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Resumen

La producciéon de enzimas por bioprocesos es una alternativa para
adicionar valor agregado a la biomasa lignoceluldsica. El bagazo de cafa
de azucar es un subproducto abundante de la industria azucarera y ha
sido empleado como sustrato y fuente de carbono para la obtencién de
enzimas celuloliticas en el proceso de etanol celuldsico. Las técnicas que
se utilizan son la fermentaciéon en estado sélido y fermentacion
sumergida donde los microorganismos degradan la celulosa. Las cepas
con mejor capacidad celuloliticas son Trichoderma reesei mutante y su
cepa original, Trichoderma harzianum y Penicillium echinulatum.
Palabras claves: Bagazo de cafia de azlcar, produccion enzimas
celuloliticas, etanol celulésico

Abstract

The production of enzymes by bioprocesses is an alternative to add value
to lignocellulosic biomass. Sugar cane bagasse is an abundant by-product
of sugar industry and has been tested as support and carbon source for
production of cellulolytic enzymes into ethanol process. The techniques
used are solid state fermentation and fermentation submerged where the
microorganisms degrade the cellulose. The strains whit better cellulolytic
activities are Trichoderma reesei mutant and parental, Trichoderma
harzianum and Penicillium echinulatum.

Keywords: Sugar cane bagasse, cellulolytic enzyme production, cellulo-
sic ethanol
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Introduccioén

Parad proceso deobtencion de Etanol Celulésico,
apartir deresiduos agroindustriales, esnecesario
lautilizacion deenzimascomercidesenlaetgpade
hidrolisisy es precisamente este producto lo que
encarece el proceso; por tal motivo es que se ha
redizado un estudio devigilanciatecnolégicaenla
obtencion de enzimas celuloliticas, utilizando
mi croorganismos, que disminuyan |os costos de
produccion anivel industrial. Se han alcanzado
buenos resultados, a nivel mundial, en cuanto a
microorganismos y sustratos empleados en la
obtencion de actividad enziméticaperofalta, en
nuestro pais, unainterrelacion eficaz entre estos
factoresque permitanllegar alameta. En Cubano
existe un trabajo experimental amplio sobre esta
tematica, en la Revista Centro Azucar se han
publicado articulos para la obtencién de etanol

utilizando enzimas comerciales, uno dedllos por
Mesa, Gonzdlez et a., donde se sefiala que las
principales dificultades en la etapa de hidrolisis
enzimédticadelosmaterial eslignocel ul 6sicos estan
relacionadas con labgjaactividad especificadelas
enzimasdelasquesedisponeen laactualidady,

por tanto, con laneces dad de un elevado consumo
delasmismasdurante el proceso; y conlapropia
edtructuradelossustratoslignocel ul 6sicos nativos.
El dto costodelasenzimascduloliticases, snem-
bargo, unade las principal es barreras para hacer
competitivo un proceso de obtencién de etanol a
partir de residuoslignocelul 6si cos, frente aotros
procesos, (Mesa, Gonzdez et d. abril-junio, 2008).
2. Sitios buscados

Seharedizado un estudio devigilanciatecnol 6gica
para conocer lasituacion, anivel mundia, dela
obtencion deenzimasce uloliticas utilizadasen €

proceso deetanol celulésico envariossitios, dentro
delos cuales seencuentran: www.elsevier.comy
www.sciencedirect.com. En estos sitios, en las
revistas afinesalatemética, sereportalaobtencion
de etanol celuldsico empleando enzimas
comerciales. Sobrelaobtencidn deenzimasusando
sustratos lignocel ul 6sicos pretratados existe un

numero de articul osreportados, |0 que demuestra
un crecientenivel deinvestigacion enlaobtencion
deenzimas cel uloliticasque disminuyan |oscostos
en el proceso deetanol celul6sico.

Patentes

Laspatenteshan sido buscadasen d sitio esp@cenet
database- LP- esp@cenet. Estados Unidosreporta
la patente para la produccion de bioetanol
empleando biomasalignocelul s ca(bagazo de cafia
de azucar, remolacha y maiz), que incluyen
pretratamiento de expl osion con vapor, simultdnea
sacarificacion y fermentaci on (SSF) pero utilizan
enzimas comerciales. Se destaca también tres
ventgasdelahidrélissenziméticadelace ulosapor
encima de la hidrdlisis &cido-catalitica: atos
rendi mientos, bajos costos de equi pamiento yaque
se llevan a cabo a presiéon atmosférica y bajas
temperaturas, y no son produci das sustanciastoxicas
como resultado deladegradaci én de azlcares, las
cua espueden ser un obstécul o paralafermentacion,
(Ballesteros, Ballesteroset a. 2002). Sereportauna
patentedonde seutilizael bagazo de cafiade azlicar
enlaobtencion deenzimascduldliticas. Uno delos
paises con mayor nimero de patentesen laobtencion
de enzimas celuloliticas en distintos sustratos es
China. Unadeéd lasreportaun tipo de enzimacon
dtaactividad celulasay su proceso de preparacion.
Laenzimaes obtenidapor basidiomicetos, lacepa
esinoculadaen un medio que contiene salvado de
trigo como biomasalignocelul0sica, ademasdelas
sales que comunmente se utilizan y Tween 80, la
fermentacion serealizaen frascos Erlenmeyer por
96-120 h. La invencion tiene como ventgjas la
estabilidad del proceso de produccién, menos
infeccion de bacteria extrafias y realizar una
apropiada produccién industrial. La celulasa
producida tiene una actividad de 40000 u/g,
(Shufeng, Fang et al. 2005). Lapresenteinvencion
serefiereanuevos procedimientosderegulacion de
laexpres dn genéticaenlaspladtas, serefieretambién
alaproduccion deenzimas quedegradan laceulosa
en las plantas, mediante técnicas de ingenieria
gendtica, seutilizan, preferentemente, lospromotores
coninduccién quimica, demaneraquelaexpresion
enlasplantasdel osgenesde cd ulasatransformados,
pueda inducirse quimicamente. el campo de
aplicacion seextiendeacudquier procesoindustria
gue requieraunaabundante cantidad de cel ul asas,
pero en particular a la conversion de biomasa
ceulésicaenetanol, (Lebel, Heifetzet d. 2005). La
invencién siguiente abarca los campos de
biotecnol ogia, bioquimicay microbiologia,
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lamismarelatalaproduccion decelulasaen cultivo
sumergido por € cultivo del hongo Trichoderma
viride 44-11-62/3. Los sustratos empleados son
amidon demaiz y salvado detrigo como fuentede
carbono. El método proporcionaun incremento de
celulasaend cultivo crecido (27U/mL), y su efecto
es mejoras en € rendimiento enzimético, (Vasil,
Ogorel et al. 2001). No existen reportadas muchas
patentesdondeseutilice e bagazo decafiade azlicar
como hiomasa lignoceluldsica, sin embargo se
reportan otros sustratos como el salvado detrigo,
remolachay & amidon demaiz.
Microorganismos

Enlaobtencion deenzimas, enBrasi|, sehautilizado
la cepa Pleurotus sajorcaju PS2001, hongo de
blancaputrefaccion, € cual preferiblementeataca
lalignina, & mismo seutilizaend pretratamiento del
bagazo de la cafiade azlcar, luego se utilizaotra
especie, Penicillium echinulatum, para la
produccién decd ulasasy xilanasas, (Camassolaand
Dillon 2009).. Uno de los microorganismos
celuloliticos més extensivamente estudiados es el
hongo de putrefaccion blanda Trichodermareesai,
el cual estambién usado industrialmente parala
produccion deenzimas. Trichodermareesel hasido
mejorada durante afios por mutagénesis. En un
estudioredlizado en Dinamarca, también seutiliza
Trichoderma reesei Rut C-30 parala produccion
de enzimas cel ulasas, ademas de hemicelulasasy
pectinazas, empleando diferentes materiales
lignoce ul ési cos como fuentesde carbono, loscud es
son celulosapulpaderemolachay extracto acalino
de pulpaderemolacha. Losresultadosfueron los
siguientes: la maxima actividad endoglucanasa
alcanzadaestuvo enel rango de0.07y 0.49 U/mL.
Lacelulosaindujo € nivel superior de actividad
endoglucanasa, 0.19 U/mL, mientrasAE pulpade
remolachacomo sustrato trgjo como resultado una
alta actividad enzimatica (2.3 U/mg proteina),
(Olsson, Christensen et d. 2003). Enel mismo pais
sehaestudiado lacapacidad del hongo filamentoso
Trichodermareesal Rut C-30 parasintetizar enzimas
celulasas utilizando altas concentraciones de de
celulosa(50gL-1) y lactosa(150g L-1) y generar
2-3 vecesde actividad enziméticasuperior queotros
medios probados, asi esreportado, en Canada, por
(Ahamed and Vermette 2008). Fue inducida
variabilidad genéticaparalasecrecion decelulasa
en las cepas Penicillium echinulatum y Tricho-
derma harzianum por fusion protoplastica. Las
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fusionesresultantes, morfol dgicamenteméssimilar
alacepaorigina P. echinulatum, mostraron vari-
able capacidad para secretar celulasas en ambos
cultivos sumergido y en estado solido. Lo quees

méasimportante, a gunasde estasfusionesmostraron
superior protagonismo enzimatico de FPA y &
glucosidasa, en comparacién alacepaorigina P.
echinulatum, lacual secretacelulasaarendimiento
cercade 130 FPU g decelulosa, similar alacepas
mutante de Trichoderma reesei bajo las mismas
condiciones. Lasignificanciade estosresultadoses
principa mentedebido ael factor quelos mutantes
de P. echinulatum son microorganismos muy
importantes para la secrecién de celulasas en la
hidrélisisde cdulosacon vistasalaproduccién de
etanol de segundageneracion, (Dillon, Camassola
et a. 2008). En general, estosresultados muestran
gue lafusién protopl &stica puede ser usadacomo
unaherramientaclave en € meoramiento genético
paragenerar meorescepasce uloliticas. En Estados
Unidos se harealizado unainvestigacion sobrela
produccion decelulasaen cocultivosdelalevadura
Hypocrea jecorina Rut 30, y €l hongo Candida
bombi cola usando glicerol como fuente de carbono
y energia, (Loand Ju2009). Enun estudio redizado
en Francia, en colaboracion conlalndiay México,
los autores reportan la utilizacién del hongo
filamentoso Trichoderma harzianum. La
preparacion del inoculo fue por esporas por el
crecimiento reciente en APD inclinado (28+° C,
6dias), (Roussos, Raimbault et al. 1991). En Perd
sehanrealizado variosestudioscon €l objetivo de
la obtencién de enzimas celulasas. Uno de ellos
reportalautilizacion de Trichodermareesel LM-
UC4 y Aspergillus niger QM 329 en bagazo de
cafladeazticar. Significativamente dtasactividades
detodas|as enzimas celulasas fueron observadas
en 4 dias de cultivo mezclado en SSF comparadas
concultivo smple(T. reesal). Lasuperior actividad
FPA y &glucosidasase vieron en cultivo mezclado
y fueron 18.7 y 38.6 IU/g peso seco,
respectivamente, representando aproximadamente
3abvecesaumentadapor encimadelasactividades
obtenidas en cultivo smple, (Duefias, Tengerdy et
al. 1995). Luego seutilizo Trichodermareese LM-
UCA4, lacepaorigina, y lahiperceluloliticamutante
LM-UCA4EL, ambas fueron co-cultivadas co As-
pergillus niger ATCC10864 en SSF con bagazo
de cafade azUcar. El tipo de inocul acién fue por
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esporas, las cualesfueron lavadasalos 7 dias con 10 mL de solucion estéril 0.01% de Tween 80, 2 mL
(107 esporas/mL.). Lacepamutante fuemas sensible d cultivo mezclado quelacepaorigina cuando A.
niger laparte cooperativa. En unamezclade cultivos mutantes con fuenteinorganicade nitrogeno fueron
producidas, 10% mas de biomasa, 63% masde celulasa, 85% mas de endoglucanasay 147% mésde&
glucosidasaqueen cultivo simple, (Gutiérrez-Correa, Portal et a. 1999). Enlafigura4.1 seobservanlos
hongos mésutilizados en laproduccién deenzimas celuloliticas

Hongos mas utilizados en la produccion de enzimas
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Figura4.1 Microorganismos més utilizadosen laproduccion deenzimas celuloliticas.

Sustratos
Se haobtenido unaproductividad total del volumen deenzima(69.8 UL-1 h-!) por lacepaTrichoderma
reesei hasido obtenida. Laméaximaactividad celulasafue de (5.02 FPU mL?) y laproductividad de
enzima(69.8 U L*h?) utilizando como sustrato cel ulosacon unaconcentracion de50g Ltalas120 h,
(Ahamed and Vermette 2008). L as fuentes de carbono empleadas como sustrato en la obtencién de
enzimascelulasasfueron: Sigmacell cellulose (SC), abeto pretratado con vapor (SPS) y unamezclade SC
y abedul (SCXX). Lasuperior actividad papel defiltro, 0.59 FPUmML?, fuemedidadespuésde 165hde
cultivacionen e SPSy lainferior, 0.30 FPUmML, fuearchivadaenlamezclaSCXX, lacual contenial0
g L de celulosa comparada con 20 g L* en los dos otros cultivos. Por €l contrario, las superiores
actividades de enzimas hemicelulasas (endoxilanasa, &-xilosidasa, &galactosidasay &L-
arabinofuranosi dasa) fueron medidasen SCX X, (Jargensen and Olsson 2006). Laproduccion decelulasas
fueanalizadapor €l hongo Trichoderma harzanum, cultivado en diferentes sustratos cel ul ési cos por
fermentaci 6n sdlida. Losresultadosindicaron quelaproduccién mésaltade cdulasas(CM Casa210 11U/
g SDM y FPA 200 |U/g SDM) se obtuvo empl eando bagazo de cafiade azlicar mezclado con salvado de
trigo en unaproporcion 80:20 (w/w). Cuando se utilizaron ambos substratosindividua mente, seprodujeron
menos celulasasy se requirid mastiempo de fermentaci on. Por otro lado, losresultadosdemostraron la
posibilidad de obtener diferentesrelaciones de actividades carboximetil celulasa(CM Casa) y papd filtro
(FPA), utilizando sustratos especificosy deteniendo lafermentaci on adiversostiempos. El uso del bagazo
agotado deremolachay del salvado detrigo como sustratos paraél crecimientodeT. harzanumrevel 0
quelaproduccién de celulasafue bgja, mientras quelaproduccion de proteinas fue bastante € evada. Por
estarazdn, desded punto devistaecondmico, seriamésatractivo explotar estos sustratos preferentemente
parael enriquecimiento proteico de lacepa, (Roussos, Raimbault et a. 1991). El bagazo de caiade
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azucar fue utilizado como sustrato enlaobtencion
deenzimascduloliticas. El bagazotenialasiguiente
composicion: 44% celulosa, 20% lignina, 23%
hemicelulosa, 7.5% extractivos, 3.5% cenizay 2%
proteina, en base seca. Fue mezclado con NH,OH
y esterilizado a121° C por 1.5 h., (Duefias, Tengerdy
etd. 1995). El mismo materid fuelavado, secadoy
molido en particulasde 1-2 mm, (Gutiérrez-Correa,
Portal eta. 1999)

Técnicasmasempleadas

Unas de las técnicas mas utilizadas son la
fermentacion en estado solido (SSF) y la
fermentacion sumergida (FS). La SSF ha sido
también aplicada en la produccion de enzimas,
antibidticosy enlaproduccién deproductosdedto
valor agregado por residuos agroindustriales. La
produccion de enzimas por (SSF) haganado mucho
laatencion en estudios biotecnol dgicos. El empleo
deresiduales de bajo costo, altas productividades,
pocos requeri mientos energéticos, bagjaproduccion
de aguas residual es, extendida estabilidad delos
productosy baj os costos de producci én son dgunas
delas ventgjas de este tipo de fermentacion. Se
han utilizado paraeste tipo de técnicamateriales
lignocel ul 6sicos como: bagazo de cafiade azlcar,
paja de arroz y maiz, paja de trigo, pulpa de
remolacha, etc.
Para la obtencién de enzimas xilanasa 'y exo-
poligal acturonasa se haempl eado |atécnica SSF
Aspergillus
awamori, Sendo unaclaveimportanteenlamejora
dd sstemade produccion deenzimas, (Diaz, Caro
et al. 2007). Enun mismo estudio seinvestigaron
dostécnicas, SFY SSF. Paraeva uar lasecrecion
de celulasa en SSF de las cepas original P.
echinulatumy T. harzianumy susfusionesfueron
crecidasen un medio con salvado detrigo. Similar
parael cultivo sumergido, laactividad enzimatica
de extractos cosechados por |os cultivos de SSF
muestranivelesvariablesfrentealascepas. Unclon
particular, BP2, mostro valores de actividad FPA
degoroximadamente2UImL 2, en cultivo sumergido
y todas | as cepas sel eccionadas mostraron superior
secreciOn de celulasaen cultivos en estado sdlido,
en comparacion con la cepa original de P.
echinulatum, (Dillon, Camassolaet a. 2008). Se
hautilizado |a SSF en cuatro diferentes sustratos,
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en combinaci6n eindividuamente, los cuaes son:
bagazo de cafade azlcar, salvado detrigo, pajade
trigo, y pulpaderemolacha, conlaadicion desaes
minerales. Esta técnica fue llevada a cabo en
columnas (210 mmlargo x 22 mmancho) conligero
empague a28+°Cy & medio fueoxigenado auna
velocidad de 5L aire humidificado h*column,
(Roussos, Raimbault et a. 1991). Primeramente se
estudio la SSF en bagazo de cafia de azlcar en
cultivo mezclado delas cepas Trichodermareesel
LM-UC4y Aspergillusniger QM 329. Ademasde
alcanzar dtas actividades enziméticas con esta
mezcla, también fue convertidaa rededor del 46%
delacdulosay hemicdulosaen azlicaresreductores.
La productividad de biomasa, 0.29 gL*h yla
productividad de enzima, 28.0 IU L.h, fueron
mejoradasen cultivo mezclado, (Duefias, Tengerdy
et a. 1995). Seutilizd1aSSF en e bagazo de cafia
deazlcar, cadafrasco fueinoculado con 1.5% (w/
w) T. Reesel, LM-UC4 0 LMUCA4EL eincubados
a 30° C con una humead de 95%. El micelio A.
niger fue adicionado a cadafrasco alas 36 h. Se
utilizaron como control lastrescepasdeloscultivos
simples, (Gutiérrez-Correa, Portal et d. 1999). En
los procesos de SSF se impone la utilizacién de
sustratos como bagazo de cafia de azlicar como
inerte natural. Gutiérrez-Correaet d., presentanun
nuevo concepto de SSF, sefialando que
contrariamentealacreenciacomun, laventgadela
SSF estarelacionadaalaadhesion deloshongosa
particulas solidasy no a bajo contenido de agua.
Por lotanto, laSSFy lafermentacion en biopdiculas
(erradamente conocidacomo inmovilizacién por
adsorcion) son variantestécnicasde mismo proceso
biol égicoy deben ser referidas como Fermentacion
por Adhesion aSuperficies, (Gutiérrez-Correaand

Conclusiones

Por lavigilanciatecnol 6gica realizada podemos
concluir quee hongo quemassehautilizadoenla
produccion deenzimasce uloliticases Trichoderma
reesel mutante, seguido desu cepaorigina y delas
cepas Trichoderma harzianum y Penicillium
echinulatum. El bagazo de cafiade azlcar esuna
delasbiomasaslignoce ul 6sicas mésempleadasen
laproduccion deenzimas, su utilizaci 6n en conjunto
con los microorgani sSmos reportados puede ser un
camino certero para la obtenciéon de enzimas,
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reduciendo asi los costos de produccién en €
proceso deetanol celuldsico.
Proyecciones

Se propone primeramente trabajar con las cepas
de probada actividad celulolitica (Trichoderma
reesei, Trichoderma harzianum y Penicillium
echinulatum.), realizando la técnicas de
mutagénesis. Se deben realizar pretratamientos
bi ol 6gi cos con hongos de blanca putrefaccion, con
alto potencia para la degradacién selectiva de
lignina, y pretratamientosa calino-écido en bagazo
de cafiadeazlcar. Es necesario estudiar lastécnicas
de SSFy SF paracadamicroorganismo. Evauar €
comportamiento delos microorganismosvariando
concentracion del inéculo, pH, temperatura,
velocidad de agitacion, tipo deinocul acion, tiempo
de pretratamiento, fuentesde carbono y nitrégeno
paralograr unaactividad enziméicasmilar alasde
lasenzimascomerciales
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