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A STRA T. Several cellulolytic fungi as belonging to the species and
genera : Aspergillus sp ., ladosporium sp., haetomiun globosum, Fusa-
rium sp., Penicillium sp., Trichoderma viride and T . lignorum were
tested in relation to some nitrogen sources and cellulase excretion,
principally ., . The nitrogen sources : ammonium sulphate, urea, gluta-
mic acid, casein and peptone were tested, resulting peptone the best
when was added to the medium of Reese and Mandels. The strain of
Penicillium sp ., was selected for its better excretion of cellulase and an
experimental design was realized with it, in order to shows the influen-
ce of peptone and casein on cellulase s and , .
R SUM N. Se presenta tin estudio realizado con bongos filamentosos
celulolfticos, pertenecientes a las especies y generos : Aspergillus sp.,
ladosporium sp ., haetomiun globosum, Fusarium sp., Penicillium sp .,

Trichoderma vi ride y T .lignorwn, en relacibn con el efecto de algunas
fuentes de nitrogeno y la produccion de celulasas, principalmente x .
e las fuentes de nitr6geno ensayadas : sulfato de amonio, urea, 5cido

glutamico, caseina y peptona, result6 esta ultima la mejor, en el medio
de Reese y Mandels, obteniendose nivelcs de actividad celulolitica apre-
ciablemente superiores . Fue elegida la cepa de Penicillium sp., por su
mayor actividad celulolitica , para la realizaci6n de un disefio experi-
mental que comprobara dcfinitivamente la influencia de la peptona y la
caseina sobre la exereci6n de celulasas , y , en el medio de cultivo .

NTRO U ON

Las enzimas que hidrolizan la celulosa reciben el nombre comtin de ce-
lulasas siendo so nombre sistemAtico el de /3 1-4 glucan 4-glucanohidro-
lasas ; la primera parte del nombre sistemAtico indica el sustrato, en
este caso R 1-4 polimero de glucosa ; la segunda parte designa una reac-
tion que es catalizada por la enzima .

Reese, Siu y Levinson', sugirieron la existencia del componente r en el
sistema enzimatico de las celulasas ; esto lo hicieron en base a que ciertos
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microorganismos podian crecer en on medio con celulosa como unica
fuente de carbono ; mientras que otros requerian fuentes de carbono mas
facilmente asimilables como la carboximetilcelulosa o celobiosa . Se ha
reportado por la literatura la existenc'a de hongos que presentan su
maxima actividad celulolitica a p 6,5 . Taspulation y Teslinova', plan-
tearon que la mayor actividad mostrada por T. lignorum fue a p 5,5 .
Kim y cols.', plantearon que el p optimo para la produccion de celula-
sas en P . notatum era de 4 y en T. viride de 5. Miyauchi y cols .', reporta-
ron que varias especies de Fusarium presentaban un p optimo de 5. Se
sabe que filtrados de M . verrucaria actuando sobre carboximetilcelulosa
requieren una temperatura optima de 50• . Toyama y Ogama' reportan
que a 45• es mejor la actividad celulolitica con cultivos de T. viride . Kim
y cols 3 reportan que la temperatura optima para la actividad celulolitica
en P. notatum era de 60• , mientras que con T . viride era de 50• . Miyau-
c1li y cols .' plantearon que ciertas espec-ss de Fusarium presentaban
temperatura optima de actividad celulolitica de 40• .
l presente trabajo, se oriento desde su inieio, hacia el estudio de las

condiciones nutricionales de 8 bongos ya caracterizados como celuloliti-
cos; con vista a obtener de ellos una mejor produccion de celulasas,
considerando como fuente de carbono a materiales celulosicos quimica-
mente puros ; estudiandose el efecto de varias fuentes de nitrogeno, de-
terminandose la actividad celulolitica , y , .

MAT R AL S Y M TO OS

Microorganismos . Los microorganismos utilizados fueron aislados y
caracterizados como celuloliticos, pertenecientes al grupo de hongos fila-
mentosos . Se seleccionaron las especies Aspergillus sp., haetomiun glo-
bosum, ladosporium sp., Fusarium sp., Mucor sp., Penicillium sp .,
Trichoderma lignorum y T. viride .
onservacidn de los microorganismos . Los microorganismos fueron sem-

brados con asa en medio extracto de malta-agar, incubandose a 30•
durante 96 horns . guardandose en refrigeracion a 4• y resembrandose
cada 45 dias .
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Medios de cultivo . Fueron en su origen dos, el medio zapek y el de
Reese y Mandels'. Ambos sufrieron modificaciones durante el curso
de las investigaciones manteniendose algunos de los nutrientes constan-
tes, constituyendo estos el medio basal. Las modificaciones efectuadas
fueron las siguientes : Para la fuente de carbono, se empleo papel What-
man No . 1 (10 g/1), o carboximetilcelulosa (sal sodica, con grado de susti-
tucion 0,7-0,8 . . .) y para la fuente de nitrogeno, se hicieron varias
modificaciones en los medios de cultivo como son : NO.1Na 3 g/l ;
S04(N 4)2 1 g/l y 1 .4 g/l; urea 0,3 g/l y 1 g/1 ; acido glutamico 1 g/1 ; pep-
tona micologica Oxoid L-40 1 g/1, 5 g/l y 10 g/l, hidrolizado 'acido de
caselna Oxoid 1 g/l . 5 g/l, y 10 g/1 .

noculation de los frascos de cultivo . Los bongos, con 72 horas de sem-
brados, se resuspenden sus esporas en 5 ml de agua destilada esteril,
inoculandose una alicuota de la suspension de esporas en los frascos
para experimentacion .

ondiciones de cultivo para los frascos de experimentacion . Se emplea-
ron erlenmeyers de 500 ml de capacidad con 100 ml de medio de cultivo
e incubaron a 30• en zaranda giratoria a 120 r .p .m. n la mayoria de
los casos se cultivaron durante 7 dias, al cabo de los cuales se les deter-
mine la actividad celulolitica . n otros casos se tomaron alicuotas de
los cultivos a diferentes horas y asepticamente .

Toma de muestras . La toma de muestras se efectuo mediante extraction
aseptica de 10 ml del cultivo a diferentes tiempos de incubacion . Se apli-
co el metodo de aleatorizacion del muestreo mediante el use de tablas
de permutation al azar, segun ochran y ox' .

eterminacion de la actividad enz`mdtica , . Se empleo una modification
que consistio en la adicion de 4 ml de una solution tampon de citrato,
1 ml del liquido de la fermentation libre de celulas, a p 5 y 50• , incu-
bandose por una hora y determinando azucares reductores producidos .

eterminacion de azticares reductores . Se siguio el metodo del acido
dinitrosalicilico, de Summer y Somers', modificado por Miller" .

eterminacion de la actividad enzimdtica , . Se empleo una combination
de los metodos de Mandels y Weber" y Gupta y cots .', a p 5 y 50• .
espues de una hora de incubacion, se determina la production de

carbohidratos totales solubles .



334

eterminacion de carbohidratos tot ales solubles . Fue utilizado el metodo
del fenol-sulftirico reportado por ubois y cots .'` .

TA LA

eterminacion de celulasa . en varias especies de bongos celuloliticos
en medio zapek con 1 % de celulosa y diferentes fuentes de nitrdgeno

L. A N, G . GU RRA Y A . RR RA

Nota: Los resultados obtenidos estan expresados en microgramos de azucares re-
ductores dados como glucosa, por mililitro del extracto enzimatico en hora
de incubaci6n

R SULTA OS Y S US ON

nfluencia de diferentes fuentes de nitrdgeno en la excretion de celula-
sa x . omo puede apreciarse en las Tablas y se exponen los resulta-
dos obtenidos en re'acion con la actividad celulolitica ., empleando
celulosa como fuente de carbono, asi como los medios zapek y de Reese
y Mandelse, ademas de variantes donde se aladieron diferentes fuentes
de nitrdgeno . l cultivo de estos bongos filamentosos en ambos medios,
mostraron valores de actividad z bajos, sobre todo por los bongos As-
pergillus sp., . globosum, Fusarium sp., Mucor sp., T. Lignorum y T .

Microorganismos Fuentes de Nitr6geno
NO;,Na SO,(N 4 ) ., Urea Peptona

1 g l
Peptona Glut~amico

5 g/l

	

g/l3 g/l 1 g/l g/l

Aspergillus sp. 1 .54 0.00 1 .54 2.14 2.62 0.00

. globosum 0.00 0 .00 1 .54 2.14 2 .62 1 .54

ladosporium sp . 0 .00 0 .00 0 .00 0.00 0.00 0.00

Fusarium sp . 3 .86 1 .54 3 .86 1 .54 4.29 3 .86

Mucor sp. 1 .43 2.83 1 .43 3.57 0.00 0.00

Penicillium sp . 6 .20 2 .98 0.00 0.00 13 .48 6 .20

T. lignorum 1 .54 0.00 0.00 3.93 5 .60 1 .54

T. viride 11 .81 2 .86 0 .00 12 .76 0 .00 4 .41
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viride, observandose un aumento relativo en las cepas ladosporium sp.,
y Penicillium sp., caracteristicas similares han sido reportadas por Siu13
asi como por habal y haliwal' respecto a la fuente de carbono . Si se
observan los valores en so conjunto se ve que fueron superiores en el
medio de Reese y Mandels (Tabla ), en comparacidn con los obtenidos
en el medio zapek (Tabla 1) .

TA LA

etermination de celulasa ,, en varias especies de hongos celuloliticos
en medio Reese y Mandels, con 1'7, de celulosa y diferentes fuentes

de nitrogeno
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uando se combinaron 3 fuentes de nitr6geno, de las ya probadas por
separado, (S0 4(N 4) 2 0,1%, urea 0,1%, peptona 0,1%), en los medios sa-
linos antes seiialados, con celulosa al 1%o, se obtuvieron en general nota-
bles mejorias en la excretion de celulasas x por las 8 especies en estudio,
comportandose la cepa de Penicillium sp., como la de mayor actividad
presentada (Tabla ) . stes resultados concuerdan con lo reportado
por habal y haliwa14 en to que respecta la urea y con sulfato de
amonio segi n Kalunyants y cols ." .

Fuentes de nitr6geno
Microorganismos NO.,Na S04(N ,) 2

3 g/1

	

1 g/
Urea
1 g/

Peptona
g/1

Peptona GlutSmico
5 g/1

	

g/1

Aspergillus sp . 2.36 1 .93 0 .00 2.36 1 .39 0 .00

. globosum 1 .39 0.00 3 .44 1 .39 1 .93 1 .39

ladosporium sp . 8 .70 13 .00 0 .00 6.44 0.00 0.00

Fusarium sp . 0.00 0 .00 2.14 1 .54 1 .54 0.00

Mucor sp. 0 .00 0 .00 0.00 0.00 3 .21 1 .55

Penicilliuni sp. 26.48 11 .57 26.48 9.06 11 .81 6.44

T. lignoruni 0.00 0.00 0.00 1 .54 2 .14 0.00

T. viride 6 .68 0.00 2 .62 4.29 0 .00 4 .29
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viride, observandose un aumento relativo en las cepas ladosporium sp .,
y Penicillium sp., caracteristicas similares han sido reportadas por Siu 13
asi como par habal y haliwa14 respecto a la fuente de carbono . Si se
observan los valores en su conjunto se ve que fueron superiores en el
medio de Reese y Mandels (Tabla ), en comparaci6n con los obtenidos
en el medio zapek (Tabla ) .

TA LA

eterminacion de celulasa ,, en varias especies de bongos celuloliticos
en medio Reese y Mandels, con S4 de celulosa y diferentes fuentes

de nitrogeno

uando se combinaron 3 fuentes de nitr6geno, de las ya probadas por
separado, (S04(N 4)2 0,1%, urea 0,1%, peptona 0,1%), en los medics sa-
linos antes seiialados, con celulosa al 1%, se obtuvieron en general nota-
bles mejorias en la excreci6n de celulasas , por las 8 especies en estudio,
comportandose la cepa de Pen cillium sp ., como la de mayor actividad
presentada (Tabla ) . stos resultados concuerdan con lo reportado
por habal y haliwa 14 en to que respecta la urea y con sulfato de
amonio segtin Kalunyants y cols ." .

Fuentes de nitr6geno
Microorganismos NO‚Na S04(N4)2

3 g/1

	

1 g/1
Urea

gil
Peptona
1 g/1

Peptona GlutSmico
5 g/1 1 g/1

Aspergillus sp . 2.36

	

1.93 0 .00 2 .36 1 .39 0.00

. globosum 1 .39

	

0.00 3.44 1 .39 1 .93 1 .39

ladosporium sp . 8 .70

	

13 .00 0 .00 6.44 0.00 0.00

Fusarium sp . 0 .00

	

0 .00 2.14 1 .54 1 .54 0.00

Mucor sp. 0 .00

	

0.00 0.00 0.00 3.21 1 .55

Penicillium sp. 26.48

	

11 .57 26.48 9.06 11 .81 6.44

T. lignorum 0.00

	

0.00 0.00 1 .54 2.14 0.00

T. viride 6.68

	

0.00 2.62 4.29 0.00 4.29
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TA L ..\

etermination de celulasa , de varias especies de hongos celu'oliticos
crecidos en medio zapek y de Reese y Mandels, con 1% de celulosa,

como fuentes de n trogeno : S04(N 4)2 01% y peptona 0,1%

xcretion de celulasa empleando como fuente de carbon carboxime-
tilcelulosa en. presencia de diferentes fuentes de nitrogen . uando se
empleo carboximetilcelulosa al 1 como unica fuente de carbono, em-
pleando las mismas condiciones nutricionales y de cultivo citadas en el
experimento anterior, se puede apreciar un aumento en la actividad en-
zimatica ., que en sentido general abarco a todos los bongos ensayados
(Tabla V); mientras que con las mismas condiciones y nutrientes pero
con la adicion de extracto de levaduras al 0,1% se obtuvo una exeresibn
de celulasa . afin mas notable en la cepa de Penicillium sp., y en menor
cantidad con Fusarium sp., y Mucor sp ., respectivamente (Tabla V),
aportando el medio basal de Reese y Mandels mejores niveles de excre-
cion celulolitica, que el medio salino basal de zapek . uando se sustituyo
la peptona per la caseina, a la misma concentration, se encontraron tam-
bien buenos resultados con respecto a ., volviendose a destacar la cepa
de Penicillium sp . (Tabla V ) . e todas las fuentes de nitrogeno ensaya-
das, la peptona y la caseina fueron las que mostraron mayor estimulacion

Microorganismos Actividad celulolitica ,
zapek Reese y Mandels

Aspergifus sp. 1 .93 1 .93

. globosuni 2.90 2.90

ladosportu;n sp . 1 .93 2 .90

Fusarium sp. 2.90 5 .48

Mucor sp . 2 .90 4 .94

Penicillium sp. 14.08 17 .95

T. lignorum 2.36 3.44

T. viride 2.36 2.90
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para la excreci6n de celulasas .. La influencia de la peptona y la caseina
en los cultivos de Penicillium sp., en la excretion de celulasas a y , .
Lizak' 8, obtuvo que para la production de celulasas en bongos, ]a pepto-
na y la caseina eran las mejores fuentes de nitrogeno organico ; ademas
comprobo que la adicion de extracto de levadura estimulaba la forma-
tion de celulasa .. Gupta y colse obtuvieron los mejores resultados al
combinar como fuentes de nitrogeno al sulfato de amonio, peptona y
urea .

TA LA V

etermination de celulasa , de varias especies de hongos celuloliticos
crecidos en medio zapek y de Reese y Mandels, con 1% de carboxime-

tilcelulosa y como fuentes de nitrogeno : SO,(N ,), 0.1%, urea 0.1%
y peptona 0 .1

337

Segun Mandels y Weber", la peptona es un aditivo satisfactorio, siendo
su concentration optima entre 0,1% y 0,2% .

omo se ha dicho, quedo en evidencia que la cepa Penicillium sp. mostro
mayor actividad celulolitica, bajo las condiciones ya reportadas, eligien-
dose a esta para la realization de un diseiio experimental completamente
al azar, con el objetivo de observar si la peptona podia suministrar ver-

Microorganismos Actividad celulolitica ,

zapek Reese y Mandels

Aspergillus sp . 5 .48 10.96

. globosum 10 .96 8.17

ladosporium sp. 7.09 12 .79

Fusarium sp. 12 .25 14.72

Mucor sp. 13 .43 13 .43

Penicillium sp. 1 .39 15 .02

T. lignorum 0.00 8.17

T. viride 14.08 20.10
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daderamente un efectivo y eficaz aumento en la excrecion de celulasas .
Los niveles de actividad celulolitica registrados, pueden observarse en
las Tablas V y V , donde se reportan 4 replicas de cultivo para dife-
rentes concentraciones de peptona micologica (Oxoid L-40) .

TA LA V

eterminac'on de celulasa , de varias especies de hongos celuloliticos
crecidos en medio zapek y de Reese y Mandels, con un 17, de carboxime-
tilcelulosa, como fuentes de nitrogeno : SO (N ;), 0 .1 ;-ƒ, peptona 0.1%,

urea 0.11/c, extracto de levaduras 0,1%

l analisis estadistico demostro que la presencia y concentracion de
peptona eran significativas en un 99", arrojando on valor para F = 35 .61,
en los cultivos con diferente concentracion de esa sustancia nitrogena-
da, comprobandose que la adicion de peptona al 05% era significativa
en un 99% en la excrecion de celulasa s , con respecto a los cultivos que
contenian peptona al 1'74 . Pero a su vez, los cultivos con 17 de peptona
mostraron niveles de signification de un 957 con respecto a aquellos
que contenian 0,1% mientras que estos ultimos lo eran a su vez en on
95% con respecto a los que contenian peptona (Tabla V ) . l mismo
tratamiento efectuado en relation con los valores de actividad i pueden
apreciarse en la Tabla V , encontrandose tambi„n diferencias en euan-

Mieroorganismos Actividad celulolitica ,
zapek Reese y Mandels

Aspergillus sp . 4.94 8 .17

. globosum 21.60 10 .42

ladosporium sp . 6.02 2.36

Fusariunt sp . 16 .66 36.19

Motor sp. 9 .89 9.89

Penicillimn sp . 32 .35 66 .65

T_ lignorune 17.30 16 .66

T . viride 3 .86 40.52
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to a la concentration de peptona y la excretion de celulasa ,, pero no
de un modo tan marcado como en , arrojando un valor para F = 3.71,
con un 9517,, de probabilidad .

TA LA V

eterminac on de celulasa ., en varias especies de hongos celuloliticos
crecidos en medio zapek y de Reese y Mandels, con carbox~metilcelulosa
al 1%, como fuentes de nitr6geno : SO,(N ,,), 0.1'%, urea 0 .1%, casein,

0.1''~ y extracto de levadura 0 .1%
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Los valores de activ :dad , y ,, obtenidos empleando el mismo diseno
experimental, pero utilizando como variable al hidrolizado Acido de
caseina (Oxoid), en vez de peptona, pueden apreciarse en las Tablas X y
X . Los valores estadisticos arrojaron una F = 2 .69 demostrando ello que
no hay diferencias al nivel del 95'2 de probabilidad . para la excrecibn
de celulasa , aunque los observados en los cultivos con 0 .5 ; de caseina
son los mayores en la excrecibn de celulasas . on respecto a la excrecibn
de celulasa , si se obtuvo que la influencia de la caseina era importante,
con una F = 24.09 para on 99'7, de probabilidad, siendo el cultivo con
1%% de caseina signiFicativo con respecto a todos los demas,

Microorganismos Actividad celutolftica ,
zapek Reese y Mandels

Aspergillus sp . 2.36 59.40

. globosum 4.41 20.91

ladosporium sp . 2.36 18.00

Fusarium sp . 1 .93 42 .82

Mucor sp . 2.90 20.10

Penicillium sp. 3.44 112 .40

T. lignorum 6.55 26.21

T. viride 1 .93 34.20
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TA LA V

eterminaci6n de celulasa , en el medio de Reese y Mandels variando
las concentraciones de peptona, en cultivos de Penicillium sp

TA LA V

eterminaci6n de celulasa , en el medio de Reese y Mandels variando
las concentraciones de peptona, en cultivos de Penicillium sp

Peptona 0.00 g/l 1 .00 g/l 5.00 g/l 10 .00 g/l

73 .1 88 .1 129 .0 98 .9

73 .1 88 .1 129 .0 118 .2

86 .0 91 .4 118 .0 91 .4

73 .1 88 .1 129 .0 98 .9

76 .3 88 .9 126 .3 101 .9

S …6.2 …2.7 …5.4 …-11 .4

Peptona 0.00 g/1 1.00 g/1 5.00 g/l

244 387 222

244 187 244

215 215 260

237 252 222

x 235 260 237

S …13 .7 …88.5 …18.5
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TA LA X

eterminacion de celulasa ,, en. el medio de Reese y Mandels variando
las concentraciones de hidrolizado acido de caseina, en cultivos de

Pe icillium sp

341

TA LA X

eterminacion de celulasa en el medio de Reese y Mandels, variando
las concentraciones del hidrolizado acido de caseina, en cultivos

de Penicillium sp

S

	

… 15.6

	

… 10.4

	

… 46.5

	

… 24.5

asein 0.00 g/1 1 .00 g/1 5 .00 g/1 10.00 g/1

72 .9 74 .9 76 .7 80 .1

66 .7 81 .3 91 .2 82 .8

60 .2 80 .1 91 .2 73 .9

71 .5 80 .1 95 .4 77 .4

x 67 .8 79 .1 88 .6 78 .6

S … 5.7 …2.9 …8.2 …3.8

aseina 0.00 g/1 1 .00 g/ 5.00 g/l 10.00 g/1

97 102 187 244

108 92 268 260

125 114 187 208

131 92 161 260

115 100 200 243
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ON LUS ON S

1 . Se realizo en un estudio con bongos filamentosos celuloliticos, per-
tenecientes a las especies y generos : Aspergi'lus sp ., ladosporium
sp., haetomium globosum, Fusarium sp., Pen:cillium sp., Trichoder-
ma viride y T. lignorum, encontrandose que las fuentes de nitrogeno
ensayadas: sulfato de anionic), urea, acido glutamico, caseina y pepto-
na, resulto esta tiltima la mejor en el medio de Reese y Mandels .

2. Se eligio una cepa del gdnero Pen'cillium per so mayor actividad
celulolitica, mostrandose que el cultivo de esta cepa a diferentes con-
centraciones de peptona micologica L-40, la presencia de esta era
significativa en un 99" en relation con la excretion de celulasas .

3. La presencia de caseina en los cultivos, no fue significativa para la
excretion de celulasa , pero st para celulasa , con un 99c'c de pro-
babilidad .

R ONO M NTOS

Queremos agradecer a la AT Gisela asado su ayuda prestada durante
la realization de este trabajo, asi como a tpdos los companeros del labo-
ratorio de Fermentaciones del departamento de Microbiologia de la Uni-
versidad de La abana .

R F R N AS

1 . R S . T ., Siu R . G . . AN L V NSON . S . . acteriol . 59, 485, 1950 .
2 . TASPULAT ON Z. AN T SL NOVA N. A . Mikrobiologiya, 43, 609, 1974 .
3. Kim W. S ., K M Y. M., L . K. AN O T . . Misaengmul akhoe hi, 13,

85, 1975 .
4 . M YAU K., A . AN KURATA . ap. patent 69, 08, 068 Fpp, 1969 .
5 . -TOYAMMA N. AN O AMA K. Ferment. Technol: Today, Proc . nt. Ferment . Technol .

Symp. 4th . 743, 1972 .
6 . R S . T . AN MAN LS M. Method. arbohydrate hem., 31, 139, 1963 .



STU O NUTR NT S LULASAS F LAM NTOSOS 343

7 . O RAN W . G . Y ox G. N . isenos xperimentales, ditorial Trilles Mexico
1971 .

8 . GUPTA . K ., As N. . AN GUPTA Y . P . Agr . iol . hem., 36, 1961, 1972 .

9. SUMN R . . Y SUMM RS G. F. Laboratory experiments in biological chemistry,
Academic Press, New York 1944,

10. M LL R G. L . Analy. hem., 31, 426, 1959 .

11 . MAN LS M. AN W R . Adv . hem. Series, 95, 391, 1969 .

12 . u o s M., GU LL S K. A., AM LTON . K ., R F RS P . A. AN SM T F . Anal. hem .
28, 350, 1956.

13 . S u R.G . . Microbial decomposition of cellulose, Reinhold Publishing or-
poration, 1951 .

14 . A AL . S., AN AL WAL . S . ndian . Microbial., 13, 191, 1973 .
15. KALUNYANTS K. A., VA UNOVA M. S ., S US . V ., UGUNOVA T. A. AN RA W

Yu P. Prikl. iokhim. Mikrobiol. 12, 269, 1976.

16. L ZAK Yu. V. Mikrobiol . Zn . (Kiev) 37, 693, 1975 .


