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en la Produccion de Xilanasas y Celulasas por Aspergillus niger
Y Phanerochaete chrysosporium A594*

M. en C. Maria Aurora Martinez Trujillo**

Introduccion

uando un hongo crece

utilizando sustratos ce-

lulésicos y/o hemicelulo-

sicos como dnica fuente
de carbono, es capaz de secretar una
gran variedad de xilanasas y celula-
sas, cuya cantidad y tipo dependen
de la naturaleza de dicho sustrato. '
En las ultimas décadas, las xilanasas y
las celulasas han encontrado diversas
e importantes aplicaciones indus-
triales, entre las cuales destacan el
procesamiento de la pulpa kraft para
la fabricacion del papel, que requiere

* El presente trabajo, esta dedicado a la memoria
del Ing. Esteban Enrique Martinez Pelayo.

** Académica investigadora del Laboratorio de Catélisis
Enzimética del TESE.

del uso de xilanasas, o el tratamiento
de deslavado de la mezclilla, en el
cual se emplean celulasas de diversos
tipos. Es por eso que estas enzimas
se han convertido en un producto con
valor agregado.? Aspergillus niger es
un hongo filamentoso, ampliamente
estudiado en la produccion de enzi-
mas de interés industrial, debido a
Su capacidad para secretar al medio
de cultivo las enzimas que produce,
ademas de su habilidad para utilizar
sustratos de diversos tipos como
fuente de carbono.’® Phanerochaete
chrysosporium, por su parte, €s un
hongo lignocelulésico, comunmente
examinado en los procesos de degra-
dacion de compuestos xenobiGticos.

Sin embargo, por su naturaleza, es
capaz de secretar xilanasas y celu-
lasas al crecer sobre sustratos ricos
en materiales lignoceluldsicos.* El
bagazo de cana por su parte es un
residuo agroindustrial rico en celulo-
sa y hemicelulosa. Trabajos previos
hechos en el Laboratorio de Catalisis
Enzimatica han demostrado que es
un excelente inductor de celulasas y
xilanasas en A. niger y que es posible
obtener produccion de estas enzimas
con P chrysosporium.® No obstante,
se ha observado que en algunas bac-
terias, la produccion puede aumentar
si al inductor se le suplementa con
una mayor cantidad de celulosa o
hemicelulosa.®
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El disefio de un medio de cultivo ade-
cuado puede ayudar en la obtencion de
elevadas cantidades de estas enzimas.
Para obtener el medio de cultivo 6ptimo
en la produccion de xilanasas y celula-
sas por A. niger y P. chrysosporium, es
necesario determinar si ésta aumenta
al suplementar el medio que contiene
al bagazo de cafa, con xilana, para
enriquecer la fuente de hemicelulasas;
o con carboximetil celulosa (C), para
enriquecer la fuente de celulasas. De-
bido a lo anterior, el presente trabajo
tiene como objetivo estudiar el efecto de
la relacion celulosa:hemicelulosa en el
crecimiento y produccion de xilanasas,
celulasas por los hongos A. niger y P.
chrysosporium A594.

Metodologia
Microorganismos e inéculo

Se utilizé Aspergillus niger y Phane-
rochaete chrysosporium A594 que se
encontraban conservadas en glicerol al
30%. El indculo se prepard en matraces
de 250 ml con 50 ml de PDA, incubando
a 35°C durante cinco dias. Las esporas
de tres matraces por cada cepa, se cose-
charon utilizando una solucion de tween
80 al 0.01%. Cada matraz de la cinética
se inoculd con 1X10° esporas por ml.

Produccion del concentrado enzimatico

Las enzimas se produjeron en matraces
Erlenmeyer de 250 ml, con 50 ml del
medio mineral reportado por Araujo y
D’Souza.” Los matraces inoculados con
A. niger se prepararon con 0-1, 0.2-0.8,
0.4-0.6, 0.6-0.4, 0.8-0.2 y 1-0 % (p/v)
de bagazo de cafia:CMC o bagazo de
cafia:xilana, mientras que aquellos
inoculados con P. chrysosporium
AS594, se prepararon con 0-1, 0.2-0.8,
0.4-0.6, 0.6-0.4, 0.8-0.2 y 1-0 % (p/v)
de carboximetilcelulosa (CMC):xilana.
Una vez inoculados, se incubaron a
35°C y 150 rpm durante 72 h, luego
de las cuales se filtraron, recuperando
el sobrenadante.

Ensayos enzimaticos

La actividad de celulasas como CM-
Casas y FPAsas se determinaron de
acuerdo a lo indicado por Ponce y de
la Torre.® La actividad de xilanasas se
determiné de acuerdo al procedimiento
previamente descrito,” pero utilizando
el regulador a pH 4 e incubando la
mezcla de reaccion a 50°C durante 5
min. Una Unidad Internacional de ac-
tividad enzimatica (UI) se define como
la cantidad (umol) de producto formado
(glucosa o xilosa, respectivamente) por
minuto bajo las condiciones estandar
de operacion.

Cuantificacion de azicares reductores

Se cuantifico la concentracion de azi-
cares reductores en cada muestra de la
cinética, empleando el acido dinitrosa-
licilico, de acuerdo a la metodologia
descrita por Martinez-Trujillo."

Todos los analisis se hicieron por tripli-
cado y los promedios de dichos triplica-
dos se muestran en los resultados.

Resultados y discusidn

Con el comportamiento de 4. niger,
respecto a la produccion de xilanasas,
no se observan cambios considerables
entre las combinaciones probadas; su
maxima produccion se obtuvo con la
combinacién B0.6:X0.4 (Exp. 4, 1A),
en donde la actividad aumenta solo 0.44
Ul/ml (12%) con respecto al control. En
lo referente a la actividad de celulasas
sobre papel filtro (FPAsas), la mayor
produccién se alcanza en la combina-
cion 0.8B:0.2X (Exp. 5, 1B), donde la
actividad aumenta en un 68% (~0.13 UI/
ml) con respecto al control. En cuanto
al efecto de las combinaciones sobre la
actividad de celulasas, para la produc-
cion de CMCasas, la mejor combinacion
es 0.8B:0.2C (Exp. 7, 1C), donde se
obtuvo un 65% mas que el control. En
lo referente a la produccion de azucares
reductores durante la fermentacion, la



mayor cantidad de ellos se obtuvo cuan-
do se utilizo xilana como Unica fuente
de carbono (Exp. 1, 1D).

Respecto al comportamiento de P.
chrysosporium A594 (Figura 2), cuando
se utiliza CMC como Unica fuente de
carbono, todas las enzimas se expresan
en sus niveles mas bajos. El maximo
crecimiento del hongo (0.8 g/l) se al-
canz6 en la combinacion 0.4 C:0.6 X,
mientras que la mayor actividad de las
enzimas (1.7 Ul de xilanasas/ml, 2.5 Ul
de CMCasas/mly 1.4 Ul de FPAsas/ml)
se expreso al utilizar xilana como Unica
fuente de carbono. Con lo anterior, es
posible suponer que la xilana es un buen
inductor de las actividades tanto xilano-
liticas como celuloliticas en este hongo.
Ademas, la combinacion C0:X1 permite
obtener una concentracion aceptable de
azucares reductores, lo cual podria ser
un indicador de que P. chrysosporium es
capaz de soportar altas concentraciones
de azucares con una fuente de carbono
rica en xilana.
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Conclusiones

Es posible obtener la mejor relacion
celulosa:hemicelulosa para optimizar
el medio de cultivo en la obtencion de
xilanasas o celulasas por 4. niger. Para
lograr esto en una sola fermentacion, es
recomendable partir de la combinacion
0.2B:0.8X, con la que se obtiene 8%
mas xilanasas, 45% mas FPAsas, 110%
mas CMCasas y 181% mas azlcares
reductores con respecto al control. Lo
anterior indica que es necesario realizar
nuevos experimentos, probando como
inductor de las actividades un residuo
rico en xilana, como puede ser la avena,
con el objetivo de incrementar la canti-
dad de enzimas producidas.

La xilana, utilizada como unica fuente de
carbono en el medio de cultivo, es un buen
inductor de actividades xilanoliticas y celu-
loliticas en P. chrysosporium A594.
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