6 gil el má x imo valor 

encontrado en bagazo de ca"ª al 1% y de 0.3 g/l en bagazo de ca"a 

al 0.5%. 

b)Lactosa 

Cuando se usó lactosa como inductor, también se probaron 

dos concentraciones, 0 .2 y 0.5% p 1v. En ambas condiciones las 

cinéticas de crecimiento fueron muy semejantes <Fig 6)' 

observándose una fase lag de 24 h y una fase exponencial con una 

velccidad esoec i fica de crecimiento de 0.04 h-1
. 

la n a ja cor. cent~ ación de pro t eina celular a 

alcanzánoose 0.29 g/l y 0.32 g / l para 2% 

39 

Cabe hacer notar 

la. que se 

y -=·, .., ,. de 

11 egó, 

lactosa 



! 
8 

. 
Fig. 6. Cinitic~ de crecimien 
to de c . fla v igena en lactosa-

• 0.2% 1 0.5% 

11 21 31 SI " ie 
TIEMPLI (h) 

1 (&) (bl 

f N 
Fig. 7. Producción de actividades xilanoliticas y celuloliticas por 
f. · flavigena durante su crecimiento en lactosa: (a) 0.2% y (b) 0.5%. 

• actividad sobre CMC, 1 a~tividad sobre P.F., 1 Xilanasas. 
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respecti v amente. 

La acti v idad sobre CMC len las dos concent rac18nes ce l actosa 

probada s ; s e ree¡istr6 hasta h; SLI c ompot't amiento 

fL1e irre c:¡ula ,- ;:;o ~ · l e que se sepa~-6 c1e la curva de c reci miento, sin 

emoa rgo , si se µL1do observar qL1e l"' pt°' Od ucci6n se i nic ia con el 

crecimiento. 

La actividad sobre pap e l filtro mLtestra , a 

concentraciones de lactosa dos picos que aunque sim ilares 

d-esplazamiento en el tiempo, e s to es, en lactosa al 

ambas 

tienen 

0 .2/. se 

presentó a las 16 y 48 h, mientras que en l actosa al 0 .51.. a las 

44 y 60 h. Po r otro lado la actividad m~xi ma con lact osa al 

fue de 0.020 U.I., el doble de la en~ont rada en 

(O. 009 ) (T ab 1 a 8 l • 

lactosa al 

o. 2% 

o. 51.. 

La actividad de x i l anasas fue mu y baja en est ~ sustrato 

y se mant uv o constante pract icamente a lo larg o ae toda la 

c>Celobiosa 

Con este sustrato se probaron concent r aciones bajas pero 

de tal manera que fueran capaces de soportar el crecimiento 
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Se en c ontró que el des arrollo se inició en la mitad del 

t iempo cua~ d o se ~en! 'a e : doble d e sw s ~ra to ~ al menos para las 

can t1caces cue se orooaron , e s j eci r , 2n 2 4 h par a 0 .1 % y 12 h 

o a ra 0 . 2/. \Fig. 8 ) . si n embargo, la velocidad e specifica de 

Ct' ec i~1en~ o mostró un c cm po rtam ien to inv e ~ so ~ es dec i r, fue de 

0 .14 h ~ y 0 . 0 8 n-a r espec t ivamente 1Tabla 6 ) . 

La p r oducción de end oglucanasa en este sustrato fue en 

apa r i e n c i a muy peore , ya que el m~x imo encontrado f ue d e 0 .1 0 U.I. 

en c e l obiosa a l 0 . 11. , sin emba r go, tomando en cuenta el bajo 

crecim i ento aado por la poca cantidad de sustrato suministrado la 

acti v i.dad e s pecifica en cel o biosa al 

U.I . /mg de prc tein a celular >. 

0.1/. fue mu y alta (1.45 

En el caso de la ac t ividad sobre papel filtro, en la 

Fig. 9 se observa que Yl comp ortamiento ini c ial d e la curva de 

producción de enzimas fue muy similar •l que sa dio en celulosa, 

sin embargo, la act i vidad decay ó rápidamente después de las 24 y 

16 h pa r a celcbiosa 0.11. y 0. 2% respectivamente, coinc i diendo con 

el comi enz o de la fa s e e xponen c ial de l crecim i ento del 

La actividad especifica que se encontró en celobiosa •l 

la mejor d e todos los sustratos probados <Tabla Bl. 

cultivo. 

L¿1s :-:i lanasas se presentaron tambi•n con una alta 

actividad especifica (17.83 U.I./mg de proteina celular> al 

desarro llar' a C. flavi.tj•n.a. · en ce lob i os a al O. 1% y al ig ual que las 
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Fi9. 9. Cinética de producción de enzimas celuloliticas y xilanoliticas 
de c. flavi26na en celobiosa: (a) 0.1\ y (b) 0.2\. A actividad sobre -
CMC";° 1 actividad sobre P.F. 1 xilanasas. 
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celulasas la actividad especifica d1 sm 1nuy6 considerablemente al 

aL1menta ~- la concentrac i ón del s~• st ri.'. to (4. 07 U. I. / mg oe pretina 

celular e n celobiosa al 0 .2%1. 

Represión 

Como sustratos recrescres s~ probaron glucosa a tras 

concentraciones: 0 . 2. 0 .5 y 1. u % p /v y glicerol al 0.2 y 0.5% v/v; 

los resultados encontrados fue ren l os siguientes: 

a l Glucos c-1 

La velocidad especif i ca de crecimiento de Cellulomonas 

fla'U(~ena creciendo en gluc osa fue i ~~ L1a l cuando este azácar se 

encontraba al 0.5 y 1%, y fue ligeramente menor cuando se usó una 

concentración del (>. 2% <Tabla 6). La fase e xponencial se inició 

en meno r tiempo conf orme se .aL1mentó la concentración del sustrato 

<Fig. 1Cl) . En el caso de glucosa a una cor1 centraci6n de 2 g/l la 

fase exponencial del crecimiento se inició hasta después de 20 h 

de inoculado el fermentador alcanz~ndose un crecimiento ~e 0.65 

;¡ / l a las 3 0 h . Al aL:ment.ar la concentrac i ó n a 5 g/l se redL1jo la 

fase lag y el crecimiento se inició a las i2 h alcanz~ndose a las 
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Fig. 10. Cur v a de creci­

miento de C. flavigena en 

glucosa: 

0 . 2%, o. 5 %, 1%. 

Fig. ll. 

1) Actividad sobre placas 

de CMC de un extracto en 

zimatico producido por _ 

f · flavigena al crecer 

en bagazo de cana al 1 %. 
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2) Actividad en placas de_ 

CMC durante el desarrollo 

de C. flavigena en gluco­

sa al 0 . 5%. 

3) Actividad en placas de_ 

CMC durante el desarrollo 

de C. flavigena en gluco­

sa al 1%. 



24 h la máxima concentración de proteina celular en 0.85 g/l. 

Para glucosa al IX la fase de adaptación disminuyó aún más y se 

ob~uvieron 2.51 g de proteina célular por litro alrededor de las 

40 h. El desarrollo de los cultivos se detuvo y decreció cuando la 

cantidad de glucosa en el medio llegó a ser menor de 0.1 gil; 

P•' esentándose esta concentración a las 28, 24 y 44 horas para el 

0.2, 0.5 y lX respectivamente. 

Se tuvieron problemas en la determinación de actividad 

enzimática en estas muestras debido a la presencia del sustrato 

que causaba interferencia. 

técnicas: 

Para eliminarla se probaron varias 

Primeramente se intentó eliminar la glucosa residual 

dializando las muestras en membranas de colodión a baja 

temperatura <4°C> contra regulador Tris-HC.l O. OSM pH 7. Se 

realizaron las determinaciones de actividad tanto al liquido 

contenido en la membrana como al exterior, pero no se encontró 

actividad, por lo que se presume las enzimas se absorbieron a la 

membrana que es de celulosa. Para evitar esta absorción se trató 

de inactivar las enzimas bajando el pH del medio hasta 5 pero 

igualmente no se registró actividad. 

Se probó precipitar las enzimas con acetona en una 

relación 3 a 1, pero se tuvo una pérdida hasta del 70% en 

actividad y del 30% en proteina, 

resultados. 
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Finalmente se optó pm· tener una medición CL•al i tativa, 

po r lo menos en la actividad de endo9lucanasa <•sto se realizó a 

trav•s cie plac as a e CMC como SE ind.c ó e n materia les y métodos). 

Como se o~serva en la Fig. 1 1 se alcanzó a det ec t a r ;,cti vida.d en 

el culti v o c o n ~lucosa a l 0 .5% pero a l 1% ésta fué completamente 

reprimida. 

b>Glicerol 

Para las dos concentraciones de glicerol probadas <0.2 y 

O. 5%>' se encontró que los cree imientos en la fase e x p o nencial 

mostraron l a misma µ=O. 10 h -l <Fig . 12> ¡ alcanzándose O . 9 y l. 97 

g/l de proteina celular 

respectivamente. 

par a · O. 2 y (>. 5~~ de glicerol 

La actividad de celLllasas , <tanto la medida sobre papel 

filtro como sobre CMC> apenas se alcanzó a detectar cuando C. 

fta:ui~•no. se hizo crecer en gl icerol. Como se observa en la Fig. 

13 l a act i vidad sobre CMC ap Qna3 m L1 est r ~ di f erenc ias en las . dos 

conc ent r a ciones de sustrato utili zad as, los máxi mos a l os que se 

llegó fueron de 0.09 y 0.12 U.I. 

respecti vamente. En el caso de 

para glicerol al 0 .2 y o.si 

p a pel filtro la actividad se 

presen tó posterio r mente CLtando la ccmcentraci6n del 

aumentó siendo las máximas acti v id a des encont r adas 0.003 y 0.004 

u. I. 
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Fig. 12. Cinética de crecimien 
to de ~· flavígena en glicerol7 

• 0.2\ y ' 0.5\ 

Fig. 13. Producción de actividades xilanoliticas y celuloliticas por 
~· flavigena durante su crecimiento en glicerol: (a) 0.2\ y (b) 0.5\. 

A actividad sobre CMC, a actividad sobre P.F., t xil<lnasas. 
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El e~ecto de este sustrato en las xil~nasas ~ue más 

evidente, ya oue la actividau de estas enzimas disminuYé hasta en 

un "ilB/. en comoa1-a.::ión a la e11cont1-ada en bagaza de caña al 1'.I., los 

valares má x imos aoenas alcanzaron a se1· oe 0.17 v 0.14 U.I. 

0 .2 v 0.5% de glicerol 

c)E~ecta de la adición ae yliceral 

bagaza oa caña 

a un cultiva crecienaa en 

Al aí'íadi1- glice1-al a una cancentt-ación ~inal del 0 .2 V 

0.5X en la mitad de la ~ase e xuan~ncial a un cultiva desarrollado 

en Oagazo ae caña al lX s~ dio un aec1-ementa en la concent rac 10n 

de 01-otei na celular (Fiq 14), disminuyendo a 0.:2 g/ 1 desol..és de 

una nora oe la adición para las aos concentraciones de glicerol 

01-obadas. 10 horas después el cultiva al aue se 

gl icet-ol al 0.5X se recupero y emuezó a crecer hasta l 1ega1- a u n 

má.:amo de 2.17 g/l de proteina celular, mientras que, el cultivo 

con glicerol al 0.2X se mantuvo oscilando alrededor de 0.4 q/l 

alcanzando el má:umo crecimiento a las 64 horas siendo de 0.55 

g/1. de prateina celular. 

En las Figuras 15, 16 v 17 se pueoe observar oue al 

añadir glicerol a una concentración ~inal de 0.2% se die una 

disminución inmediata en las tres actividades orabaoas. La 

actividad sobre CMC bajó de 0.4 a 0.32 U.I. manten ié noase 

50 



l ... _________________ _ 

~ 
o 

· ~ z 
w 
i o 
w 
5 

.. 

.• 

11 JI 

ie te 

TIEMPO(h) 

4e 
TIEMPU(h) 

,, 

~ 
! 

i 

51 

••• f 

• 7 

fl 7 

Fig. 14. Efecto de la adi­
ción de glicerol sobre el -
crecimiento de un cultivo -
de f · f lavigena desarroll a ­
do en bagazo de caña: 

t bagazo de caña 1% 
t. B. c. y glicerol 0.2% 
1 B. C. y glicerol 0.5% 

*Después de 15 horas de -­
crecimiento en bagazo de -
caña se adicionó el glice­
rol, realizandose la prime 
ra medición l hora despué'i 

Fig. 15 Efecto del glicerol 
en la actividad de endogluca 
nasa inducida en bagazo de ~ 
ña al 1\: 

1 bagazo de caña 1% 
4 B. c. y glicerol 0.2% 
1 B. C. y glicerol 0.5% 

*El glicerol se adicionó a -
las 15 horas y la primera me 
dición de actividad se realT 
zo l hora después. -
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Fig. 16. Efectó del glicerol 
en ld actividad sobre papel 
filtro inducida en bagazo de­
caña al 1\. -

1 bagazo de caña 1% 
A B. c. y glicerol 0.2% 
1 B. C. y glicerol 0.5\ 

Fig. 17. EfeFto del gli cerol 
en la actividá(l de xilanasas 
excretada por un cultivo de -
f · flaviqena desarrollado en: 
bagazo de caña al 1\. 

t bagazo de caña l\ 
4 B. c. y glicerol 0.2% 
1 ~. c. y glicerol 0.5 % 



alrededcr de ~ste valor duran te las 55 horas posteriores; en este 

lapso de tiempo no se encontró que el sistema se repusiera al 

efecto del glicerol aunque la actividad especifica se mantuvo 

ccnstant E alre dedor de 0.9 U.I. / g p ro te1na celula r . Lc.>. actividad 

sobre ~3C 21 t 1 ltro ciism1 nuyó de 0 . ~ 18 a 0 . 0 10 U. I. e n el !aoso de 

una hora y d i sminuyó nuevamente a la mitad en las dos horas 

poster iores , ma n teniéndose esta actividad alreaedor de u . Ol U.I. 

~a ac t:v1d a d de >~ i]. anasas ~~y6 drA$ ~ 1camente de ~ a (1 .38 U.I. 

siencio é sta la "'ct ivi dad más a ·fectada por esta :::oncentraci6n de 

glicerol. 

Al a~adi~ gli cerol a una c oncentración final del 0.5X 

las actividades se v ieron mayormente afectadas dism i nuyendo la 

endoglucanasa hasta 0.27 U.I. en una .hora y 0.1 U.I. a las tres 

horas de la ad ición . La ac t i v idad sobre papel filtro no se 

detect ó u na h ora después de l a apl icación y a pesar que se 

recuperó el cultivo •sta nunca pasó de 0.007 U.I. La actividad 

xilanolitica mostró el mismo comportamiento que el encontr·ado 

cuand o se le a~adió glicerol a una c oncentración menor , al menos 

hasta las 44 horas, punto en el que el cultivo con glicerol al 

0.5X se re~uperó y empe%6 a presentar actividad llegando a un 

m~ximo de 2.78 U.!. 

53 



TABLA 6. Efecto de l a fuente de carbono sabre el crecimiento de 
Ce l l u i on-..;.r,as f i av t ~e-na 

Sustrato µ T.D. Cree:. Max. 
(h- 1 ) (h) <g prot/l) 

Bagazo de c:aí'ía 0.5% o. 10 6:51 l. 10 

Bagaza de c:al"ía 1.0'Y. o. 11 6:14 1. 43 

Lactosa 0.2'Y. 0.05 14:47 0.29 

Lactosa 0.5% 0 . 0 4 16:07 0.33 

Celobiosa 0.1% o. 14 4:57 0.29 

Celobiosa 0.2'Y. o.os 8:40 0.56 

Glicerol 0.2% o. 10 6:55 0.90 

Glicerol 0.5% o. 10 6:55 1.97 

Glucosa 0.2% 0.14 4:57 0.65 

Glucosa 0.5% 0 . 15 4:37 1. 25 

Gluco:.a !. Oi. o. 15 4: '.;'.7 2.51 
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TABLA 7. Actividad de celulasas y xilanasas unida a células de 
Ceiiuiomona.s /iav(trena crecida en diferentes sustratos. 

Sustrato Actividad 

CMC'asa 

Bagazo de cai"ía 
0.5% 0.005 

Bagazo de cai"ía 
1.0% 0.006 

Lactosa 0.2% 0.004 

Lactosa 0.5% 0.004 

Celobiosa 0.1% 0.006 

Celobiosa 0.2% 0.005 

Glicerol o. 21. <0.001 

Glicerol ü.5% <0.001 

Glucosa 0.21. <0.001 

Glucosa 0.51. <0.001 

Glucosa 1. O'l. <0.001 

No se encentro actividad 
N.O. No se determinó. 

especifica <U. I. /mg crot. celular> 

P.F . ' asa {S-gluco Xilanasa 
soidasa 

-- -- 0.04 

-- -- o.os 

-- N.O. 0.07 

-- N.O. 0.05 

-- -- 0.12 

-- -- 0.04 

-- N.D 0.01 

-- N.O. 0.01 

-- -- --

-- -- --
-- -- --

Las =•lulas fueron lavadas tres veces en requlador Tris-HCl 
0.05M pH 7.2 antes de las mediciones de actividad. 
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TABLA 8. Acti v 1d3.des de ce iu las a s . ~ : i 1 anasas e :: :: r etadas por 
Ce L L uLom.or".:i.s .f La vi 8enCL en diferent:~s fw entes de ca~·bono. 

Sust rat o Enzima 

CMc ·asa P.F. ·· asa O-glucosi- Xilanasas 
dasa 

Act. Act. Act. Act. Act. Ac.t. Act. Act. 
Ma ;: . Esp. Ma :<. Esp. Ma ::. Esp. Ma :: . Esp. 

* * * u. I. UI /mg u. I. L' I / rng U. I. UI / mg u. I. UI/mg 

B.C. o. 51. 0.61 0.54 0 .015 ( 1. 32 4.12 4.(19 

B.C. 1. O'l. 0.83 0.59 0.032 0 . 24 8. 16 5.13 

Lac. 0 .21. 0.19 1. 29 0.020 o. 19 N.O. N.D. 0.68 9.19 

Lac. (J . 51. 0 .18 !), se 0 . 009 '-). ·.)3 N. D. N.D. ! ~ 00 4.37 

Cel. o. 1 Y. 0.10 1.45 0.012 o. 40 1. 04 17.83 

Cel. 0.21. o.os 0.12 0.017 0.07 1. 42 4.07 

Gl i. o ~··1 . _,. 0.09 0.10 0.004 0 . 003 N.O. N.O. o. 17 0.13 

Gl i. 0.51. o. 12 0.07 o . (J (l.3 0.002 N.O. N.O. o. 14 o.os 

* Act. Esp. Actividad especifica; la relación se encL1entra 
dada en base a los me;¡ de proteina celular 

N.O. No determinada. 

No se registro actividad. 
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DISCUSION 
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Efecto del sustrato en el crecillliento 

Co1110 ya se mencionó, los resultados referidos a 

crecimiento se presentaron como proteína celular dado que la 

correlación turbidez-peso seco en bagazo de caí'la mostró 

variaciones respecto a lo esperado. Es·tas diferencias se 

atribuyen a dos factores: El primero seria el bagazo residual que 

alcanza a pasar a través del filtro causando interferencia en una 

prueba turbidilllátrica y el segundo se deber1a al cambio 

confor111acional que se pres&nta en las células de Cellulomanas en 

función del sustrato en el que se desarrollan. Vladut-Talor, et 

al, (1986> encontraron la presencia de una cubierta que se 

desarrollaba cuando C. /Lavi6en.a. crec1a en celulosa y desaparec1a 

al desarrollarla en otra fuente de carbono; este hecho podr1a 

causar cAlllbios en la densidad óptica por lo que el método 

1Mtncionado s6lo &e utilizó para hacer segui111ientos del cultivo. 

De los sustratos probados la mayor velocidad de 

crecimiento se encontró en glucosa, seguida por celobiosa, bagazo 

de caf'¡a, glicerol y lactosa. Exceptuando glicerol, los demás 

sustratos •ostraron fases lag ús largas a las encontradas en 

glucosa. Este cD111porta111ianto es atribuible a la inducibilidad de 

las enzi111as involucradas en la utilización de estos sustratos 
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<lactosa, celobiosa y bagazo de ca!"\a)· y al caracter constitutivo 

de la glucoquinasa que se presenta .en Ce[~ u[C~..:J:-:.=5 <Sc:hmiz, et al, 

19831 para el consumo de glucosa. 

Cuando C. flavieena creció en ba9azo de ca~a al 1% 

presentó dos periodos de crecimiento, éste comportam¡ento ha sido 

reportado con anterioridad, \ Ponce-Noy~, la, 1982, De la Torre, 

1981 ) . Rodrlguez y Voltea í 1984 ) atribuyeron el crecimiento 

diaú>:ico de una cepa de Cellutorr-..onas sp II be creciendo en el 

mismo residuo a la utilización temprana de las hemicelulosas y 

posteriormente de la celulos•· 

Al comparar las Figs. 4 y 5 fue notoria la similitud 

entre las curvas de crecimiento y la de producción de 

endo9lucanasas y >:ilanasas, lo que indicarla que estas enzimas 

estan asociadas al crecimiento <Mes-Hartre, et al, 1989; Farkas, 

et al, 1987; Stoppok, . et al, 1982; Schaffeld Se . Ulanes, 1993>. 

Dado . q1.1e la actividad de endoglucanasas y xi lanasas se presenta 

desde el inicio del crecimiento y a lo largo de toda la fase 

exponencial del desarrollo, es dificil pensar que como en el caso 

de Rodrig•.'. ez y Volfoa (1984>. sólo se aprovechen en un principio 

hemicelulosas. Al parecer se dá un aprovechamiento inte9ral de 

ambos polimeros <hemicelulosa y celulosa> y la disminución del 

crecimiento se presentarla por el agotamiento de algún recurso que 

se puso nuevamente en disposición al morir al~unas células. El 

comportamiento di•óxico no se observó en ba9•zo de caña al 0.57. 
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pero, como era de esperarse la concentración celular que se 

alcanzo fue menor. 

El caso ce celobiosa fue diferente, ésta ha sido 

reportada como un SLtstra to donde el genero Ce l [ uLcm.;·r:c:s crece muy 

bien. tanto en condicion~s aE r otias CStoppok, et al, 1982; Beguin 

et al, 19771 come anae r obias CDermoun ~ Belaich,1988 ) , siendo este 

crecimiento en ocasiones mejor que en glucosa <Bagnara, et al, 

1987l. Los resultados muestran que a una concentraci6n de 1 g/l 

la velocidad especifica de crecimiento es igual a la encontrada en 

glucosa <Tabla 6> y al aumentar la cantidad de celobiosa en el 

medio la velocidad de crecimiento disminuye, lo que indicarla que 

concentraciones de celobiosa supe r iores a 2 g i l inhiben el 

crecimiento, lo cual podria entenderse si este azúcar actuara como 

represor del sistema c:elulolitico <Stoppok, et al, 1982, Beguin, 

et al, 19771 y se limitara la degradación de celobiosa po r este 

sistema. 

Cuando C. lactosa en 

concentraciones iniciales de 2 y 5 g/l el crecimiento tuvo un 

comportamiento diferente y la concentración de protelna c elular a 

la que se llegó fué apenas la tercera parte de la obtenida en 

otros sustratos. este crecimiento tan bajo fué encontrado también 

por Stoppok, 

C•L L uLomonas. 

et al• ( 19821 para organismos del género 

En la Fig. b se observa que la primera - etapa del 

crecimiento se pre>enta como una fase lag muy larga, en donde se 
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Alternan periodos de crecimiento con periodos en los aue no lo 

hay . Este c cmc o r t~m1ento h a sido reportado anteriormente por 

Knorre 11968>. quien atribuyó estas oscilaciones a interacciones 

en el operón lac, entre glucosa como represor y alolac t osa como 

induct cr . Pcsteri crmente West & Page 11 984 1 resaltaron como un 

aspecto imocrt a nt e el tran sporte pasivo de lactosa a tra~és de la 

membrana, y encµer.traron que la difusión de la lactosa se ve 

limitada cuando la concen tración de ésta en el medio es de 

alrededor de O. C5 g / l. ~ado qu e en el presente estudio la menor 

concentración inicial aue se utilizó fue de 2 gil, no podria ser 

ésta la limitante en el crecimiento. Straight & Ramkrishna <1989) 

al encontrar este crecimiento irregular concluyen que la energ1a 

utilizada en el transporte activo compite con la necesaria para el 

crecimiento, asi, se produciría una limitación de energia en la 

célula y el crecimiento ocurrirla alternativamente con el .. 

mantenimiento del proceso para tener una ambiente intracelular 

f&vorable. 

Fir.cilme-nte es importante sei'lalar que en todos los 

sustra.tos probados. cuando se tenia una concentración 

nutriente se aumentaba la duración de la fase lag 

baja del 

hecho que 

sugiere que el sustrato no podia ser transoortado hacia la célula 

a una velocidad lo suficientemente r~oida como para satisfacer 

todas las demandas metabólicas. 
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Localización de las enzimas 

Los resultados mostrados en las tablas 7 y 8 muestran 

que las endoglucanasa~ y e xoglucanasas de C. flavt8ena son 

e xc r etadas al medio, y a que e n las células se presentó menos del 

1% de la actividad encontrada en el cultivo total. Esta baja 

actividad en la célula podria ser considerada como un n i vel basal. 

Esto ha sido encontrado en la 9eneralidad de los 

organismos celulolitícos; e5 el caso de l a·s endog l L:canasas y 

celobiohidrolasas de hongos como Tri.choderm.a reseei: <Bisaría y 

Mis.hra, 1989; H2n9spiel, 

Neurospora crassa <Macris, 

et al. 

et al, 

1989 

1989); 

Stutzenber9er, 

<Bagga, et al 1989>; Asperei l lus japonicus <Sanyal, et al, 

etc. 

1985) 

1988), 

Rodriguez y Volfoa <1984> reportan en Celtu.1omonaslsp II 

bcactividad sobre CMC y paoel filtro que se encuentra unida a ~la 

célula; alcanzando a ser de o. : U.I. para CMC y de 0.05 U.I. para 

papel fil t ro, sin emba r go, sus mediciones de actividad no fueron 

obtenidas de manera directa sobre las células lavadas, sino por 

diferencia entre la actividad total menos la actividad del 

sobrenadante, sin tomar en cuenta la actividad unida al bagazo. 

La n-glL•cosidasa r.o se encontró en el sobrenadante ni en 

células intactas. Como ha sido ~e~ortado antes para el género 
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CeL ~ uloTr.an.as esta enzima es intracelular <Stoopok, 

Beguin & Eisen, 19771 . 

et al, 1982; 

Dado que las celulasas son un complejo enzimático, no se 

sabe con e xactitud en que orden aparecen en el medio de cultivo~ 

San yal, et al (1988) y Larios, et al, <1983) encontraron que la 

actividad sobre CMC y papel filtro se dan simultaneamente en los 

géneros Asper6illus y Aureobasidiwn. Farkas y col ( 1987) 

encuentraron en Trichoderma. que la actividad sobre CMC antecedió a 

la de papel filtro, sin embargo, Kawamori, et al, (1987> 

encuentraron un comportamiento inverso en Term.oascus. 

Para microorganismos del género Cellulom.onas, Rodríguez 

y Volfoa <1984) encontraron orimero actividad sobre CMC y 

posteriormente sobre papel filtro, por otro lado Vladut-Talor, et 

al, <1986) encontraron las dos actividades simultaneamente. 

Observando las Figs. 5, 7, 9 y 13 se notará que en todos 

los sustratos ambas actividades se presentaron si111Ultanea111ente, 

aunque siempre en mayor proporción la endoglucanasa, excepto en el 

caso de lactosa, donde las enzimas se pr-esentaron 

desordenadamente, debido quizá al crecimiento tan irregular qüe se 

di6 en este sustrato. 
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Biosintesis de c•lulasas 

Inducción 

Observando los resultados exoerimentales, se. encontró oue 

la máxima actividad de celulasas y xilanasas se dió en bagazo de 

cai"ia (celulosa), su inductor natural, siendo la actividad de 

endoglucanasa 111'1 atr.as t1ustt·atos alrededor de la Quinta parte; la 

actividad de papel f'iltro en otras f'uentes de carbono disminuvé de 

un 50X a un 90X v de xilanasas hasta un 98'l.. Sin embarga, dada 

que las crecimientos f'ueran dif'erentes en cada sustrato, se 

camaararan las .-=:tividades estieci f'icas (U!/mg tiratel na celular) 

donde se abser'lé Que tanta para celulasas coma para xilanasas el 

valar nás alta .. presentó cuando la celabiasa se usó como 

inductor a una concentración de 1 g/l. Diversas autores han 

reportada aue celabiasa a ba.JaS concentraciones tiene un e.fect o 

inductor y que an concentraciones altas reprimen el sistema 

celulalitica. Stoppok, et al. (1982) observaron que la celobiasa 

en cancantt·acianes entre 0.1 y 0.3 g/l teni an un ef'ecta inductor 

en el sistema de Cellulomonas uda y cacentracianes por arriba de 

0.35 g/l la reprimían. Stewart y Leathen•aad (1976) encontraron 

en Celtutomonas sp este misma comportamiento, can inducción de 

celulasas en canc:antraciones menares de O.S g/1 y rearesi6n can 

valares Mayaras. Las resultados del presente trabaja muestran que 

la actividad de celulasas en Ce.tlulomonas /lavi.6en.a depende de la 

concentración inicial de celabiasa. En el caso de endaglucanasas 
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la actividad que se presentó con una concentración inicial del 

azQcar de 19/ ! fue de 1.45 UI/mg de proteina celular y al ser la 

la actividad alcanzo sólo 0.12 

UI/mg oe proteina =elular. Lo mismo sucedió en el caso de la 

actividad sobre c a~el filtro y la de xilanasas <Tabla 81. Todo 

esto indica oue e n bajas concentrac iones la celobicsa puede ser el 

ind ucto r natural de la sintesis del sitema celulolitico, lo cual 

resulta lógico al ser •sta productó de la degradación de la 

ceh1lcsC1. (Yac;¡ u ie, et al. 1988; Stutzenberger, 1985; 

1988). 

Zhu, 

En celobiosa se pueden destac;ar otr.os dos 

et al. 

puntos 

importan te s : la actividad sobre papel filtro se ve inducida de 

manera muy semejante a como ocurre en bagazo de ca~a pero cae 

drásticamente cuando la concentración de celobiosa en el medio 

dismin uye de 0 .8 g i l a 0 . 05 g i l o menos, situación dada en la fase 

exponencial del cultivo. El segundo punto es que la actividad de 

endoglucanasa no aumenta en el medio a lo largo de la 

fermentación; dos criterios podrian ser aplicados para dar una 

e xplicac ión: 

1> Si el modelo de biosintesis de celulasas es un operon, como se 

ha propuesto CStutzenberger, . 19851. las proteinas serian inducidas 

en coo rd inación y la acti v idad de endoglucanasa estarla siendo 

inhibida por la celobiosa del medio. 
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2> Si las enzimas no se inducen conjuntamente, la celobiosa seria 

el inductor de las enzimas que permiten la degradación del papel 

filtro y no de las endoglucanasas. 

Otra =oh s 1deración important e es la alta c.::ti v idad 

especifica encontrada en lactosa, la cual se presenta pese al bajo 

crec i miento; este sustrato, aún cuando ha sido probado en 

diferentes bacte r ias !Stoppok, et al, 1982; Yanane, et •1, 1970) 

sólo habla s i do repo r tado como inductor en algunos hongos del 

género Trich.oderma <Mes-Hartre, 1988; Kawamori, 1987; Farkas, 

1987; Zhu, et al, 1982). En este sustrato aparentemente el 

culti v o encuentra limitación de carbono y este hecho ha sido 

sugerido <Stutzenberger, 19851 como causa de la e NpresiOn de los 

genes de celulasas 

Represión 

Aún cuando los crecimientos en gl ucosa y glicerol son 

muy buenos, la actividad celulolitica encontrada a l utilizar estas 

fuentes de carbono es muy baja. 

Como se mencionó •n los resultados al desarrollar en 

glucosa la determinación usual de actividad utilizando el sustrato 

para la enzima y el método del DNS para la cuantificación de 

azúcares o grupos reductores no se pudo emplear, ya que la glucosa 
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de la mL1estra c c:~1 saba in te r fer~nc1a por color al dar reacción 

positi v a al reac t i v o de DNS y encontrarse además en una alta 

concen trac ion e n el medio, de tal manera que se necesitaba diluir 

has ta l e ~ SO c ar a c aer ce~t ro d e los l imit e s de c on fiabil idad de 

l a p ru e ba lo qu e oc as ion ó q u e si l a enz ima s e encon tr a ba presen t e 

no se de t e c tara, optándose finalmente por una determinac ión 

c ual itat i v a en l a q u e s e obse r vó la comp l eta pérdida de acti v idad 

sob re CMC a u n a c oncentraci ón del 1
., ,. ( Fi g . 1 1 ) . 

Con anterior idad se habia reportado que la actividad 

celu lolitiz a e ra muy ba Ja o n ula a l desarrolla r o r ganismos 

ce lu lol i ticos &n g lucosa IFee ! dman, et al, 1988; Stoppok, et al , 

1982; Yaman e , e t al, 1970) y en un analisis t r ansc ripcional 

reali za do en Ce l. Lu 1;;.m.or,as /tn, L (Greenber g, et al, 19 8 7) se detectó 

que 1 os r,;enes e en A y ce >: , QLle codifican p a ra una end og l ucanasa y 

una e xog l uc an a s a r espect i v amente, reductan d r ás tic amente su 

expresi ó n al desarrollarse el microorganismo en este azúcar. 

Por otro lado en este trabajo se encontró que al 

desarrollar a Cetlv.tomonas flavitfiena en glicerol Que actividades 

sobre CMC y papel filt r o son apenas el 10% de las encontradas en 

bagazo de ca"ª al 11. y las x ilanasas alcanzan a ser ;olo el 2%. 

Para asegurar que existiera un efecto represor por el 

s u s tratc y n o s e tratase de l~ ausencia del inductor se a~adió 

glicErol a un culti vo creciendo en bagazo de ca"a a la mitad de la 
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fase e>:ponencial; en éste se observó la represión del sistema 

celulolltico al darse una disminución inmediata de la actividad de 

endogluca~asa, sin que el sistema se recwperara en las 55 h 

resta~tes cue duro la fer~mertacion~ sin embargo la actividad 

especifica se mantuvo, por lo que aparentemente se paró la 

slntesis de proteina pero la enzima se mantuvo en el medio. 

Este efecto también se observó en la actividad sobre 

papel filtro, donde la actividad disminuyó un 70% con glicerol al 

0.2% v se pierde c ~mpletamente al adicionar glicerol al O. SX: 

aunq u e la actividad se detecta ~uevamente ne regresa a los niveles 

que se tienen en ausencia de represor. 

Este efecto dado oor glicerol ha sido observado por 

otros autores tanto en hongos como en bacterias, incluyendo 

Cellulom.ortas <Greenberg. et al, 1987; ralra, 1984: Cu rskey , et al, 

1983; Schmiz. et al, 1983; E<eg•_lin, et al, 1977) e incluso se 

menciona que el efecto es muy similar al dado por glucosa 

et al, 1989>. 

<Ba99a, 

En e! caso de :~1lanasas apat'entement e fueren suficientes 

2 9/l de glicerol para reprimir el slstema ya que la adición de 

glicerol en una concentración de 5 9/l no diminuy6 aún más la 

actividad. La susceptibilidad de las enzimas xilanollticas a 

represión catabólica ya habia sido reportada utilizando como 

represor glucosa al 1% <Bertrand, et al, 1989>. 
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Las observaciones anteriores y el hecho de que bajos 

ni . eles de endo9!J=anasas y ce!ct10~1drclasa se presenten aCn en 

les culti~cs desa r rollados e n glicerol CF1g. 91, dan la pauta para 

estable=er u~ modelo de inducción que se presentarla con la 

sigu i ente sec u~ncia de eventos: 

11 Una deqradacion de celulosa dada en bajos niveles por las 

enzimas qLte presenta Cel l!..ilom.or,as flavi.~ena. en niveles basales. 

21 La obtención de celode xtrinas y el inductor Ccelobiosa) . 

3> La inducción ~eal de la slntesis de celulasas. 

Finalmente, el comportamiento q L1e presento Cellulom.onas 

flavi.f!ena parece adecuarse al modelo propue2to por Gong y Tsao 

C1979 l .cara la regulación de la biosintes i s de celulasas. 
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CONCLUSIONES 

Durante el crecimiento en bagazo de ca~a, la celulosa y 

la hemicelulosa son aprovechadas simultaneamente por Cellulom.on.as 

/lav(eena. 

Endoglucanasas, exoglucanasas y xilanasas son, 

especie bacteriana, enzimas extracelulares. 

Las celulasas y hemicelulasas <xilanasas> son 

en esta 

inducidas 

por el bagazo de ca~a y por celobiosa en concentraciones 111enores 

de 1 gil. 

El sistema celulolitico de Cetlutom.onas /tavieena. está 

sujeto a represión catabólica por glucosa (determinado en placa) 

y glicerol a concentraciones de 10 gil y 2 gil respectivamente. 
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