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Resumen

El uso de enzimas en diferentes sectores industriales es una alternativa a los procesos
quimicos convencionales. Las enzimas son atractivas, debido a ventajas técnico-
economicas en el proceso, como bajas temperaturas (30°C - 50°C), pH (4,0 -5,5) y
concentraciones de solventes organicos, entre otros. Las enzimas, ofrecen alta
especificidad al sustrato, condiciones de proceso moderadas a suaves comparadas con
procesos industriales convencionales, baja toxicidad y pureza del producto. En
consecuencia, reduccién de impactos ambientales negativos. Las celulasas, son el
segundo tipo de enzimas predominantes en la industria biotecnoldgica ya que tiene
numerosas aplicaciones en diferentes campos, incluyendo la industria textil, pulpa y papel,
alimentos, produccion de biocombustibles, farmacéutica, entre otras. Su biosintesis es
controlada por mecanismos como la induccién y la regulacion nutricional (regulacién de las
fuentes de carbono o nitrégeno), principalmente.

Diferentes microorganismos son capaces de producir el complejo enzimatico celulasas, sin
embargo, hongos como Fusarium sp. son ampliamente estudiados, por su buen
rendimiento en la produccion enzimas y su habilidad de secretar el complejo
extracelularmente.

En este estudio, Carboximetilcelulosa fue usado como Unica fuente de carbdn para la
produccién de enzimas celuloliticas (celulasas y endoglucanasas), por Fusarium sp. bajo
fermentacion en estado soélido (FES). Los efectos de la humedad (65% -80%), la
temperatura (28-35°C), el pH (4,5 — 6,0 Unidades) y el tiempo de fermentacién (2-6 dias)
sobre la produccion enzimatica, fueron determinados siguiendo la metodologia de
superficie de respuesta. La condicion ideal para la produccién para Fusarium sp., tanto de
celulasas como endoglucanasas fueron 10 dias de fermentacion, 71,74% de humedad, pH
5,02 y temperatura 28,8 °C.

La sintesis de celulasa fue reprimida en presencia de xilosa y fructosa, mientras que, fue
inducida en presencia de lactosa y soforosa. Finalmente, se caracterizé el extracto
enzimatico a diferentes temperaturas y pH, lo que permitié6 determinar que la actividad
relativa para endoglucanasa se presenta a 50°C y pH 5,0, mientras que para actividad

celulasa, se presenta a 60°C y pH 6,0.

Palabras clave: (Fusarium sp., Enzimas, Celulasas, Endoglucanasa, Metodologia
superficie de respuesta).



Abstract

The use of enzymes in different industrial sectors is a conventional alternative to chemical
processes, it is attractive due to technical and economic advantages in the process, such
as low temperatures (30°C - 50°C), pH (4,0 -5,5) and concentrations of organic solvents,
among others. Enzymes provide high substrate specificity, moderate to mild process
conditions, low toxicity and product purity, thus reducing negative environmental impacts.
Cellulases, the second type of enzymes predominant in the industry, are mainly controlled
by mechanisms such as induction and nutritional regulation (regulation of carbon or
nitrogen sources). Different microorganisms can produce complex cellulase enzymes;
however, fungi like Fusarium sp. are widely studied for their good yield in the production of
enzymes and their ability to secrete the complex extracellularly.

Carboxymethylcellulose was used as the sole source of carbon to produce cellulolytic
enzymes, by Fusarium sp. under solid state fermentation (FES, by its acronym in Spanish).
The effects of moisture (65-80%), temperature (28-35°C), pH (4.5 - 6.0 Units) and
fermentation time (2-6 days) on enzymatic production were determined following the
surface response methodology. The ideal condition for endoglucanase production was 4
days of fermentation 70% humidity, pH 4.5 and temperature 30 ° C, these factors being of
significant influence on Fusarium sp.

The cellulase synthesis was repressed in the presence of xylose and fructose, while it was
induced in the presence of lactose and sophorose. Finally, the enzyme extract was
characterized at different temperatures and pH, which determined the highest relative
activity for endoglucanase is presented at 50 °C and pH 5.0, while for cellulase activity, it
is presented at 60 °C and pH 6.0.

Keywords: (Fusarium sp., Enzymes, Cellulase, Endoglucanases, Response Surface
Methodology)
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1.Introduccion

Las celulasas son un sistema enzimatico, que consiste principalmente en tres
componentes, Endoglucanasas (EC 3.2.1.4) que hidrolizan al azar los enlaces [-1,4-
glucosidicos internos de la celulosa amorfa, (2) Exoglucanasas, que incluyen las
Celobiohidrolasas (CBHs) (EC3.2.1.91), estas actuan de una manera progresiva en los
extremos reductores y no reductores de las cadenas del polisacarido, liberando glucosa
(glucanohidrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasas) y (3) B-glucosidasas (BG) (EC
3.2.1.21) que hidrolizan las celobiosas a monémeros de glucosa, producto final (Davis et
al., 1995; Rajeev K Sukumaran, Singhania and Pandey, 2005; Zhang, Zhang and User,
2013; Singhania et al., 2017).

Las celulasas microbianas han demostrado su gran potencial en diferentes industrias
debido a su versatilidad catalitica. Estas son usadas en un gran nimero de campos
incluyendo biocombustibles, textiles, alimentos, pulpa y papel, agricultura, entre otras
(Rajeev K. Sukumaran, Singhania and Pandey, 2005; Singhania et al., 2010; Zhang, Zhang
and User, 2013; Juturu and Wu, 2014).

La biodegradacion de la celulosa y los complejos celuloliticos, producidos por numerosos
microorganismos, representan el mayor flujo de carbono, desde los sumideros de carbono
fijados al CO2 atmosférico (Percival Zhang, Himmel and Mielenz, 2006). Es asi, como el
desarrollo de tecnologias para convertir eficazmente los residuos agricolas y forestales, en
azucares fermentables, asi como productos de la plataforma quimica como surfactantes,
polimeros, solventes, fibras, etc., ofrecen beneficios potenciales a través de: (1) seguridad
estratégica mejorada, (2) disminucién de los déficits comerciales, (3) economias rurales
mas sanas, (4) mejor calidad ambiental, (5) tecnologia exportaciones, y (6) un suministro
de recursos de energia sostenible. La conversién efectiva de lignocelulosa recalcitrante a
los azucares fermentables requiere tres pasos secuenciales: (1) reduccion de tamafio, (2)
pretratamiento / fraccionamiento, y (3) hidrélisis enzimatica (Pifieros, 2012). Uno de los
mas importantes desafios tecnologicos y dificiles, es superar el alto costo de produccién
de las celulasas, una reduccion significativa en el costo sera importante para su uso
comercial en biorrefinerias (Percival Zhang, Himmel and Mielenz, 2006; Guoweia et al.,
2011; Ramanjaneyulu and Rajasekhar Reddy, 2016; Hu, Du, Pensupa, Sze, et al., 2018).
El gran potencial de mercado y el importante papel que desempefian las celulasas en las

industrias emergentes de bioenergia y productos bioldgicos, proporcionan motivacion para



desarrollar mejores complejos enzimaticos de celulasa para la hidrélisis de celulosa en la
pared celular de las plantas. Estos avances también deberan incluir caracteristicas
necesarias para biorrefinerias, como una mayor eficacia catalitica sobre sustratos
celulésicos insolubles, una mayor estabilidad a temperatura elevada y a ciertos niveles
extremos acidos o bésicos de pH, asi como, una mayor tolerancia a la inhibicién del
producto final.

Hoy en dia, se ha dedicado importante atencién al conocimiento de la produccién de
celulasa y los desafios en la investigacion en celulasa, especialmente en la direccion de
mejorar la economia de procesos de diversas industrias (Kuhad et al., 2015). En términos
de tecnologia de produccién, las enzimas de bajo costo se pueden producir por la
optimizacion del proceso y la ingenieria genética de cepas microbianas productoras de
celulasa. En este estudio, se evalu6 el efecto de carboximetilcelulosa, celulosa, glucosa,
maltosa, etc. como Unica fuente de carbono para la produccién de enzimas celuloliticas
(exoglucanasas, betaglucosidasas y endoglucanasas) por Fusarium sp bajo fermentacion
en estado solido. Usando la metodologia de superficie de respuesta, se evaluaron los
efectos de la humedad (65% -80%), temperatura (28-35 °C), pH (4.5-6.0) y tiempo de
fermentacion (2-6 dias) sobre la produccion de enzimas. Se evalué el efecto de induccion
0 represion de Lactosa, xilosa, soforosa, fructosa en la sintesis de celulasa y
endoglucanasa. Finalmente, se caracterizO el extracto enzimético a diferentes

temperaturas y niveles de pH, lo que permitié determinar.



2.Marco teorico

2.1.Fusarium sp.

Los hongos filamentosos, o simplemente el moho, son organismaos de importancia médica,
ecologica e industrial. En la naturaleza, los hongos filamentosos son ubicuos y pueden
aislarse de una amplia gama de condiciones en términos de temperatura, pH, actividad del
agua, etc., (Adnan et al., 2017). Muchos hongos filamentosos como el Fusarium sp., son
endofitos, lo que implica que habitan en las plantas sin causar sintomas aparentes de
enfermedad. De acuerdo con diferentes estudios fue posible demostrar la capacidad de
produccién de compuestos activos de este tipo de hongos que le confieren proteccién a su
hospedera contra el ataque de patdgenos y herbivoros, constituyendo una via para la
obtencion de diversos precursores o moléculas novedosas de utilidad en la agricultura y
en la medicina (Covarelli et al., 2012; Bhat, 2000; Juturu & Wu, 2014; Sukumaran,
Singhania, & Pandey, 2005).

Fusarium sp., se encuentra clasificado como hongo filamentoso de la clase Ascomycetos
y ha sido previamente reportado con actividad enzimatica celulasas, hemicelulasas, asi
como, enzimas auxiliares de la degradacion de biomasa lignocelulésica como xilanasas,
responsables de la degradacién del xilano que es el mayor constituyente de la
hemicelulosa (Gao et al.,, 2011). Los metabolitos primarios como las Hemi (celulasas)
aislados de hongos endéfitos poseen una gran diversidad quimica y algunos de estos
pueden ser ampliamente usados en industrias de biocombustibles, alimentos, farmacéutica
y textil. En la Tabla 2-1 se listan algunas aplicaciones que tienen las hemi (celulasas)

fungicas.

Tabla 2-1 celulasas y sus aplicaciones industriales

Industria Funcién Aplicacién Referencia
Extraccién de jugo de frutas,
Hidrdlisis de componentes | colorantes alimentarios,
de la pared celular; | Alteracion de las propiedades
, Disminuyendo la | sensoriales de frutas y verduras | (Bhat, 2000;
Alimentos viscosidad y manteniendo | y aceite de aceitunas y sopas, | Yangetal,
la textura del zumo de | Control de enfermedades 2017)
fruta coronarias y aterosclerosis;
Reduccion del deterioro de los
alimentos.




Industria

Funcion Aplicacion Referencia
Pretratamiento de ensilaie Mejora en la calidad nutricional
p : ISP 1 de los alimentos para animales; :
. - agricola y alimentacion de (Merillon and
Alimentacion rano para la hidrolisis Aumento de peso por pollos de Ramawat
animal garcial P de materiales engorde y gallinas; Disminucién 2017) '
IFi) nocelulésicos de la colonizacion de bacterias
9 patégenas en el intestino grueso
: -, (Bayer et al.,
Hidrdlisis de polisacéaridos Mejora en la maceracion de la 1998;
piel y la extraccion de color de la ;
. de pared celular de . . Wilson,
Vinos y cervezas lantas. Modificacion de | Y& calidad, estabilidad vy 2011 Juturu
plantas, fu clarificacion y aroma de los !
residuos arométicos. Vinos and Wu,
' 2014)
Actlan sobre el tejido de
algodén y rompen los
extremos de las pequefas | Bio-apedreamiento de tejidos de
fiboras en el tejido de | mezclilla: biopolimero de telas
algodon, aflojando asi el | no Denim, desfibrilacién de
Textiles tinte después del lavado, | tejidos que contienen Lyocell y (Cavaco-
Y prevencion o eliminacién | biofinado, produccién de polvos
lavanderia : Paulo, 1998)
permanente de la | de lavado de alta calidad y
formacion de pelusa y | amigables con el ambiente.
pilling, Bio-pulido  de | Produccion de tejidos de alta
algodén y telas (no calidad
Denim), desfibrilacion de
lyocell
Aumentar la resistencia a la
Elaboracién mecanica de traccion y las altas calidades de
asta. biomodificacion de las fibras, reducir el consumo de (Kuhad,
pasta, SN energia, mejorar el drenaje de Gupta &
Pulpay papel las f'b_ra? e||m|naC|pn del las fabricas de papel y la | Singh, 2011)
:g;]/(eaft(ljrgllegoelde tinta 'y fabricacion de papeles suaves
pap como toallas de papel y papeles
higiénicos
Solubilizacion de las
p;rr?g 23 celglareshgr? :)ass Produccion de protoplastos
Ipnhibicién de 9 |é vegetales o fungicos, cepas (Liu and
Agricultura erminacion de las hibridas y mutantes, fertilidad Kokare,
g : del suelo, crecimiento de las 2017)
esporas, alargamiento del lantas
tubo germinal y P
crecimiento de hongos
gglmgesriilgnendeglur(r:]c?g;”a;l Produccion de proteina de una | (Davies and
Biocombustibles otros azlicares sola célula o productos de Henrissat,
fermentacion como etanol 1995; Liu

fermentables




Industria

Funcién Aplicacion Referencia
and Kokare,
2017)
Preparacion de la digestion,
o Digestién de fibras de hld[’O|ISIS rapida de los (Liu and
Farmacéutica polimeros de celulosa, Kokare,
celulosa .
hemicelulosa y betaglucano en 2017)
los alimentos
Gestion de Degradacion de residuos | Reduccién de la contaminacion (“AR‘Zrmch:Pd
residuos celulésicos ambiental 2017) '

2.2.Biomasa lignocelulésica

La Lignocelulosa natural es la fuente de materia organica renovable mas abundante
sobre la tierra. Existe una gran variedad de biomasas, que se encuentran desde los
bosques hasta los océanos, ademas nueva biomasa se esta generando
constantemente a través de la fotosintesis (Estela and Luis, 2013; Chen, 2014;
Dusselier, Mascal and Sels, 2014). De acuerdo con estudios recientes hay
aproximadamente 1.8 x 10! toneladas de biomasa sobre la tierra y cerca de 4.0 x
107 de toneladas en los océanos. Para el mejor uso de los materiales celulésicos, es
importante entender sus caracteristicas, descritas a continuacién (Chen, 2014).

a. Son una fuente extensiva, ya que se encuentran en grandes cantidades y son
renovables.

b. Se encuentran en una configuracion multiforme, con celulosa, hemicelulosa
y lignina que tienen estructuras y composiciones diferentes.

c. Son materiales de bajo costo y actualmente son considerados como residuos.
Por lo tanto, los materiales lignoceluldsicos tienen potencial para solucionar
problemas actuales, como escasez de alimentos, crisis energéticas, contaminacion
ambiental, entre otros, que enfrenta el mundo. Sin embargo, su complejidad dificulta
los procesos de bioconversion de lignocelulosa, (Chen, 2014) pues estos materiales
estan formados principalmente por celulosa, hemicelulosay lignina, la suma de estos
componentes representa mas del 80% de su peso total y estan unidas entre si
mediante enlaces covalentes (Chen, 2014; Menon & Rao, 2012). El porcentaje
restante se distribuye en proteinas, grasas, cenizas, agua, pectina, carbohidratos de
bajo peso molecular, entre otros. El tamafio y forma de la pared celular, asi como, la

composicion quimica de los materiales lignoceluldsicos varia de acuerdo con cada



especie, estos pueden ser clasificados como se lista en la Tabla 2-2 y en la Figura 2-

1 se muestra graficamente.

Tabla 2-2 Clasificacién de material lignocelulésico de acuerdo con su contenido de lignina, celulosa y

hemicelulosa.

Material Lignina (%) Celulosa (%) Hemicelulosa (%)
Maderas duras 18-25 45-55 24-40
Maderas blandas 25-35 45-50 25-35
Herbéaceas 25-30 25-40 25-50

Fuente: (Menon and Rao, 2012)

Figura 2-1 Composicion de la biomasa lignocelulésica.
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2.2.1.Celulosa

La celulosa es uno de los compuestos mas abundantes en la naturaleza, se encuentra en
la pared celular de las plantas, es sintetizada por estas y por algunos organismos como
animales marinos y bacterias del género Bacillus, Acetobacter, Agrobacterium, Rizhobium,
entre otras. Es un polisacarido de formula es (CesHi100s)n. Yy en combinaciéon con la

hemicelulosa y la lignina constituye la fraccion lignocelul6sica la cual se genera en grandes




cantidades durante las actividades agricolas y madereras. Adicionalmente, la celulosa esta
compuesto por D-Glucosa unidos por enlaces [3-1,4-glicosidicos, que contiene regiones
cristalinas y amorfas. La cristalina crea el segmento principal de la celulosa, mientras que
una pequeia cantidad se encuentra organizada de forma amorfa (Ergun, Guo, & Huebner-
Keese, 2015; Guleria, Kumari, & Saravanamurugan, 2019). La Celobiosa es la unidad
estructural que se repite creada a través de este enlace y compone las cadenas de
celulosa. Las largas cadenas de celulosa se estabilizan mediante enlaces fuertes de
hidrégeno y Van der Walls para crear microfibrillas en las paredes celulares de las plantas
(Chen, 2014; Toth, 2016).

2.2.2.Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polimero mas abundante. Contrario a la celulosa, la
hemicelulosa tiene una estructura aleatoria y amorfa, compuesta de varios heteropolimeros
incluyendo xilano, galactomanano, glucuronoxilano, arabinoxilano, glucomanano y
xiloglucano. Por otra parte, las hemicelulosas también varian en su composicion;
hemicelulosas de madera dura contienen principalmente xilanos, mientras que las de
madera blanda contienen principalmente glucomananos. Los heteropolimeros de
hemicelulosa se componen de monosacaridos de 5 y 6 Unidades de carbonos; pentosas
(xilosa, arabinosa), hexosas (manosa, glucosa, galactosa) y azlUcares acetilados.
Finalmente, las hemicelulosas estan incrustadas en las paredes celulares de la planta
formando una compleja red de enlaces que proporcionan resistencia estructural al unir

fibras de celulosa a microfibrillas y enlaces cruzados con lignina.

2.2.3.Lignina

Lignina es el nombre de un grupo de sustancias, su gran variabilidad se refleja en que su
composicion cambia de acuerdo con las especies de plantas, la duraciéon del tiempo de
crecimiento, asi como, partes de las plantas. Este complejo es de naturaleza hidrof6bica y
se une a través de enlaces covalentes a la hemicelulosa y celulosas lo que genera la
estructura compleja de la lignocelulosa (Toth, 2016). La lignina es un complejo compuesto
por unidades de fenilpropano unidas de forma no lineal y aleatoria; Los tres monémeros
principales son alcohol cumaryl, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico (Chen and Qiu,
2010).



2.3.Celulasas

Las celulasas son las segundas enzimas de mayor produccion econémica a nivel mundial
y su demanda esta constantemente en incremento debido a la variedad de aplicaciones
como en el procesamiento de algoddn, en el reciclaje de papel, enzimas de detergentes,
en extraccion de jugos, aditivos de alimentacion para animales, en la industria
farmacéutica, entre otras industrias (Shukla and Pletschke, 2013). Adicionalmente, desde
2005 con el resurgimiento de la produccién de bioetanol a partir de residuos
lignocelulésicos via enzimética se incrementdé mundialmente la investigacion en torno a la
produccién y mejoramiento de esta enzima (X.-Z. Zhang, Zhang, & User, 2013; Pandey,
Negi, & Soccol, 2017; Rivero et al., 2017; Singhania, Adsul, Pandey, & Patel, 2017).

A nivel mundial, se encuentran dos grandes productores de celulasa para la conversion de
biomasa “Genencor ahora DuPont, y Novozymes” (Pandey et al., 2017).

De acuerdo con la Tabla 2-3, las especies de hongos mas usados para la produccion de
celulasas se encuentran Trichoderma y Aspergillus; sin embargo, diferentes
investigaciones reportan Fusarium sp., como una especie capaz de metabolizar celulosa
como fuente de energia y secretar el complejo enzimético de celulasa (de Almeida,
Falkoski, Guimaraes, & de Rezende, 2019; Martinez-Pacheco, Flores-Garcia, Zamudio-
Jaramillo, Chavez-Parga, & Alvarez-Navarrete, 2020; Juturu & Wu, 2014; Juturu & Wu,
2014; Bhat, 2000; x ).

Tabla 2-3 Celulasas comerciales, productores y sus fuentes.

Actividad
Enzima Proveedor Método enzimética Fuente
(FPA/mI)
Cellubrix . _
Novozymes FS 56 T.Longibrachiatum
(celluclast)
Cellulase 2000L Rhodia-Danisco FS 10 A.Niger
Rohm —-AB T.longibrachiatum
Rohament CL FS 50 g .
Enzymes T.reesei
. . T.longibrachiatum
Viscotar 150L Dyadic FS 33 9 .
T.reesei
Multifect CL _Genenc_or S 64 T.Iongiprachiatum
international T.reesei
T.longibrachiatum
Cellulyve 50L Novozymes FS 24 d .
T.reesei
T.longibrachiatum
Spezyme CP Genencor FS 49 ¢ .
T.reesei




T.longibrachiat
GC220 Genencor FS 116 ong! 'rac atm
T.reesei
Cellulase TRL Amano Enzyme FS 95 A.niger
T.longibrachiatum
Econase CE Solvay Enzymes FS 40 g . at
T.reesei
Biocellulase TRI Amano Enzyme FS 68 T. Virade
Ultra-Low Quest )
Microbial (ULM) International FS 88 A-niger

Tomada de: (Pandey et al., 2017; Rivero et al., 2017).

Las investigaciones sobre celulasas y relacionados con polisacaridos iniciaron en los afios
50’s debido al enorme potencial de convertir materiales lignocelulésicos a glucosa y
azucares solubles (Tamboli, Waghmare, Khandare, & Govindwar, 2017). Las celulasas son
un sistema enzimatico que consiste principalmente en tres componentes, Endoglucanasas
(EC 3.2.1.4) que cortan al azar en el interior de la celulosa amorfa, generando
oligosacéridos de varias longitudes y, en consecuencia, nuevos extremos de cadena, (2)
Exoglucanasas, que incluyen las Celobiohidrolasas (CBHs) (EC3.2.1.91), estas actlan de
una manera progresiva en los extremos reductores y no reductores de las cadenas del
polisacarido, liberando glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasas) y (3) B-
glucosidasas (BG) (EC 3.2.1.21) que hidrolizan las celodextrinas solubles y la celobiosa a
glucosa, el producto final, las figuras (Figura 2-2, Figura 2-3, Figura 2-4), muestran las
estructuras de cada una de la enzimas que pertenecen al complejo enzimético (Zhang,
Zhang and User, 2013; Rivero et al., 2017).

Endo- B -1,4-glucanase (EG) EC3.2.1.4
Accepted name:

Cellulase
Alternative name(s):
Avicelase

Beta-1,4-endoglucan hydrolase
Beta-1,4-glucanase

Carboxymethyl cellulase
Celludextrinase

Endo-1,4-beta-D-glucanase
Endo-1,4-beta-D-glucanohydrolase
Endo-1,4-beta-glucanase
Endoglucanase

Figura 2-2 Endoglucanasa; Fuente: (Juturu & Wu, 2014).



Exo- B -1,4-cellobiohydrolase (CBH) EC 3.2.1.91
Accepted name:

Cellulose 1,4-beta-cellobiosidase

Alternative name(s):
1,4-beta-cellobiohydrolase.
4-beta-D-glucan cellobiohydrolase
Avicelase
Exo-1,4-beta-D-glucanase
Exocellobiohydrolase
Exoglucanase

B -glucosidase (B G) EC3.2.1.21
Accepted name:

Beta-glucosidase.

Alternative name(s):
Amygdalase
Beta-D-glucoside glucohydrolase
Cellobiase
Gentobiase

Figura 2-4 Betaglucosidasa; Fuente: (Juturu & Wu, 2014).

2.3.1.Mecanismo catalitico de las celulasas

Las glucohidrolasas cortan enlaces glucosidicos mediante el uso de catélisis &cido-base.
La hidrdlisis se realiza mediante dos residuos cataliticos de la enzima: un acido general
(donante de protones) y un nucledfilo / base (Zhang, Zhang and User, 2013). Esta hidrdlisis
se produce a través de dos mecanismos principales que dan lugar a una retencion general,
0 una inversion, de configuracion anomerica (Davis et al., 1995). Tanto en los mecanismos
de retencion como de inversion, la posicion del donante de protones es idéntica, es decir,
esta dentro de la distancia de enlace de hidrogeno del oxigeno glicosidico. En la retencion
de enzimas, la base catalitica nucleofilica estd muy cerca del carbono anomérico de

azucar. Esta base, sin embargo, es mas distante en las enzimas inversoras que deben



acomodar una molécula de agua entre la base y el azlcar. Esta diferencia da como
resultado una distancia promedio entre los dos residuos cataliticos de -5.5 A en la retencién
de enzimas en oposicion a -10 A en las enzimas inversoras (Davis et al., 1995; Zhang,
Zhang and User, 2013), en las Figura 2-5 y Figura 2-6 se muestra graficamente los

mecanismos por inversion y retencién respectivamente.
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Figura 2-5 Mecanismo por inversién; Fuente: (Davis et al., 1995)
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Figura 2-6 Mecanismo por retencién.; Fuente: (Davis et al., 1995)

Finalmente, la configuracion Unica de este complejo enzimatico tiene varias ventajas: 1.
Adhesion directa y especifica al sustrato de interés, lo que permite una eficiente
competencia con otros microorganismos que tengan el mismo nicho ecoldgico; 2. La
proximidad de la célula a la celulosa asegura la toma de los celo-oligosacaridos solubles.
Desde el punto de vista enzimatico, este permite una actividad consensuada y sinergismo

de las celulasas; evita la adsorcién no productiva de las celulasas, ademas, evita la



competencia innecesaria entre varias celulasas por el sitio de adsorcion, por ultimo,
permite una Optima capacidad de procesamiento de las celulasas a lo largo de la fibra de
celulosa (Golan, 2011; Juturu and Wu, 2014, Singhania et al., 2017).

2.4. Produccion de celulasas

Hasta ahora, la produccion industrial de celulasas se consigue principalmente mediante
técnica de fermentaciobn sumergida (FS) (Srivastava et al., 2018) Sin embargo, la
fermentacion en estado solido (FES) es una tecnologia alternativa de bajo costo y bajo
consumo de energia que puede llevar a una reduccion en el valor comercial de estas
enzimas. Algunas ventajas de esta tecnologia, como menor susceptibilidad a la
contaminacién bacteriana, permite mayor productividad enzimatica para muchas enzimas,
menos susceptible a la inhibicion por sustrato, entre otras (Hoélker, Hofer, & Lenz, 2004;
Merillon & Ramawat, 2017; Sondhi & Saini, 2019). En la Tabla 2-4 se presenta una

comparacion entre fermentacién sumergida y en estado sélido.

Tabla 2-4 Ventajas y desventajas de FES y FS.

Fermentacién en estado sélido Fermentacién sumergida
e Menor diversidad de productos e Mayor demanda energética asociada a la
obtenidos y de microorganismos aptos esterilizacion del medio y purificacion del
para crecer producto del medio de fermentacion.

en estas condiciones.

e Pese a la menor concentracion de
productos obtenida en la fermentacion

e Menor posibilidad de contaminacion, sumergida, la purificacion de esas
debido a la ausencia de agua libre en el moléculas es facilitada por la ausencia o
sistema. baja concentracion de particulas de

sustrato.

e FEl alto contenido de agua y la naturaleza
diluida del medio facilitan el control de la
temperatura del cultivo, reduciendo la
degradacion del producto, en especial en
enzimas con baja termoestabilidad.

e Menor disponibilidad de informacién en
temas como fendmenos de transporte,
cinéticas de crecimiento y produccion
enzimatica.

e El extracto obtenido est4 alrededor de 3 0
4 veces menos diluido que en la FS, asi
gue la productividad y concentracién del
producto final son mayores en la FES.

e Cuando se opera con altas
concentraciones de sustrato es posible
tener problemas de reologia en el sistema.




Menor susceptibilidad a inhibicion por
sustrato.

Mayor conocimiento de los fenbmenos que
la rigen para el aumento de escala.

Mayor dificultad en el control del proceso
y en la adicion de soluciones deseadas.

Los procesos de difusion son facilitados en
el sistema debido a la homogeneidad del
sistema.

Menor volumen de residuos generados,
reduciendo el procesamiento aguas
abajo.

Mayor disponibilidad de tecnologias de
monitoreo y control On line.

No necesita disolventes organicos,
menores costos de capital y operacion y
agitacion reducida.

El principal inconveniente de la
fermentacion sumergida son los largos
tiempos de fermentacién con menor

produccion

Fuente: (De Almeida, 2013; Machado De Castro & Pereira Jr. Nei, 2010; Rodrigues Pires, 2013).

No es posible hacer una comparacion directa entre FES y FS debido a las diferencias en
las condiciones de los cultivos microbianos utilizados en las dos tecnologias, pues, los
microorganismos involucrados en FES tienen un metabolismo mas alto, ya que proliferan
de forma casi natural en el medio ambiente, es decir, bajo condiciones de agua libre
limitada y con un soélido apoyo para el crecimiento. FES se basa en proporcionar al
microorganismo cultivado un entorno lo més cercano posible a su entorno natural de donde
son aislados, lo que aparentemente permite que los microorganismos tengan un mejor
desempefio y se obtengan mayores rendimientos de los productos en comparacion con la
fermentacion sumergida incluso en condiciones 6ptimas de operacion para el (Thomas,
Larroche, & Pandey, 2013).

De acuerdo con lo anterior, es evidente que tanto la fermentacion sumergida como en
estado solido son técnicas exitosas, los hongos como Fusarium sp., producen con gran
efectividad bioproductos de valor comercial como las enzimas. Finalmente, el rendimiento
de estas técnicas depende de la capacidad de la fuente para sintetizar la proteina de
interés, algunas condiciones del bioproceso y, adicionalmente, las estrategias de
separacion de enzimas y purificacion (Stanbury, Whitaker, & Hall, 2017).

La regulacibn y mecanismos de induccién del complejo enzimatico en hongos
filamentosos, ha sido objeto de numerosas investigaciones usando Trichoderma reesei
como modelo de microorganismo celulitico por excelencia. Las vias para la sintesis de N-
glucanos y O-glucanos se conservan en gran medida a través de especies de hongos
(Beckham et al., 2012; Deshpande, Wilkins, Packer, & Nevalainen, 2008), asi mismo, este
hongo es taxonémicamente similar al Fusarium sp. (Tabla 2-5) y su mecanismo y regulacion

posiblemente se asemeje a T.reesei.



Tabla 2-5 Clasificacion taxondmica para Fusarium sp. y Trichoderma reesei.

Clarificacion Trichoderma Reesei Fusarium Sp.
Super Reino Eukaryota Eukaryota
Reino Fungi Fungi
Subreino Dikarya Dikarya
Phylum Ascomycota Ascomycota
Subphylum Pezizomycotina Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes Sordariomycetes
Subclass Hypocreomycetidae Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales Hypocreales
Familia Hypocreaceae Hypocreaceae
Nectriaceae Nectriaceae Nectriaceae
Genero Trichoderma Fusarium

Tomada de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cqi

La hipotesis propuesta por diferentes autores (Bisaria, Mishra, & Eveleigh, 1989; Kubicek,
1987; Rastegari, 2018; Suto & Tomita, 2001), se define en seis etapas la sintesis de
celulasas, explicadas a continuacién (Figura 2-7 ).

1. La celulasa basal que se encuentra en los conidios entra en contacto con la
celulosa que es degradada a celooligosacaridos, luego hidrolizados a glucosa
y transglucosidados a soforosa.

2. Los conidios germinan y la glucosa como fuente de carbono y la soforosa
como inductor entran en la célula. La B-glucosidasa, unida a la membrana
plasmatica, convierte los celooligosacaridos en soforosa y glucosa.

La soforosa induce la sintesis de celulasas que son secretadas fuera de la célula.
Las celulasas secretadas degradan la celulosa causando un aumento en la
cantidad de celooligosacaridos y de glucosa

5. La glucosa es asimilada, los celooligosacaridos son hidrolizados a glucosa y
transglucosilados para formar soforosa

6. El ciclo continlia hasta que el sustrato se agota o el sistema es reprimido por

represion catabdlica


https://www.uniprot.org/taxonomy/2759
https://www.uniprot.org/taxonomy/2759
https://www.uniprot.org/taxonomy/4751
https://www.uniprot.org/taxonomy/4751
https://www.uniprot.org/taxonomy/451864
https://www.uniprot.org/taxonomy/451864
https://www.uniprot.org/taxonomy/4890
https://www.uniprot.org/taxonomy/4890
https://www.uniprot.org/taxonomy/147538
https://www.uniprot.org/taxonomy/147538
https://www.uniprot.org/taxonomy/222543
https://www.uniprot.org/taxonomy/222543
https://www.uniprot.org/taxonomy/5125
https://www.uniprot.org/taxonomy/5125
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5543&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi
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Figura 2-7 Modelo de induccion de celulasas en T. reesei, los nimeros corresponden a la descripcién del
texto Donde: BGL: B-glucosidasa; CBH: 1,4-8-D-glucano celobiohidrolasa; EGL: endo-1,4-8-D-glucanasa.

Tomada de:(Gutiérrez-Rojas, Moreno-Sarmiento, & Montoya, 2015).

Las celulasas son enzimas inducibles y la regulacion de la produccién de estas es
controlada por el mecanismo de activacion y represiéon (Amore, Giacobbe, & Faraco, 2013;
Meenu, Singh, & Vishwakarma, 2014). La producciéon de enzimas celulolitica se induce
solo en presencia del sustrato celulosa o alguno de sus derivados, y se reprime cuando
azucares de facil acceso estan disponibles, siendo la lactosa, el Unico inductor soluble y
del cual su mecanismo no esta claro aun (Amore et al., 2013; Klaubauf et al., 2014;
Rastegari, 2018).

En general, estas enzimas secretadas por hongos carbohidratos-activas, presentan
enlaces N- glicosidicos y O-glicosidicos, que es la union covalente de carbohidratos al lado
apropiado de la cadena de amino&cidos. Para N-glicosilacion, el carbohidrato es atado a
un grupo B-amida en aspargina, mientras que para O-glicosilacion ocurre a un grupo B-
hidroxil de serina o treonina. La glicosilacién es una modificacion postraduccional ubicua,
gue cumple muchas funciones biolégicas en reconocimiento y sefializacion. Asi mismo, se
encuentra en el 50% de las proteinas eucariotas, es tipicamente requerido para la
secrecion de celulasa en hongos filamentosos y a pesar del importante papel de la
glucosilacion en la secrecién de celulasa, se sabe relativamente poco sobre las

consecuencias bioquimicas de la glicosilacion proteica de las celulasas fungicas (Beckham



et al., 2012; Pena, Costa, & Batista, 2020; Xu et al., 2014). La glicosilacion de celulasa
varia con la expresion heteréloga y las condiciones ambientales, con cambios

concomitantes a la afinidad y actividad de unién.

2.4.1.Fermentacion en estado sélido (FES)

La fermentacion en estado sélido — FES, es definida como la fermentacion en ausencia o
cerca a la ausencia de agua libre, es un proceso heterogéneo de 3 fases sdlido, liquido y
fase gaseosa (Singhania, Kumar Patel, Soccol, & Pandey, 2009; Singhania, Sukumaran,
Patel, Larroche, & Pandey, 2010; Thomas, Larroche, & Pandey, 2013). En los ultimos afios
ha generado gran interés en las industrias biotecnoldgicas debido a su potencial en
aplicaciones como la produccion de metabolitos secundarios activos, asi como, alimentos,
combustibles, productos quimicos industriales, etc., convirtiéndola en una buena
alternativa a la fermentacién sumergida (Singhania et al., 2009).

Como se mencioné anteriormente la FES se lleva a cabo en ausencia, o cerca a la
ausencia de agua, sin embargo, el sustrato usado debe contener suficiente humedad para
soportar el crecimiento y la actividad metabélica de los microorganismos. La matriz sélida
puede actuar como fuente de carbono (y otros nutrientes), o0 como un material inerte que
soporta el crecimiento del microorganismo impregnado con la solucién de crecimiento (Ray
& Behera, 2016; Singh nee’ Nigam & Pandey, 2009; Singhania et al., 2009).

Como ha sido definido, el potencial de FES es proveer al microorganismo cultivado un
ambiente lo mas cercano posible a su ambiente natural, donde existen y de donde fueron
aislados. Estas condiciones, son aparentemente lo que permite los mayores rendimientos

comparado con la fermentacion sumergida.

2.4.2.Factores ambientales que afectan la produccion de celulasas.

Hay varios factores que generan gran impacto en esta tecnologia en particular que
necesitan ser consideradas para el desarrollo de esta. Incluye; la seleccién del
microorganismo Yy sustrato, pardmetros 6ptimos de proceso y la purificacion del producto,
que sigue siendo uno de los més grandes retos de esta tecnologia. La seleccién del
microorganismo generalmente depende del tipo de sustrato sélido, los requerimientos de
crecimiento y el producto final objetivo. Estos criterios generales afectaran el disefio de

fermentacion y el procesamiento posterior. Los hongos filamentosos contintan dominando



como un microorganismo importante en la SSF debido a su modo de crecimiento micelial,

asi como a sus capacidades fisiolégicas neutrales (Chen & He, 2012; Webb, 2017).

El establecimiento de una relacién entre la fisiologia de los microorganismos y los factores
fisicoguimicos es el objetivo de un modelo apropiado. Las condiciones de operacion como
la composicion del medio de fermentacion, la duracion, la temperatura, el pH, la aireacién,
la actividad de agua y la humedad, naturaleza del sustrato empleado, pueden afectar
negativamente la produccion de celulasas (Behera & Ray, 2016; Wan Yoon, Nam Ang,
Cheng Ngoh, & Seak May Chua, 2014).

El medio de fermentacion utilizado en FES consiste en fuente de carbono, fuente de
nitrégeno, fésforo y elementos minerales. El efecto de diferentes fuentes de carbono en la
produccion de celulasa y endoglucanasa ha variado con diferentes cepas de hongos
(Kachlishvili, Penninckx, Tsiklauri, & Elisashvili, 2006), por lo tanto, es importante tener una
combinacién adecuada de medio, sustrato y cepa de hongos para maximizar la produccion
de enzimas en FES. El medio Mandels and Webber se usa comunmente para la produccion
de celulasa (Siqueira, Rodrigues, Vandenberghe, Woiciechowski, & Soccol, 2020) y la
fuente de carbono en el sustrato sirve para inducir la generacion de celulasa y
endoglucanasa, ya que juega un papel importante en el metabolismo celular.

La secrecién de proteinas tanto estructurales como enzimas juegan un rol importante en
hongos filamentosos como Fusarium sp. Las enzimas son liberadas desde la superficie de
la membrana plasmatica hacia el espacio periplasmatico, donde pueden ser incorporadas
a la pared celular, o en el caso particular de las celulasas son secretadas a través de la
pared celular al medio exterior (Peberdy, 1994). Si bien la induccion transcripcional directa
de los genes involucrados en la degradacién de la pared celular de la biomasa
lignocelulésica es el primer paso de la produccion de enzimas, existen muchas sefales
competitivas que controlan si se produciran estas enzimas. Uno de estos mecanismos
conocida como represion del catabolito de carbono (CCR) por sus siglas en inglés, implica
la regulacion negativa de los genes necesarios para el consumo de una fuente de carbono
menos preferida con respecto a otra (Huberman, Liu, Qin, & Glass, 2016).

Aunque la produccién de celulasa comercial se realiza via fermentacion sumergida, estas
enzimas también se pueden producir mediante fermentacion en estado sélido (Wan Yoon
et al., 2014). La sintesis del sistema celulasas es regulada por induccion y por represion
catabdlica y no en todos los hongos celuloliticos, alcanza tal nivel como para generar
azucares fermentables in vitro. Esta actividad enziméatica estd condicionada por multiples

factores variables como la temperatura, pH, humedad, presencia de otros carbohidratos,



concentracion de nutrientes y productos que afectan significativamente el crecimiento
microbiano y la produccion de celulasas (Brahmachari, 2016; Chambergo and Valencia,
2016).

e Actividad de agua/ Humedad

El contenido de humedad es un factor critico para el proceso de fermentacion en estado
sélido porque, es una variable que influencia el crecimiento y la biosintesis de la celulasa
(Ray & Behera, 2017; Singhania et al., 2009; Wan Yoon et al., 2014). Sin embargo, los
requerimientos de humedad del microorganismo deben ser definidos en términos de
actividad de agua, mas que, en contenido de humedad del sélido (Van Dyk & Pletschke,
2012).

e pH

Debido a la dificultad de monitorear el pH durante el proceso, el pH no es controlado y se
ajusta solamente al inicio de la fermentacion. Las variaciones del pH durante FES estan
relacionadas con la actividad metabdlica del hongo. Generalmente, el intervalo de pH para
el crecimiento de hongos filamentosos es muy amplio y varia entre 3 y 7 unidades. Sin
embargo, para la produccion de celulasas en hongos filamentosos se reportan en un
intervalo de pH entre 4 y 6, siendo 5 el mas usado (Das et al., 2013; Dinis et al., 2009;
Falkoski et al., 2013; Xiros et al., 2008b). A pH mas elevados aumenta la produccion de
proteinas extracelulares lo que tiene un efecto negativo sobre la actividad especifica de las
celulasas (Xiros et al., 2008a). Por el contrario, la disminucion de este parametro provoca

una inhibicién del crecimiento flungico.

e Temperatura

La temperatura es un parametro Hongo-dependiente que influencia la produccion de
celulasa. Por ejemplo, el hongo Phanerochaete chrysosporium es normalmente cultivado
a 37 °C, sin embargo, con el objetivo de producir celulasa via SSF se cultiva a menores
temperaturas (25 -27 °C). La temperatura 6ptima para la produccién de celulasa y el
crecimiento del hongo puede ser diferente. La temperatura 6ptima para la producciéon de
celulasa normalmente varia entre 25 — 35 °C (Chambergo & Valencia, 2016; Liu & Kokare,
2017; Wan Yoon et al., 2014).

e Tiempo de fermentacion



Cuando se cultivan hongos de podredumbre blanca o café en sustrato celulésico en
condiciones adecuadas, los hongos inician su crecimiento extendiendo sus puntas hifales,
luego el micelio fungico se propaga por todo el sustrato formando una red de micelios. La
formacion primordial, que implica el desarrollo de una estera de micelio densay progresiva,
tiene lugar hasta el siguiente la superficie del sustrato esté casi colonizada por la esterilla
de micelio. Estudios de produccion de celulasas mostraron la primera sefial de crecimiento
de hongos en el dia 2 de la FES. Después de 7 all dias, el hongo cultivado podria haber
colonizado completamente el sustrato, dependiendo de la cantidad del sustrato utilizado
(Brandl & Andersen, 2017; Chen & He, 2012; Delabona et al., 2013; Kumaran, Sastry, &
Vikineswary, 1997; Webb, 2017). En la etapa final del crecimiento de hongos, el basidioma
y el cuerpo fructifero de los hongos podrian haberse desarrollado.

La actividad de la celulasa alcanza su punto maximo durante la fase de colonizacién del
crecimiento de hongos y disminuye rapidamente en la etapa posterior durante la formacion
del cuerpo fructifero. Es posible que la maxima actividad celulasa se produzca cuando la
actividad metabdlica del hongo y la concentracion de azlcar soluble en el agua se

encuentren en su punto maximo (Wan Yoon et al., 2014).

e Fuente de carbono e inductores

La celulasa es un sistema de enzimas inducibles, en el cual varias fuentes de carbono han
sido probadas con el fin de identificar el mejor inductor. La celulosa en si misma es
reconocida como uno de los mejores inductores del complejo celulasa, otros importantes
inductores de la produccién de celulasas son soforosa y la lactosa (Gautam SP et al., 2010;
Loewenberg & Chapman, 1977; Sternberg & Mandels, 1979). (Ryu & Mandels, 1980)
determinaron que la celulosa, celobiosa y lactosa son inductores efectivos solo si se
encuentran en el medio en altas concentraciones. Por otra parte, estudios realizados por
(Behera & Ray, 2016; Erickson, Nelson, & Winters, 2012; Sanchez & Demain, 2008; Suto
& Tomita, 2001) indicaron que la glucosa produce represion catabdlica en la biosintesis de
celulasa.

La regulacion de la produccion de celulasas mediante la fuente de carbono es conocida
comunmente como represion de catabolitos por carbono- CCR por sus siglas en inglés,
este es uno de los mecanismos conservativos que protege en contra del desgaste de la
magquinaria que permite sintetizar proteinas de las células, opera cuando hay mas de un

sustrato utilizable en el medio de crecimiento. La célula produce enzimas para catabolizar



la fuente de carbono asimilable méas rdpidamente mientras que la sintesis de sustrato es
reprimida hasta que la primera fuente sea agotada. Las enzimas reprimidas son
usualmente inducibles, en el caso de la produccién de celulasa esta represion es causada

por la glucosa (Merillon & Ramawat, 2017; Sanchez & Demain, 2008).
Entre las fuentes de carbono para la produccion de enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas
y xilanoliticas para hongos filamentosos, es posible deducir que el aumento de la actividad

enzimatica usa como fuente de carbono la celulosa, como se muestra en la Tabla 2-6.

Tabla 2-6 Fuente de carbono usadas para la produccion de celulasas de Fusarium sp.

Composici6 Produccién de celulasa
_ Hongo n del medio (Uml-1) Tiempo Referencia
Filamentoso Ex (dias)
© EG . | FPA | BG
CMC 5,9 2,3 8,4
Fusarium Sp Lactosa 58 2,4 9,0 (Stewart &
' Glucosa 3,2 1,2 5,2 Parry, 1981)
CMC+
3,0 1,05 52
Glucosa
MC+
c C 0.8 2.3 8,9 o
Fusarium Sp celobiosa (Trivedi & Rao,
' CMC 3,7 1,0 6,8 1981)
Alfa-Celulosa 5.1 2,0 7,6 5
Lactosa 0,3 0 0,6
Solka floc 5% 76,2 11,3
Lactosa 1% 1,2
Celobiosa 1% 0,7 8
Solka floc 4% (Fang, Yano,
Acremonium + 1% lactosa 92,2 16,7 Inoue, &
Celllolyticus Sawayama
Celulosa+ ’
lactosa 4.2 5,02 5 2008)
Celulosa +
CMC+ 2,1 1,4 4
Lactosa
Celulosa + 38 23 5
Lactosa
(Ahamed &
T. reesei Gl_ll;f:(t)oss; 2,0 1,4 5 Vermette,
2008)
Lactosa 1% 27
CMC 0,9
Maltosa 14 Chell di
Aspergillus sp. Xilosa 16 ( Jaeniaggggl)
Arabinosa 21 2 ’




Lactosa 30
CMC 10
Fusarium sp. Xilosa 20
Arabinosa 26
: (Ramanathan,
Fusarium C
Oxysporum Bgnuprlya &
CMC 1,92 1,34 | 1,98 8 Abirami, 2010)
Aspergillus (OPEFB) (Shahriarinour
terreus (10gl-1) 8,64 076 | 681 6 etal., 2011)
Corn cob 1,14
Aspergillus (Nazir, Soni,
tzrrgus Corn cob + 131 6 Saini, Kaur, &
Fructosa ' Chadha, 2010)
Corn cob +
Celobiosa 1,39
A. Zeae Corn straw 0,09 0,51
Cafia de (Maira Nicolau
(EAB02) azucar 0,09 0,14 10 De Almeida et
_ Cornstraw | 0,18 0,18 al., 2011)
Aeromonium sp. Cafa de
(EA0810) , 0,15 0,55
azucar
Fusarium Bagazode | 281,8 952 | 1352 (Qin, He, Li,
chlamydosporu cafia " M N Ling, & Liang,
m 2010)
Mycekiophthora Wheat bran 23,3 _(Zanelato,
Sp Shiota, Gomes,
Mycekiophthora da Silva, &
sp BC+WB 58,53 0,55 Thoméo, 2012)
Fusarium (Ravalason et
verticillioides WS 0.7 01 al., 2012)
Glucosa 11,7 9,6 (Obruca
wWB 46,7 35,9 Marova,
. : Matouskova,
Fusarium solani :
Haronikova, &
2012)
(Matkar,
Chapla,
Aspergillus Lactosa 1,32 | 399|133 | 924 6 Divecha,
sydowii Nighojkar, &
Madamwar,
2013)

*Ulg

EG: Endoglucanasa; ExG: Exoglucanasa; FPA: Actividad celulasa; BG:
Betaglucosidasa (OPEFB): Oil palm empty fruit bunch.




La induccién por otra parte es un mecanismo de control donde el sustrato (o componente
estructuralmente similar al sustrato o compuesto relacionado metabdlicamente), “inicia” la
sintesis de la enzima, que normalmente se encuentran relacionadas con la degradacion
del sustrato. Las enzimas que son sintetizadas como resultado de genes activados son
llamadas enzimas inducibles y el compuesto quimico que activa el gen es conocido como
inductor. Las enzimas inducibles son producidas como una respuesta a la presencia del
sustrato, y en esta medida, solo son producidas cuando se necesitan (Merillon & Ramawat,
2017; Sanchez & Demain, 2008). (Mandels, Parrish, & Reese, 1962) determinaron que la
produccién de celulasa por Trichoderma R. en medio liquido era inducida por azucares
como la celobiosa, pero con mayor potencial por la soforosa. Algunos inductores mas

estudiados en la produccién de celulasas con Fusarium se muestran en la Tabla 2-7.

Tabla 2-7 Inductores estudiados en la produccion de celulasa por Fusarium sp.

Actividad » *Produccion _
o Inductor | Concentracion Referencia
enzimatica U/mL
Lactosa 50g/L 5 (Ahamed & Vermette, 2008)
(Fang, Yano, Inoue, &
Lactosa 1% 16,7 £0,5
Sawayama, 2008)
Celulasa
Almidén | 0,03% 2,2
Soforosa | 1% 20 (Trivedi & Rao, 1981)
Pectina 0.03% 2,2

e Fuente de nitrégeno

El nitrdgeno puede ser asimilado desde fuentes organicas e inorganicas. La asimilacion
desde una fuente inorganica requiere la reducciéon hasta amoniaco, seguido por su
incorporaciéon en metabolitos intracelulares. Por otra parte, las fuentes organicas, son
usualmente fuentes monoméricas o macromoléculas como aminoécidos o nucleobases o
compuestos derivados de estos. Algunos productos derivados vegetales, animales y de
levadura crudos, se usan comunmente como fuentes complejas de nitrégeno en procesos
de fermentacién, ya que ademas de nitrdgeno y carbono, también suministran vitaminas,
factores de crecimiento y minerales para el crecimiento microbiano (Adnan et al., 2017,
Merillon & Ramawat, 2017; Sanchez & Demain, 2008). Los productos derivados de la
levadura se producen generalmente a partir de la levadura de panaderia y de cerveza, se

cultivan en melazas, extracto de malta u ocasionalmente en otros sustratos como agro-



desechos. Se utilizan extractos de levadura, asi como hidrolizados de levadura. Las
peptonas se obtienen por hidrélisis enzimética parcial de proteinas de origen animal, lacteo
0 vegetal (carne, gelatina, caseina, proteina de suero, proteina de soja, entre otros). Todos
ellos deben ser probados en cuanto a su viabilidad para una determinada cepa microbiana,
que se utiliza en un proceso de fermentacién particular (Singh nee’ Nigam & Pandey, 2009;
Vandamme, 2009). La Tabla 2-8 muestra las fuentes de nitrdgeno usadas para la

produccién de celulasas a partir de Fusarium sp.

Tabla 2-8 Fuentes de nitrégeno usadas para la produccién de celulasas de Fusarium sp.

Fuente de Concentr *Produccioén
Actividad Nitrégeno acion u/mL Referencia
Peptona 0,2% 40 hell q
Chellapandi
Endoglucanasa Nitraio de ( . p
] 0,5% 37+1,7 & Jani, 2009)
potasio
Urea (Lee et al,
Celulasa 1% 1,4
2011)
Extracto de (Shahriarinour
Celulasa 6g/L 0,76+0,01 etal., 2011)
levadura
Celulasa Nitrato de 0,6 (Maira N. De
Xilanasa sodio <S¢/t 80 Almeida et al.,
Endoglucanasa 8,28 2014)
Extracto de (King et al.,
Celulasa 0,5g/L 5,94+0,91 2009
levadura )
Extracto de (Ahamed &
Celulasa levadura 10g/L 5 Vermette,
2008)
Nitrato de
Exoglucanasa 0,03% 2,2
sodio
Nitrato de (Trived
Endoglucanasa ] 0,03% 50
sodio
Fosfato & Rao, 1981)
- i 0,
B-glucosidasa dihidrégeno 0,03% 7,00
de amonio
endoglucanasa, Harina de maiz 7% 26,6*




cellobiohydrolasa, 7% 4.1*
B-glucosidasa, 1% 0.140% (Panagiotou et
Xilanasa 1% 1840* al., 2003)
B-xylosidasa 5% 0.033*
*Ulg

La celulosa actiia esencialmente como la fuente de carbono y como un inductor para la
produccion de celulasas. Adicionalmente, la produccion de celulasas y el crecimiento de
biomasa pueden ser estimuladas también por la fuente de nitrdgeno presente durante la
fermentacion, es asi como la peptona es una fuente potencial para la produccion del
sistema completo de celulasas. Diferentes enzimas del complejo celulolitico pueden ser
inducidas por diferentes fuentes de nitrégeno. Lo anterior, se puede deducir por la fuente
de nitr6geno, ya que, varios autores coinciden en que es posible obtener mejores
resultados utilizando compuestos organicos como el extracto de levadura, peptona en
concentraciones entre el 0,5% -1%. Finalmente, el efecto de diferentes medios de
fermentacion para la produccion de celulasas y endoglucanasas, varia de acuerdo con los

sustratos y cepas de hongos a usar (Hu et al., 2018).




3. Materiales y metodos

3.1. Reactivacion del microorganismo

Este trabajo utilizé una cepa fungica nativa, la cual corresponde a Fusarium sp., aislada en
el Uraba Antioqueiio por el laboratorio de Bioprocesos y Flujos Reactivos del
Departamento de Procesos y Energia de la Facultad de Minas, en la Universidad Nacional
de Colombia, sede Medellin (Lopera, 2009). La cepa Fusarium sp. fue identificada por
técnicas morfologicas, las cuales presentaron potencial lignolitico, en estudios como
“Optimizacion de la hidrdlisis enzimatica de material lignocelulésico del banano” (Cano,
2011), “Optimizacion del medio de cultivo para la produccion de Lacasa por Fusarium sp”
(Certain, 2015) y en “Evaluacién de la Separacién y Purificacién de Lacasa a partir de
Fusarium sp. para su Aplicacion en Materiales Lignocelulésicos” (Tangarife, 2016).

Para la reactivacion de la cepa se tomaron muestras de los cultivos de reserva 'y se sembré
en el medio agar papa dextrosa, (PDA, por sus siglas en inglés) durante 7 dias a 30°C de
acuerdo con la metodologia seguida por Kongsak et al. (2008). El medio de cultivo fue
preparado siguiendo las instrucciones de las fichas técnicas y se esteriliz6 a 15 PSly 120°C
durante 15 minutos previos a la inoculacién (Nelson, et al. 1994, Prescott, et al. 2004, Best
2013).

3.2. Optimizacion de la produccion de celulasay
endoglucanasa mediante fermentacion en estado
solido.

3.2.1. Indculo

El microorganismo fue cultivado en cajas de Petri a 30°C en medio PDA suplementado con
carboximetilcelulosa — CMC al 0,5% p/p, finalizado el crecimiento micelial se inéculo con
discos de micelios, cortando pequefios discos de 8mm de didmetro de la periferia de un

hongo en crecimiento activo ((Marques et al., 2018).



3.2.2. Seleccion de la fuente de carbono para la
produccion enzimatica.

El medio Mandels y Webber es usado frecuentemente en la produccion de celulasas en
sustratos lignoceluldsicos (Hu et al., 2018; Xin & Geng, 2010) y debido a que el efecto de
diferentes fuentes de carbono en la produccién de celulasa y endoglucanasa ha variado
con diferentes cepas de hongos (Kachlishvili, Penninckx, Tsiklauri, & Elisashvili, 2006), es
importante tener una combinacion adecuada de medio, sustrato y cepa de hongos para
maximizar la produccién de enzimas en FES. Para la produccién enzimética, fueron
probados diferentes sustratos: Celulosa al 98%, Carboximetilcelulosa con un grado de
modificacion de 0,72 de grupos carboxilo por cada glucosa anhidra, carboximetilcelulosa
sbédica (CMC-Na), celulosa, glucosa, maltosa al 1% P/V, asi como, CMC al 1% P/V
suplementada con arabinosa y xilosa al 0,5% P/V. Las fermentaciones se realizaron en
Erlenmeyer de 50mL con 1g de sustratos esterilizados a 121°C durante 20 minutos. Todos
los sustratos fueron humedecidos al 70%, teniendo en cuenta que este porcentaje se
reporta en estudios como (Hu et al., 2018) con el medio formulado por Mandels & Weber
(1969). Luego de la inoculacion del microorganismo, los Erlenmeyer fueron mantenidos a
30°C durante 5 dias (Hu et al., 2018). El sustrato que presenté mayor produccién de

enzimas fue usado para la evaluacion de los otros parametros.

Tabla 3-1 Composicion del medio de fermentacién (Mandels & Weber, 1969).

Reactivo Unidad Cantidad
(NH.)2S04 g 1,86
KH.PO, g 2,0
Urea g 0,3
CaCL; g 0,03
MgSQ04.7H.0 g 0,3
Extracto de levadura g 4,08
MnSO4.H.O mg 1,6
ZnS04.7H0 mg 1,4
CoCl; mg 2
Peptona PV 0,8
Tween 80 VIV 0,1




3.2.3. Influencia de factores ambientales en la produccion
de celulasas y endoglucanasas.

La sintesis del sistema celulasas es regulada por induccion y represion catabdlica que
puede ser condicionada por factores ambientales como la temperatura, pH, humedad,
tiempo de fermentacién, presencia de otros carbohidratos, concentracién de nutrientes y
productos que afectan significativamente el crecimiento microbiano y la produccion de
celulasas (Brahmachari, 2016; Chambergo and Valencia, 2016). Con el fin de optimizar y
determinar los efectos de factores ambientales en la produccién de celulasa y
endoglucanasas, como pH, humedad y tiempo de fermentacién, se desarrollo el disefio
central compuesto, de 31 corridas y 6 repeticiones del punto central; los niveles de trabajo
se muestran en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2 Factores ambientales y rangos por evaluar

Factor Unidad Valor minimo Valor maximo
Humedad % 65 80
pH Unidades 45 6.0
Tiempo de fermentacion dias 2 6
Temperatura °C 28 35

Finalizando cada uno de los ensayos, se obtuvo el extracto enzimatico y se determiné la

actividad enzimética celulasa y endoglucanasa, siguiendo la metodologia (Adney & Baker,

1996a; Ghose, 1987), los cuales fueron las variables respuesta del disefio de experimentos.

3.2.4.Influencia de los inductores en la produccion de
Endoglucanasa.

Las enzimas inducibles son producidas como una respuesta a la presencia del sustrato, y
en esta medida, solo son producidas cuando se necesitan. (Mandels, Parrish, & Reese,
1962; Merillon & Ramawat, 2017; Sanchez & Demain, 2008; Obruca, Marova, Matouskova,
Haronikova, & Lichnova, 2012; Fang, Yano, Inoue, & Sawayama, 2008; Nazir, Soni, Saini, Kaur, &
Chadha, 2010) determinaron que la produccion de celulasa fue inducida por algunos

azucares, pero con mayor potencial por la soforosa. Varios inductores se evaluaron para



determinar su influencia en la produccién de celulasas. Para esto, el medio optimizado, se
suplement6 con fructosa, lactosa, soforosa y xilosa al 1% P/V. Luego de la inoculacion del
microorganismo, los Erlenmeyer fueron mantenidos a 28,8°C durante 10 dias. Finalmente,
se midié actividad enzimatica celulasa y endoglucanasa a los extractos enzimaticos

obtenidos.

3.2.5. Caracterizacion fisicoquimica del extracto enzimatico.

El efecto de la temperatura sobre las actividades enziméticas se determind en buffer
acetato 50Mm, pH 5 a un rango de temperatura de 30-70°C, incubando el extracto
enzimatico en un bafio Maria Jubalo SW23 ajustando las temperaturas durante 60 minutos.
Por otra parte, para determinar el efecto del pH sobre las actividades enzimaticas, se
utilizaron dos soluciones tampén que permitieron alcanzar los rangos de pH definidos.
Acetato de sodio 50 mM tampén (pH 3.0-6.0), tampén fosfato 50 mM (pH 6.0-8.0). Bajo
las éptimas temperaturas, las enzimas se incubaron en estos tampones entre pH 3.0 — 8.0
y se determindé su pH Optimo para las actividades mas altas. Todas las actividades
enzimaticas se midieron mediante los métodos descritos por (Adney & Baker, 1996b) y se
expresaron como actividades relativas; que se definen como porcentaje de la actividad

enzimatica mas alta obtenida en cada experimento que se realizé por triplicado.
3.3.Métodos de analisis

Para determinar las condiciones 6ptimas de la produccién de celulasa, se desarrollaron los
siguientes métodos analiticos.

3.3.1. Extracto enzimatico

La extraccion de la enzima se realizé adicionando 10mL de solucién tampén citrato 0,05 M
a pH 5, posteriormente se agité a 180 RPM durante una hora a 30°C. Finalmente, el medio
se centrifugé a 10000RPM en centrifuga THERMO SCIENTIFIC IEC CL31R durante 15
minutos, el sobrenadante fue utilizado para los ensayos enzimaticos (Saratale et al.,
2017b).

3.3.2. Actividad enzimatica celulasas



La Actividad celulasa fue determinada usando la metodologia planteada por National
Renewable Energy Laboratory — NREL (Adney & Baker, 1996b). 0,5mg de papel filtro
preparado en una solucion tampén de citrato 0,05M y pH 5. La mezcla de la reaccion
contiene cantidades iguales de enzima y sustrato y fue incubado a 50°C durante una hora.
La reaccién fue desactivada con la adicién de &cido dinitrosalicilico - DNS seguido de 5
minutos en bafio maria en ebullicion y el color desarrollado fue leido a 540 nm. La cantidad
de azulcares liberados fueron cuantificados usando como reactivo estandar la glucosa.

La Ecuacién 3-1 permitié estimar la concentracion de enzima en unidades de papel filtro.

Ecuacion 3-1 Calculo FPU

0,37

FPU =
Concentracién de enzima que libera 2,0 mg glucosa

(UIml™Y)

La derivacion de la unidad FPU se muestra a continuacion:
La Unidad FPU es basada en la Unidad Internacional (Ul)
1(UI) = 1umol.min~* de sustrato convertido
= 1umol.min~! de glucosa (Azlcares reductores como azlcar) Formados durante la
reaccion de hidrolisis.
= 0,18 mg.min~! Cuando el producto es glucosa.
La cantidad absoluta de glucosa liberada durante la actividad enzimatica en la dilucion
critica es 2.0 mg, dénde:
2mg glucosa = 2/0,18umol
Esta cantidad de glucosa fue producida por 0,5 ml de enzima en 60 minutos, entonces:

2
2mg glucosa = 018~ 0,5 x 60 umol min~t ml~1

= 0,37 umol min~! ml~Y(UIml™1)
Por otra parte, cuando la actividad enziméatica es baja, es posible encontrar que aun el

extracto enzimatico sin dilucion libera menor cantidad que la critica (2 mg de glucosa). En
este caso, se calculd la actividad enzimética de la siguiente forma:

Ecuacion 3-2 Calculo FPU para baja actividad enzimatica

FPU = mg de glucosa liberada x 0,185
Donde:

1,0
1mg de glucosa = 018~ 0,5 x 60 0,18 umol min~* mi~1

= 0,185 UIml~?



3.3.3. Actividad enzimética Endoglucanasa.

La endo-B-1,4-D-glucanasa (EC 3.2.1.4) corta aleatoriamente enlaces intermoleculares 3-
1,4glucosidicos accesibles en la superficie de la celulosa (Golan, 2011). Debido a que la
celulosa insoluble tiene un fraccionamiento accesible muy bajo de los enlaces de la 3-
glucosidasa a la celulasa soluble en agua. Los derivados de celulosa, como la CMC y la
hidroxietilcelulosa (HEC), se usan comunmente para los ensayos de actividad de
endoglucanasa. La hidrolisis se puede determinar midiendo los cambios en los azucares
reductores, la viscosidad o el color.

La Actividad endoglucanasa fue determinada siguiendo la metodologia presentada en
(Zhang, Hong, & Ye, 2009) usando CMC al 1% preparado en una solucion tampén de
citrato (0,05 M, pH 5). La mezcla de la reaccién contiene cantidades iguales de enzima y
sustrato y fue incubado a 50°C durante 30 minutos. La reaccién fue detenida con la adicion
de acido dinitrosalicilico - DNS seguido de 5 minutos en agua hirviendo. EIl color
desarrollado fue leido a 540nm la cantidad de azucares liberados fue cuantificado usando
como reactivo estandar la glucosa con una curva de calibracién entre 0,11 -1,1M.
Finalmente, para estimar la concentracién de la enzima las unidades internacionales se
calculan usando la Ecuacion 3-3 y Ecuacion 3-4.

Ecuacion 3-3 Calculo actividad CMC

0,185

CMC =
Concnetracion de enzima que libera 0,5 mg glucosa

(UIml™1)

Ecuacion 3-4 Calculo CMC para baja actividad enzimética

CMC = mg de glucosa liberada x 0,37
Donde:

)

0,18
=0,37 UIml™?!

1mg de glucosa = x 0,5 x 30 * 0,18 ymol min~t mi~?!

4. Resultados y discusion.

En este trabajo se evalud la produccion de celulasas, usando las siguientes fuentes de
carbono: celulosa, CMC, CMC-Na, glucosa, maltosa al 1%, asi como, CMC al 1%

suplementada con arabinosa y xilosa al 0,5% (Chellapandi & Jani, 2009; Nazir, Soni, Saini,



Kaur, & Chadha, 2010) debido a que el efecto de diferentes fuentes de carbono en la
produccion de celulasa y endoglucanasa ha variado con diferentes cepas de hongos
(Kachlishvili, Penninckx, Tsiklauri, & Elisashvili, 2006. Esto permite identificar cual es el
mejor inductor del complejo enzimatico, ya que este es un sistema inducible por medio de
las fuentes de carbono, como ha sido probado en diferentes estudios (Behera & Ray, 2016;
Kobakhidze, Asatiani, Kachlishvili, & Elisashvili, 2016; Kumar Bharti, Kumar, Kumar, & Dutt,
2018; Li, Liu, Bai, & Zhao, 2016; Marques et al., 2018; Ries, Beattie, Espeso, Cramer, &
Goldman, 2016)
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Grafica 4-1 Efecto de la fuente de carbono en la produccion de celulasas y endoglucanasas

Los resultados obtenidos se presentan en la Gréafica 4-1 que indica que la produccién de
celulasa y endoglucanasa fue significativamente influenciada por el tipo de fuente de
carbono. Asi, CMC, fue el mas efectivo como Unica fuente de carbono en la produccién de
enzimas teniendo una actividad enzimatica celulasa 1.73U/g y endoglucanasa 2.55U/g;
seguido de CMC-Na y celulosa.

A partir de los resultados anteriores, es importante explicar como compuestos insolubles
en agua como la celulosa y sus modificaciones (CMC y CMC-Na) son mejores inductores
de la actividad enzimatica FPA y CMCasa que los compuestos solubles de facil acceso
evaluados en este trabajo, como lo demuestran (H, Shoukry, H Hassan, & El-Shall, 2011,
Maira Nicolau De Almeida et al., 2011; Jun, Kieselbach, & Jonsson, 2011).
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Gréfica 4-2 Efecto de la concentracién de CMC en la produccién de celulasa y endoglucanasa

En experimentos realizados con diferentes concentraciones de carboximetilcelulosa, se
identificé la concentracion de la fuente de carbono en la que se produzca la mayor actividad
enzimatica, encontrando que, la produccién enzimatica aumentd con el incremento en la
concentracion inicial de la carboximetilcelulosa de 0,5% al 1,0% mientras que al 1,3% se
redujo ligeramente el rendimiento. La mayor actividad se present6 a concentracion de
1.0%, 1.8U/g y 2.40U/g para celulasa y endoglucanasa respectivamente (Mandels &
Weber, 1969), (Ramanathan et al., 2010) y (Gautam SP et al., 2010) también reportaron
gue las maximas actividades enzimaticas del complejo se obtuvieron en un 1% P/V de

sustrato de carbono utilizando diferentes hongos de podredumbre blanca (Gréfica 4-2).

3.1. Optimizacién de factores fisicos a través de la
metodologia de superficie de respuesta (MSR)

La metodologia de superficie de respuesta fue usada con un disefio central compuesto
(DCC), dos niveles y seis repeticiones del punto central. Los cuatro factores evaluados
fueron: temperatura (A), pH (B), humedad (C) y tiempo de incubacion (D). La produccion
Optima de celulasa y endoglucanasa se obtuvieron a 30°C, pH 5.2, humedad 71,4% vy 8
dias de incubacion. Luego de la validacién del punto éptimo, la actividad celulasa fue (3.552
U/g) y endoglucanasas (4.812U/qg). La respuesta de este disefio de experimentos permitié

evaluar las interacciones entre los cuatro factores, la Tabla 4-1 Resultados disefio de



experimentosmuestra los resultados obtenidos en los experimentos.

Respuesta: FPAy CMC
Términos: A BCDAABB CC DD AB AC AD BC BD CD

Donde:

A: Temperatura
B: pH

C: Humedad

D: Tiempo

Tabla 4-1 Resultados disefio de experimentos

Actividad

enzimatica
e | Ssen, | ooy | on | ) | Mo

FPA/g | CMC/g
21 1 315 5,25 0 72,5 0.4512 | 0.2679
30 2 315 5,25 4 72,5 0.2706 | 0.1148
29 3 315 5,25 4 72,5 2.304 1.8432
19 4 315 3,75 4 72,5 3.48 2.232
4 5 35 6 2 65 3.164 2.1131
18 6 38,5 5,25 4 72,5 2.061 1.71
10 7 35 4,5 2 80 2.034 1.683
6 8 35 4,5 6 65 3.6 2.268
28 9 315 5,25 4 72,5 3.48 -0.528
14 10 35 4,5 6 80 -0.005 -0.044
2 11 35 4,5 2 65 0.4608 | 0.2736
26 12 31,5 5,25 4 72,5 1.056 0.8064
23 13 315 5,25 4 57,5 0.2624 | 0.1025
5 14 28 4,5 6 65 0.248 0.096
16 15 35 6 6 80 2.6826 | 2.2848
17 16 24,5 5,25 4 72,5 3.136 2.5648
27 17 315 5,25 4 72,5 0.012 0
25 18 31,5 5,25 4 72,5 0.2747 0.1148
1 19 28 4,5 2 65 2.97 2.068
15 20 28 6 6 80 2.58 2.19
11 21 28 6 2 80 0.072 -0.042
9 22 28 4,5 2 80 0.8246 0.589




Actividad
enzimética

L | St | TE0) | | Tty | oSS
FPA/g | CMClg
8 23 35 6 6 65 1.2172 | 0.9588
20 24 31,5 6,75 4 72,5 0 0
25 28 6 2 65 0.555 0.365
7 26 28 6 6 65 1.3248 1.044
31 27 31,5 5,25 4 72,5 1.64 1.328
12 28 35 6 2 80 3.192 2.1774
24 29 31,5 5,25 4 87,5 3.22 0
13 30 28 4,5 6 80 0 0
22 31 315 5,25 8 72,5 0.1435 0.007

También fueron estudiados los efectos de las interacciones entre los factores en la actividad
enzimética. Los resultados estadisticamente significativos con valores p<0.05 fueron: Lineal
(A, C), interacciones (BC, BD) y cuadraticos (A?, C?) para la actividad celulasa. En cuanto a la
endoglucanasa, los valores significativos fueron: Lineal (A), interacciones (AD) y cuadraticos
(A?, B2, C?, D?). Un valor positivo en la t-estadistica indica un efecto lineal que incrementa la
produccion enzimatica, en este caso los datos positivos fueron humedad, tiempo para la
celulasa y pH, tiempo para la endoglucanasa. Por el contrario, si los valores de t-estadistica
en los factores lineales son negativos, muestra que la produccién enzimética decrece con el
incremento de la temperatura y el pH para la celulasa, mientras que para la endoglucanasa
es la temperatura y la humedad. La Tabla 4-2Tabla 4-3 muestran los coeficientes de regresion

obtenidos.

Tabla 4-2 Coeficientes de regresion estimados para actividad celulasa

Término Coef SE Coef T P
Constante 3.1209 0.2845 | 10.9680 0.0000
Temperatura (°C) -0.3053 0.1537 | -1.9870 0.0440
pH 0.2157 0.1537 1.4040 0.1800
humedad (%) -0.2891 0.1537 | -1.8810 0.0480
Tiempo (dias) 0.2227 0.1537 1.4490 0.1670
Temperatura (°C)*Temperatura(°C) -0.6434 0.1408 | -4.5700 0.0000
pH*pH -0.2948 0.1408 | -2.0940 0.0530
humedad (%) *humedad (%) -0.5560 0.1408 | -3.9500 0.0010
Tiempo (dias)*Tiempo (dias) -0.5903 0.1408 | -4.1930 0.0010
Temperatura (°C)*pH 0.1450 0.1882 0.7700 0.4520
Temperatura (°C)*humedad (%) 0.1454 0.1882 0.7720 0.4510




Término Coef SE Coef T P
Temperatura (°C)*Tiempo (dias) 0.4174 0.1882 | -2.2180 0.0410
pH*humedad (%) -0.4334 0.1882 | -2.3030 0.0350
pH*Tiempo (dias) -0.4050 0.1882 | -2.1520 0.0470
humedad (%)*Tiempo (dias) 0.3289 | 0.1882 1.748 0.1
Tabla 4-3 Coeficientes de regresién estimados para CMC

Término Coef SE Coef T P
Constante 2.181 0.1491 14.628 0.000
Temperatura (°C) -0.271 0.0805 -3.365 0.004
pH -0.050 0.0805 -0.621 0.544
humedad (%) -0.015 0.0805 -0.187 0.854
Tiempo (dias) 0.409 0.0805 5.075 0.000
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) -0.513 0.0738 -6.961 0.000
pH*pH -0.201 0.0738 -2.730 0.015
humedad (%)*humedad (%) -0.435 0.0738 -5.894 0.000
Tiempo (dias)*Tiempo (dias) -0.451 0.0738 -6.109 0.000
Temperatura (°C)*pH 0.102 0.0986 1.029 0.319
Temperatura (°C)*humedad (%) 0.149 0.0986 1.511 0.150
Temperatura (°C)*Tiempo (dias) -0.381 0.0986 -3.861 0.001
pH*humedad (%) -0.017 0.099 -0.171 0.867
pH*Tiempo (dias) -0.001 0.099 -0.009 0.993
humedad (%)*Tiempo (dias) -0.080 0.099 -0.813 0.428

La variabilidad observada en la respuesta experimental (Factores) y sus interacciones fue
medida por el R? y R? ajustado. Los valores de R? fueron 82.66% y 90.76% mientras que
los ajustados fueron 67.49% y 82.68% para celulasa y endoglucanasa respectivamente, la
cercania respectiva de estos valores implica que el ajuste lineal, interacciones y términos
cuadraticos, pueden explicar el 82.66% y 90.79% de las variaciones, mostrando que el
modelo representa adecuadamente el proceso. A continuacion, se muestran los modelos

obtenidos (Ecuacién 4-1 y Ecuacion 4-2).
Ecuacion 4-1 Modelo para Celulasas

Celulasas =-125.694 + 2.70930A4 — 10.4464B +1.55909C + 1.35130D — 0.0525243A2 —
0.524085B2-0.00988529 €% — 0.0368952D% — 0,005084B + 0.0552238AC + 0.00553714AD —
0.0770422BC-0.134988BD + 0.0109642CD



Ecuacion 4-2 Modelo para endoglucanasas

Endoglucanasa =-76.6899+ 2.111984 + 2.69378B + 0.971596C + 1.49208D —0.0419161A42

— 0.358063B2 — 0.00772863C2 — 0.0281663D2 + 0.0386690AB + 0.00567595AC
—0.0271987AD -0.00299444BC - 2.89583E-04BD — 0.00267104CD

Interaccion entre las variables

Los efectos sobre la produccion de celulasa y endoglucanasas de la interaccion entre
variables fueron explicados mediante graficos de contorno en los cuales se fijan los valores

del punto central (pH 5.5, 6 dias de fermentacion, humedad 72.5%, temperatura 31.5°C).
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Grafica 4-3 Efecto de la interaccion entre temperatura y humedad en (A) Celulasa y (B) endoglucanasa.

La Gréfica 4-3 de contorno muestra que, para la celulasa las altas temperaturas (mayor a
32°C) y humedad en puntos extremos (75>H<60) decrece la produccién enzimatica. En
cuanto a la endoglucanasa a altas temperaturas y baja humedad la actividad disminuye
significativamente para celulasa como para endoglucanasa. La Figura 3-3 muestra las
interacciones mencionadas graficamente. Los resultados coinciden con los obtenidos en
temperatura y humedad por (Deswal, Khasa, & Kuhad, 2011; Hamidi-Esfahani,
Shojaosadati, & Rinzema, 2004; Jha, Khare, & Gandhi, 1995; Marin, Anchez, & Artola,
2019; Marques et al., 2018; Zeng et al., 2010). El contenido de humedad del sustrato es
un parametro importante en la fermentacion en estado solido, los resultados obtenidos
pueden ser explicados desde, la solubilidad de los nutrientes ya que, a baja humedad, esta

se limita y dificulta la absorcion efectiva de nutrientes por parte del hongo (Behera & Ray,



2016; Da et al., 2013; Wan Yoon, Nam Ang, Cheng Ngoh, & Seak May Chua, 2014).
Mientras que, si el contenido de humedad es muy alto, las particulas de sustrato estaran
rodeadas por una gruesa capa de agua. En consecuencia, las particulas tienden a pegarse,
limitando la difusién del aire entre las particulas y su entorno (Deswal et al., 2011; Hamidi-
Esfahani et al., 2004). Adicionalmente, al tener altos contenidos de humedad en FES se
aumenta la probabilidad de contaminacion, ya que se fomenta el crecimiento de otros
microorganismos no favorables para el proceso (Yoon, Ang, Ngoh, & Chua, 2014).
Finalmente, es importante tener en cuenta, que la condicion 6ptima de humedad también
depende del tipo de sustrato usado en la fermentacion, ya que, con este también varia la
porosidad y el area superficial, lo que modifica su capacidad de retencion de agua y la
eficiencia de difusién de aire. Por lo tanto, sera necesario optimizar este parametro cada

vez que se cambie el sustrato a usar.
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Gréfica 4-4 Efecto de la interaccion entre pH y temperatura en (A) Celulasa y (B) endoglucanasa.

La Grafica 4-4 sugiere que la produccion de ambas enzimas a condiciones bajas de pH 'y
altas temperaturas disminuye significativamente, la mayor produccién se dio a pH 5.25y
temperatura 31.5°C, 3.22U/g, 2.28 U/g, para celulasa y endoglucanasa respectivamente.
Los resultados son comparables con los obtenidos por (Deswal et al., 2011; Sanchez,
2009; Das et al., 2013; Dinis et al., 2009; Falkoski et al., 2013; Xiros et al., 2008b). En
general el pH inicial del proceso de fermentacion esta alrededor de 5 unidades, este puede
variar durante el proceso de fermentacion, cambio que se debe a las actividades
metabdlicas de los hongos. Algunos estudios indican que el pH inicial disminuye luego de

4 dias de fermentacion y aumenta nuevamente al final de la fermentacion (Khan, Ali,



Fakhru’l-Razi, & Alam, 2 007; Sanchez, 2009).

Efecto de la Temperaturay Tiempo de fermentacién en la actividad enzimatica

Esta interaccion entre temperatura y tiempo indica que la produccion de celulasa y
endoglucanasa se incrementa con la disminucién de la temperatura y mayor tiempo de
fermentacion. Sin embargo, a temperaturas mayores de 35°C la actividad enzimatica fue
menor. El punto 6ptimo validado de esta interaccion fue 10 dias de incubacion y 28.8°C,
en el cual se produjo 3.552 U/g de celulasas y 4.812U/g de endoglucanasa. (Grafica 4-5).
Probablemente, la temperatura de incubacion, entre los factores fisicos, es la de mayor
efecto en la fermentacion en estado sélido, las temperaturas mas reportadas reportada
para la produccién de celulasas y endoglucanasas varia entre 25-34°C valores que
concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio (Ray & Behera, 2016; Singh nee’
Nigam & Pandey, 2009; Singhania, Sukumaran, Patel, Larroche, & Pandey, 2010; Soares
et al, 2019). La temperatura, afecta directamente la germinacion de esporas, el
crecimiento del microorganismo, asi como la produccion de enzimas en FES (Farinas,
Vitcosque, Fonseca, Neto, & Couri, 2011; Liu et al., 2011).
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Grafica 4-5 Efecto de la interaccion tiempo y temperatura en (A) Celulasa y (B) endoglucanasa

Efecto del pHy Humedad en la actividad enziméatica

La mayor produccion enzimatica para esta interaccion se dio a pH 5,25 y humedad 72,5%,
3.22U/g, 2.28 U/g para celulasa y endoglucanasa respectivamente. Luego de la validacion
del punto Optimo, la produccion aumenté en un 29% para celulasa y 43% para

endoglucanasa. La Figura 3-6 indica que bajo pH y a alta humedad la produccién de



celulasa disminuye drasticamente, mientras que la endoglucanasa disminuye a pH

cercanos a la neutralidad y humedad menor al 50%.
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Grafica 4-6 Efecto de la interaccion humedad y pH en (A) Celulasa y (B) endoglucanasa.

Efecto del Tiempo vs. pH en la actividad enzimatica
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Grafica 4-7 Efecto de la interaccion pH, tiempo de fermentacion en (A) Celulasa y (B) endoglucanasa.

En las graficas de contorno para la interaccion entre tiempo y pH (Grafica 4-7), explica que

a cualquier pH inicial la produccién enzimatica es baja, pero a mayor tiempo de incubacion

para endoglucanasa. En cuanto a la celulasa, es posible decir que a pH iniciales bajos la

produccion es minima, pero aumenta de forma proporcional con el tiempo de fermentacion,

mientras que a pH inicial cercano a la neutralidad la produccion inicial es alta y puede

disminuir después de 10 dias de incubacion. Lo anterior, puede ser explicado porque los




hongos filamentosos tienen un buen crecimiento en un amplio rango de pH 2-9unidades,
con un rango 6ptimo de 3,8 a 6,0 unidades (Hald, 2002; Xin & Geng, 2010), sin embargo,
la produccién enzimatica es favorecida en pH bajos (4,5 - 6) y cuando el valor del pH se
incrementa en mas de 6 unidades, resulta en un decrecimiento de la actividad enzimatica
(S. S. Behera & Ray, 2016; Singh nee’ Nigam & Pandey, 2009). Los valores optimos
obtenidos en este estudio concuerdan con los rangos de pH reportados en diferentes
estudios (Imran et al., 2016; Saratale et al., 2017a; Xin & Geng, 2010).

Efecto del Tiempo y Humedad en la actividad enzimética

La

Grafica 4-8 muestra la interaccién de las variables tiempo y humedad. En esta se puede
deducir que el tiempo de incubacién y humedad para la maxima produccion de las dos
enzimas es mayor al 70% y cercana a los 10 dias. Los primeros signos de crecimiento y
produccion de celulasas del hongo se dieron a partir del segundo dia de proceso, como
también lo reporta (Elisashvili et al., 2009; Kumaran, Sastry, & Vikineswary, 1997,
Veladzquez-Cedefio, Mata, & Savoie, 2002). Luego de 6 dias de fermentacion el hongo ya
habia colonizado la totalidad de la superficie del sustrato y la actividad méaxima celulasas
y endoglucanasas se da después de 10 dias como lo registra (Elisashvili, Kachlishvili, &
Penninckx, 2008; Kachlishvili, Penninckx, Tsiklauri, & Elisashvili, 2006), las actividades
maximas podrian haber ocurrido cuando la actividad metabdlica de los hongos y la
concentracion de azlcar soluble en agua estaban en su valor mas alto y disminuye

rapidamente luego de esta fase durante la formacién del cuerpo fructifero (Wan Yoon et
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al., 2014).



Grafica 4-8 Efecto de la interaccion tiempo de fermentacion, humedad en (A) Celulasa y (B) endoglucanasa

Finalmente, se realiz6 la validacién del modelo, buscando que la actividad enzimética de

celulasa y endoglucanasa fuera la méxima. La optimizacion de respuestas ayuda a

identificar los valores de configuracion de las variables que, en combinacion, maximizan

una respuesta individual o un conjunto de respuestas. Se usa entonces la optimizacion de

respuestas para determinar la proporcién de cada una de las variables que produzca los

mejores resultados y se valida en laboratorio. De acuerdo con el programa Minitab 2015®,

se evaluaron 3 puntos: el 6ptimo (sefialado en verde en la Tabla 3-4), un punto por encima

y otro por debajo (Tabla 3-4). Los resultados obtenidos permiten validar que el modelo

obtenido con la metodologia de contorno logra predecir de manera adecuada los

resultados esperados. La Gréfica 4-9 muestra graficamente los resultados con una de las

variables, tiempo y Actividad enzimatica.

Tabla 3-4 Datos usados para la validacion del punto éptimo

Temp. Humedad| Tiempo Desv Desv

Orden | Pt | Bloques H . FPA/ CMC/

Corrida| Type g cc) | P (%) | (Dias) 9 Est. 9| Est.
1 0 1 28,8 | 502| 71,74 10 3.552| 0.060| 4.812 | 0.078
2 1 1 38,5 | 6,75| 875 14 | 0.864|0.074| 1.408 | 0.092
3 -1 1 245 | 3,75| 57,5 6 0.715| 0.054| 1.270 | 0.042

Desv Est: Desviacion estandar

Actividad enzimatica U/g
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Grafica 4-9 Validacion de los puntos 6ptimos para la produccion de celulasa y endoglucanasa.




3.3. Efecto de los inductores en la produccion de celulasas y
endoglucanasas.

En las graficas de actividad celuloliticas por Fusarium sp., ( Gréfica 4-10 y Gréfica 4-11), se
observa que la adicion de soforosa y lactosa mejoré significativamente las actividades de
enzimas celuloliticas en comparacion con el control, la mayor actividad celulasa y endoglucanasa
fue inducida por la soforosa alcanzando actividades de 6.774U/g y 4.706U/g que significa 43.1%
y 34.1% mas de produccion en CMCasa y celulasa respectivamente. Adicionalmente, es posible
decir que desde el dia 5 de fermentacion la celulasa alcanz6 3.751U/g valor que supera en 6.9%
la produccion final sin inductor. De igual forma, la actividad enzimética endoglucanasa supera
desde el quinto dia (4.879U/g) la produccioén final en mas del 3.1% comparada con el final del
ensayo realizado sin la presencia de inductor, donde se produjo 4.734u/g y 3.510U/g para CMC
y celulasa. Estos resultados concuerdan con los resultados, en estudios (Gutiérrez-Rojas et al.,
2015; Rastegari, 2018; Ries et al., 2016; Siqueira et al., 2020) con hongos filamentosos diferentes
a Fusarium sp..sin embargo, es necesario enfatizar que, estas moléculas no parecen ser
inductores universales, lo que implica que cada especie puede responder a una sefial
ligeramente diferente (Patel, Singhania, & Pandey, 2017) y que es necesario seguir estudiando
los mecanismos de induccién para cada especie. Por otro lado, la curva de la lactosa muestra
gue el incremento de la actividad es notable y que en el dia 8 la actividad celulasa es superior al
maximo obtenido sin el inductor; para el dia 10 de incubacion la actividad con la mezcla de lactosa
al 1%P/V supera en un 23.7%, obteniendo una actividad maxima de 4.344U/g. En cuanto a la
endoglucanasa, la lactosa también tuvo un efecto positivo sobre su produccién, en el dia 7 de
fermentacion sobrepasé la produccion sin inductor en un 2.0% y al final de la incubacién se
produjo 6.111U/g de endoglucanasa, que representa un incremento del 29%. Otros estudios
como (Ahamed & Vermette, 2008; Chellapandi & Jani, 2009; Fang et al., 2008; lvanova, Baath,
Seiboth, & Kubicek, 2013), también encontraron que la lactosa funciona como inductor de la
celulasa y endoglucanasa, aunque el mecanismo de induccion de lactosa no se entiende
completamente; se sabe que la falta de actividad de la galactosa mutarotasa es crucial para la
induccioén de la celulasa fungica (Anil Kumar Patel et al., 2017).

Fructosa y xilosa, también fueron evaluados como inductores, sin embargo, estos compuestos
tuvieron el efecto contrario, que dio como resultado la represion de la actividad enzimatica
producida. Esto puede ser explicado, ya que estos dos compuestos son similares a la glucosa,

facil de metabolizar y energéticamente favorable para el microorganismo, pero conduce a la



represion de otros genes necesarios para el uso de otras fuentes de carbono. EI mecanismo
de control es la represion de la glucosa (catabolito de carbono) (Adnan et al., 2017; Ries et
al., 2016). Con la adicion de fructosa, la actividad enzimética celulasa se redujo en mas del
70%, mientras que la endoglucanasa se redujo en mas del 60%, estos resultados son
comparables con los obtenidos por (Maira Nicolau De Almeida et al., 2011; Jun, Kieselbach,
& Jbnsson, 2011) que muestran que la actividad enzimatica celulolitica se disminuye
significativamente en presencia de fructosa. El efecto de la xilosa en la produccion enzimética
se vio representada en una reduccion del 32.9% en celulasa y 39.8% en endoglucanasa. Los
resultados reportados en la literatura para este azlcar son mas variables que los anteriores,
(Ike & Tokuyasu, 2018; Karthikeyan P, 2018) indica que la produccién enzimatica de celulasa
incrementa con la presencia de fructosa, mientras que los resultados son consistentes con (H,
Shoukry, H Hassan, & El-Shall, 2011) en los cuales la fructosa reprime la produccién

enzimatica.
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Gréafica 4-10 Efecto de inductores en la produccion de celulasa (FPU/g).
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Grafica 4-11 Efecto de inductores en la produccion de endoglucanasa (CMCasa).

3.4. Caracterizacion fisicoquimica del extracto enzimético.

3.4.1. Efectos de la temperatura en la actividad enzimética FPA y Endoglucanasa.

La Grafica 4-12 muestra que la actividad relativa de la endoglucanasa (CMCasa) se mantuvo
mayor al 80% entre 45°C y 60°C; la maxima se alcanz6 a 60°C. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por (De Castro, De Albuquerque De Carvalho, Leite, & Pereira, 2010; Qin et
al., 2010). El perfil de actividad de temperatura de endoglucanasa, de Fusarium sp, se mantuvo
mayor al 80% entre 50°C y 60°C, siendo la maxima actividad a 60°C, después de este rango la
actividad enzimatica decrece significativamente a una actividad relativa del 13% a 65°C y nula
actividad a 70°C. Los resultados anteriores, mostraron caracteristicas similares a las reportadas

para otras especies de hongos celuloliticos (De Castro et al., 2010).
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Gréfica 4-12 Efecto de la temperatura en la actividad enzimética (A) Celulasa y (B) endoglucanasa.

5.3.2. Efectos del pH en la actividad enzimatica FPA y Endoglucanasa.

La Grafica 4-13 muestra la actividad de endoglucanasa relativa a diferentes valores de pH.
Cuando el extracto enzimatico se incub6 en un rango de pH entre 5.0 y 6.5, la actividad
relativa se mantuvo mayor al 80%. Sin embargo, a pH menores que 5,0 y mayores que 6,5
unidades la actividad disminuyé a pH 8 solo alcanzé el 8%de la actividad relativa. En
cuanto a la celulasa, la mayor actividad se alcanzé a pH 6 y se mantuvo mayor al 80%
entre 5 y 6 unidades. Este perfil de pH indica que esta endoglucanasa purificada podria
ser adecuada en el proceso de sacarificacion para la produccion de bioetanol u otros
subproductos de interés industrial, y son similares a los obtenidos por (Boggione, Allasia,
Aguilar, & Farruggia, 2020; Gauna, Larran, Perotti, Feldman, & Permingeat, 2018; Narra et

al., 2014) para este tipo de procesos, se requiere un valor de pH cercano a 5.00 unidades.
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Grafica 4-13 Efecto del pH en la actividad enzimatica (A) Celulasa y (B) endoglucanasa.



5. Conclusiones

5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

5.1.5.
5.1.6.

5.1.7.

5.1.8.

ELa méxima actividad enzimética obtenida para celulasas (3.552 U/g) y
endoglucanasas (4.812U/9), fue obtenida con el medio CMC, seguido de CMC-Na,
CMC+Ara, CMC+Xi y Celulosa, respectivamente.

Las condiciones para la produccién éptima de ambas enzimas son 10 dias de
fermentacion a 71.7% de humedad, pH 5 y temperatura de 28.8 °C.

. La actividad enzimética relativa para celulasa se mantuvo superior al 80% a pH
6.0. La endoglucanasa por su parte, tuvo una actividad enzimatica mayor al 80% a
pH 5.5.

La soforosa indujo la produccion celulolitica en 34% para celulasa (4.706U/g),
mientras que para endoglucanasa el aumento fue de mas del 40% (6.774U/g) para
celulasa y endoglucanasa respectivamente.

La lactosa indujo la produccion en un 23.8% la celulasa y 29% la endoglucanasa.

La Xilosa reprimio la actividad enzimatica celulasa y endoglucanasa en 32.9% y
39.8% respectivamente.

La Fructosa tiene un efecto negativo en la producciéon enzimatica, reduciendo en
un 70% la actividad celulasa y un 60% en la endoglucanasa.

La actividad enzimatica relativa celulasa fue mayor al 80% a temperaturas entre
45°C y 55°C, con maxima actividad a 50°C. La endoglucanasa por su parte, tuvo
una actividad mayor al 80% entre 50°C y 60°C y la maxima actividad en 60°C.



6. Recomendaciones

Evaluar otros inductores como los soforolipidos, celobiosa y otros oligosacaridos.
Medir la produccion de enzimas que hacen parte del complejo enzimatico
(Exoglucanasa, betaglucosidasa).

Optimizar el medio de produccion de celulasa en factores como la fuente de
nitrégeno, tensoactivos, iones, que podrian incrementar la produccion enziméatica.
Caracterizar molecularmente el extracto enzimatico obtenido.

Evaluar la ingenieria genética como una posibilidad para mejorar la produccién
enzimatica de Fusarium sp.
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