Revista Ciencias Bioldgicas, 14, 2, 1983 331

Estudio del efecto de algunos nutrientes sobre la produccion
de celulasas por hongos filamentosos

L. ARiN, G. GUERRA Y A. HERRERA

Fac. de Biologia, Universidad de La Habana, Cuba

Recibido: 21 de mayo de 1982
Recibido: 10 de noviembre de 1382

ABSTRACT. Szveral cellulolytic fungi as belonging to the species and
genera: Aspergillus sp., Cladosporium sp., Chaetomiun globosum, Fusa-
riwm sp., Pewnicillium sp., Trichoderma viride and T. lignorum were
tested in relation to some nitrogen sources and cellulase excretion,
principally Cx. 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 C, and C,.

RESUMEN. Se presenta un estudio realizado con hongos filamentosos
celuloliticos, pertenecientes a las especies v géneros: Aspergillus sp.
Cladosporium sp., Chaetomiun globosum, Fusarium sp., Penicillium sp.,
Trichoderma viride v T. lignorum, en relacién ccn el efecto de aigunas
fuentes de nitrégeno y la produccién de celulasas, principalmente C,.
De las fuentes de nitrogeno ensayadas: sulfato de amonio, urea, dcido
glutdmico, caseina y peptona, resulto esta dltima la mejor, en el medio
de Reese v Mandels, obteniéndose niveles de actividad celulolitica apre-
ciablemente superiores. Fue elegida la cepa de Penicillium sp., por su
mayor actividad celulolitica C, para la realizacidon de un disefio experi-
mental que comprobara definitivamente la influencia de 1a peptona y la
caseina sobre [a excrecidon de celulasas C, y C, en el medio de cultivo.

INTRODUCCION

Las enzimas que hidrolizan la celulosa reciben el nombre comun de ce-
lulasas siendo su nombre sistematico el de 8 1-4 glucan 4-glucanchidro-
lasas; la primera parte del nombre sistematico indica el sustrato, en
este caso 8 1-4 polimerc de glucosa; la segunda parte designa una reac-
cién que es catalizada por la enzima.

Reese, Siu y Levinson!, sugirieron la existencia del componente C;: en el
sistema enzimadtico de las celulasas; esto lo hicieron en base a que ciertos
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microorganismos podian crecer en un 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 existencla de hongos que presentan su
méaxima actividad celulolitica a pH 6,5. Taspulation y Teslinova?®, plan-
tearon que la mayor actividad mostrada por T. lignorum fue a pH 5,5.
Kim y cols.?, plantearon que el pH optimo para la produccién 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 pH éptimo de 5. Se
sabe que filtrados de M. verrucaria actuando sobre carboximetilcelulosa
requieren una temperatura 6ptima de 50°C. Toyama y Ogama® reportan
que a 45°C es mejor la actividad celulolitica con cultivos de T. viride. Kim
y cols.® reportan que la temperatura éptima para la actividad celulolitica
en P. notatum era de 60°C, mientras que con T. viride era de 50°C. Miyau-
chi y cols* plantcaron que ciertas espec’ts de Fusarium presentaban
temperatura optima de actividad czlulolitica de 40°C.

El presente trabajo, se orienté desde su inizio, hacia el estudio de las
condiciones nutricionales de 8 hongos va caracterizados como celuloliti-
cos; con vista a obtener de ellos una mejor producciéon de celulasas,
considerando como fuente de carbono a materiales celulésicos quimica-
mente puros; estudiandose el efecto de varias fuentes de nitrégeno, de-
terminandose la actividad celulolitica Cx v C;.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Los microorganismos utilizados fueron aislados y
caracterizados como celuloliticos, pertenecientss al grupo de hongos fila-
mentosos. Se seleccionaron las especies Aspergillus sp., Chaetomiun glo-
bosum, Cladosporium sp., Fusar'um sp., Mucor sp., Penicillium sp.,
Trichoderma lignorum y T. viride.

Conservacion de los microorganismos. Los microorganismos fueron sem-
brados con asa en medio extracto de malta-agar, incubiandose a 30°C
durante 96 horas. guarddndose en refrigeracién a 4°C y resembrandose
cada 45 dias.
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Medios de cultivo. Fueron en su origen dos, el medio Czapek y el de
Reese v Mandels®. Ambos sufrieron modificaciones durante el curso
de las investigaciones manteniéndose algunos de los nutricntes constan-
tes, constituyendo éstos el medio basal. Las modificaciones efectuadas
fueron las siguientes: Para la fuente de carbono, se empleé papel What-
man No. 1 (10 g/1), o carboximetilcelulosa (sal sédica, con grado de susti-
tucién 0,7-0,8 B.D.H.) y para la fuente de nitrégeno, se hicieron varias
modificaciones en los medios de cultivo como son: NO:Na 3 g/l;
SONH): 1 g/l y 1.4 g/1; urea 0,3 g/l y 1 g/1; 4cido glutdmico 1 g/1; pep-
tona micolégica Oxoid L40 1 g/1, 5 g/l y 10 g/1, hidrolizado acido de
caseina Oxoid 1 g/1. 5 g/1, y 10 g/L.

Inoculacién de los frascos de cultivo. Los hongos, con 72 horas de sem-
brados, se resuspenden sus esporas en 5 ml de agua destilada estéril,
inoculandose una alicuota de la suspensién de esporas en los frascos
para experimentacion.

Condiciones 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°C en zaranda giratoria a 120 r.p.m. En la mayoria de
los casos se cultivaron durante 7 dias, al cabo de los cuales se les deter-
miné la actividad celulolitica. En otros casos se tomaron alicuotas de
los cultivos a diferentes horas y asépticamente.

Toma de muestras. La toma de muestras se efectué mediante extraccion
aséptica de 10 ml del cultivo a diferentes tiempos de incubacién. Se apli-
c6 el método de aleatorizacion del muestreo mediante el uso de tablas
de permutacion al azar, segiin Cochran y Cox’.

Determinacion de la actividad enz'mdtica C.. Se empleé una modificacién
que consistié en la adicién de 4 ml de una selucién tampén de citrato,
1 ml del liquido de la fermentacién libre de células, a pH 5 v 50°C, incu-
bandose por una hora y determinando aziicares reductores producidos.

Determinacion de azicares reductores. Se siguit el método del 4cido
dinitrosalicilico, de Summer vy Somers?, modificado por Miller'®.

Determinacion de la actividad enzimdtica Ci. Se empleé una combinacion
de los métodos d= Mandels y Weber!'' y Gupta y cols.*, a pH 5 y 50°C.
Después de una hora de incubacién, se determina la produccion de
carbohidratos totales solubles.
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Determinacion de carbohidratos totales solubles. Fue utilizado el método
del fenol-sulfurico reportado por Dubois y cols.’?

TABLA I

Determinacion de celulasa C. ew varias especies de hongos celuloliticos
en medio Czapek con 1% de celulosa y diferentes fuentes de nitrdgeno

Microorganismos Fucntes de Nitrdgeno

NO,Na SO, (NH,), Urea Peptona  Peptona Glutamico

3 g/1 1 g/l 1 g/l ig/l 5 g/t ig/l
Aspergillus sp. 1.54 0.00 1.54 2.14 2.62 0.00
C. giobosum 0.00 0.00 1.54 2.14 262 1.54
Cladosporium 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. 143 2.83 143 3.57 0.00 0.00
Penicillium sp. 6.20 2.98 0.00 0.00 13.48 6.20
T. Hgnorum 1.54 0.00 0.00 3.93 5.60 1.54
T. viride 11.81 286 (.00 12.76 0.00 441

Nota: Los resultados obtcnidos estdn expresados en microgramos de azlcares re-
ductores dados como glucesa, por mililitro del extracto enziméatico en ! hora
de incubacicn

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de diferentes fuentes de nitrégeno en la excrecion de celula-
sa Cx. Como puede apreciarse en las Tablas I y II se exponen los resulta-
dos obtenidos en re'acion con la actividad celulolitica C., empleando
celulosa como fuente de carbono, asi como los medios Czapek y de Reese
y Mandels®, ademas de variantes donde se anadieron diferentes fuentes
de nitrégeno. El cultivo de estos hongos filamentosos en ambos medios,
mostraron valores de actividad C: bajos, Sobre todo por los hongos As-
pergillus sp., C. globosum, Fusarium sp., Mucor sp., T. Lignorum y T.
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viride, observandose un aumento relativo en las cepas Cladosporium sp.,
y Penicillium sp., caracteristicas similares han sido reportadas por Siu®,
asi como por Chabal y Dhaliwa'* 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 I1), en comparacién con los obtenidos
en el medio Czapek (Tabla I).

TABLA II

Determinacion de celulasa C. en varias especies de hongos celuloliticos
en medio Reese y Mandels, con 1% de celulosa y diferentes fuentes
de nitrdgeno

Fuentes de nitrégeno

Microorganismos NO;Na SO,(NH,), Urea Peptona  Peptona Glutamico
3 g/ 1 g/l I g/l 1 g/l 5 g/l 1 g/l

Aspergillus sp. 2.36 1.93 0.00 2.36 1.39 0.00

C. globosum - 1.39 0.00 344 1.39 1.93 1.39

Cladosp;orium sp. 8.70 13.00 0.00 6.44 0.00 0.00

Fusarium sp. 0.00 000 214 1.54 1.54 0.00

Mucor sp 0.00 0.00 0.00 0.00 i 1.55

Penicillium sp. 2648 1157 26.48 5.06 11.81 6.44

T. lignorum 0.00 0.00 0.00 1.534 2.14 0.00

T. viride 6.68 0.00 2.62 429 0.00 4.29

Cuando se combinaron 3 fuentes de nitrégeno, de las ya probadas por
separado, (SO«(NH). 0,1%, urea 0,1%, peptona 0,1%), en los medios sa-
linos antes sefialados, con celulosa al 1%, se obtuvieron en general nota-
bles mejorias en la excreciéon de celulasas Cx por las 8 especies en estudio,
comportandose la cepa de Pen'cillium sp., como la de mayor actividad
presentada (Tabla IIT). Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Chabal y Dhaliwa' en lo que respecta la urea y con sulfato de
amonio segin Kalunyants y cols.'s,
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viride, observandose un aumento relativo en las cepas Cladosporium sp.,
y Penicillium sp., caracteristicas similares han sido reportadas por Siu®,
asi como por Chabal v Dhaliwa't respecto a la fuente de carbone. Si se
observan los valores en su conjunto se ve que fueron superiores en el
medio de Reese y Mandels (Tabla II), en comparacién con los obtenidos
en el medio Czapek (Tabla I).

TABLA II

Determinacion de celulasa C, en varias especies de hongos celuloliticos
en medio Reese y Mandels, con 19 de celulosa y diferentes fuentes
de nitrégeno

Fuentes de nitrégeno
Microorganismos NO;Na SO,(NH,), Urea Peptona Peptona Glutdmico

3 g/l 1 g/1 1 g/l 1 g/t 5 g/l 1 g/
Aspergillus sp. 2.36 1.93 0.00 2.36 1.39 0.00
C. globosum 1.39 0.00 144 1.39 1.93 1.39
Cladosporium sp. 8.70 13.00 0.00 6.44 0.00 0.00
Fusariuﬁf sp. 0.00 0.00 2.14 1.54 1.54 0.00
Mucor sp. 0.00 0.00 0.00 0.00 3.21 155
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 0.00 262 4.29 0.00 4.29

Cuando se combinaron 3 fuentes de nitrégeno, de las ya probadas por
separado, (SO4NH,4): 0,1%, urea 0,1%, peptona 0,1%), en los medios sa-
linos antes sefialados, con celulosa al 1%, se obtuvieron en general nota-
bles mejorias en la excrecién de celulasas Cx por las 8 especies en estudio,
comportandose la cepa de Pen'cillium sp., como la de mayor actividad
presentada (Tabla IIT). Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Chabal y Dhaliwa'* en lo que respecta la urea y con sulfato de
amonio segin Kalunyants y cols.'.
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TABLA IIT

Determinacion de cclulasa C. de varias especics de hongos celuloliticos
crecidos en medio Czapek v de Reese y Mandels, con 1% de celulosa,
com fuentes de n'trdgeno: SOs(NH,). 0 1% v pepiona 0,1%

Microorganismos Actividad celulolitica C,
"(_Zzapek Reese y Mandels
Aspergillus sp. 1.93 1.93
C. globosum 2.90 2.90
Cladosporium sp. 193 2.90
Fusarium sp. 290 548
Mucor sp. 290 4.94
Penicillium sp. 14.08 17.95
T. lignorum 2.36 344
T. viride 2.36 290

Excrecion de celulasa C. empleando como fuente de carbono carboxime.
tilcelulosa en presencia de diferentes fuentes de nitrégeno. Cuando se
empled carboximetilcelulosa al 1% como tnica fuente de carbono, em-
nleando las mismas condiciones nutricionales y de cultivo citadas en el
experimento anterior, se pusde apreciar un aumento en la actividad en-
zimatica Cx, que en s¢ntido general abarco a todos los hongos ensayados
(Tabla 1V); mientras que con las mismas condiciones y nutrientes pero
con la adicién de extracto de levaduras al 0,1% se obtuvo una excresién
de celulasa C; atin 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-
cién celulolitica, que el medio salino basal de Czapek. Cuando se sustituyé
la peptona por la caseina, a la misma concentracién, se encontraron tam-
bién buenos resultados con respecto a Cs, volviéndose a destacar la cepa
de Penicillium sp. (Tabla VI). De todas las fuentes de nitrégeno ensaya-
das, la peptona y la caseina fueron las que mostraron mayor estimulacién



ESTUDIO NUTRIENTES CELULASAS FILAMENTQOSOS 337

para la excrecion de celulasas C,. La influencia de la peptona y la caseina
en los cultivos de Penicillium sp., en la excreciéon de celulasas C: y Ci.
Lizak', obtuvo que para la produccion de celulasas en hongos, la pepto-
na y la caseina eran las mejores fuentes de nitrégeno organico; ademés
comprobé que la adicién de extracto de levadura estimulaba la forma-
cién de celulasa C.. Gupta y cols.® obtuvieron los mejores resultados al
combinar como fuentes de nitrégeno al sulfato de amonio, peptona y
urea.

TABLA IV

Determinacion de celulasa C. de varias especies de hongos celuloliticos
crecidos en medio Czapek v de Reese v Mandels, con 1% de carboxime-
tilcelulosa y como fuentes de nitrégeno: SO,(NH,), 0.1%, urea 0.1%

v peptana 0.1%

Microorganismos Actividad celulolitica C,
Czapek Reese v Mandels
Aspergillus sp. 5.48 10.96
C. globosum 10.96 8.17
Cladosporiunt sp. 7.09 1279
Fusarium sp. 12.25 1472
Mucor sp. 13.43 13.43
Penicillivum sp. 1.39 15.02
T. lignorum 0.00 8.17
T. viride 14.08 20.10

Segin Mandels y Weber'!, la peptona es un aditivo satisfactorio, siendo
su concentracién optima entre 0,19% v 0,2%.

Como se ha dicho, quedé en evidencia que la cepa Penicillium sp. mostré
mayor actividad celulolitica, bajo las condiciones ya reportadas, eligién-
dose a ¢sta para la realizacion de un disefio experimental completamente
al azar, con el objetivo de observar si la peptona podia suministrar ver-
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daderamente un efective y eficaz aumento en la excrecién de celulasas.
Los niveles de actividad celulolitica registrados, pueden observarse en
las Tablas VII y VIII, donde se reportan 4 réplicas de cultivo para dife-
rentes concentraciones de peptona micolégica (Oxoid L-40).

TABLA V

Determinac'on de celulasa C, de varias especies de hongos celuloliticos
crecidos en medio Czapek y de Reese vy Mandels, con un 1% de carboxime-

tilcelulosa, como fuentes de nitrdgens: SO,(NH,). 0.1°:, peptora 0.1%,
urea 0.19%, extracto de levaduras 0,1%

Microorganismos Actividad celulolitica C,
”Czapek Reese y Mandels -
i
Aspergillus sp. 4.94 Lé.l?
C. globosum 21.60 10.42
Cladosporiinm sp. 6.02 2.36
Fusarium sp. 16.66 36.19
Muicor sp. 9.89 9.89
Penicilliium sp. 3235 66.65
T. lgnorum 17.30 16.66
T. viride 3.86 40.52

El andlisis estadistico demostré que la presencia y concentracién de
peptona eran significativas en un 999, arrojando un valor para F = 35.61,
en los cultivos con diferente concentracién de esa sustancia nitrogena-
da, comprobandose que la adicion de peptona al 05% era significativa
en un 99% en la excrecién de celulasa C, con respecto a los cultivos que
contenian peptona al 17%. Pero a su vez, los cultivos con 1% de peptona
mostraron niveles de significacién de un 95% con respecto a aquellos
que contenian 0,19 mientras que estos tltimos lo eran a su vez en un
95%: con respecto a los que contenian peptona (Tabla VII). El mismo
tratamiento efectuado en relacion con los valores de actividad C; pueden
apreciarse en la Tabla VIII, encontrandose también diferencias en cuan-
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to a la concentracion de peptona y la excrecién de celulasa Ci, pero no
de un modo tan marcado como en C: arrojando un valor para F = 3.71,
con un 95% de probabilidad.

TABLA VI

Determinacion de celulasa C. en varias especies de hongos celuloliticos

crecidos en medio Czapek y de Reese y Mandels, con carboximetilcelulosa

al 1%, como fuentes de nitrdgeno: SO, (NH,), 0.1%  urea 0.1%, caseina,
0.1 vy extracto de levadura 0.1%

Microorganismos Actividad celulolitica C,
-7C'zapek Reese y Mandels o
Aspergillus sp. R 2.36 5940
C. globosum 4.41 2091
Cladosporium sp. 2.36 18.00
Fusarium sp. 1.93 42.82
Mucor sp. 290 20.10
Penicillium sp. 3.44 112.40
T. lignorum 6.55 26.21
T. viride 1.93 3420

Los valores de actividad C, y C;, obtenidos empleando el mismo disefio
experimental, pero utilizando como variable al hidrolizado acido de
caseina (Oxoid), en vez de peptona, pueden apreciarse en las Tablas IX y
X. Los valores estadisticos arrojaron una F = 2.69 demostrando ello que
no hay diferencias al nivel del 95% de probabilidad. para la excrecién
de celulasa Cx, aunque los observados en los cultivos con 0.5% de caseina
son los mayores en la excrecién de celulasas. Con respecto a la excrecién
de celulasa C; si se obtuvo que la influencia de la caseina era importante,
con una F=24.09 para un 997 de probabilidad, siendo el cultivo con
1% de caseina significativo con respecio a todos los demas,
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TABLA VII

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

Peptona 0.00 g/1 1.00 g/i 3.00 g/l 13,00 g/1

73.1 88.1 129.0 98.9

73.1 88.1 129.0 118.2

86.0 914 118.0 91.4

73.1 83.1 129.0 98.9

X 76.3 88.9 126.3 101.9
DS + 6.2 + 2.7 + 54 =+ 114

TABLA VIII

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

Peptona 0.00 g/1 1.00 g/1 5.00 g/
244 387 222
244 187 244
215 215 260
237 252 222
% 235 260 237

- - — I
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TABLA IX

Determinacion de celulasa C. en el medio de Reese y Mandels variando
las concentraciones de hidrolizado dcido de caseina, en cultivos de
Penicillium sp

Caseina 0.00 g/l 1.00 g/1 5.00 g/l 10.00 g/1
729 74.9 76.7 80.1
66.7 81.3 912 828
60,2 80.1 912 739
71.5 80.1 95.4 774
X 67.8 79.1 88.6 78.6
DS + 5.7 + 2.9 + 8.2 + 3.8
TABLA X

Determinacion de celulasa C; en el medio de Reese y Mandels, variando
las concentraciones del hidrolizado dcido de caseina, en cultivos
de Penicillium sp

Caseina 0.00 g/l 1.00 g/1 5.00 g/1 10.00 g/1
97 102 187 244
108 9 268 260
125 114 187 208
131 92 161 260
< 115 100 200 243

DS + 156 = 104 = 46.5 += 243
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CONCLUSIONES

1. Se realizé en un estudio con hongos filamentosos celuloliticos, per-
tenecientes a las especies y géneros: Aspergi'lus sp., Cladosporium
sp., Chaetomium globosum, Fusarium sp., Pen'cillium sp., Trichoder-
ma viride y T. lignorum, encontrandose que las fuentes de nitrégeno
ensayadas: sulfato d2 amonio, urea, acido glutdmico, caseina v pepto-
na, resultd esta ultima la mejor en el medio de Reese y Mandels.

2. Se eligic una cepa del género Pemicillium por su mayor actividad
celulolitica, mostrandose que el cultivo de esta cepa a diferentes con-
centraciones de peptona micoldgica 1.-40, la presencia de ésta era
significativa en un 9977 en relacién con la excrecion de celulasas.

3. La presencia de caseina en los cultivos, no fue significativa para la
excrecion de celulasa Cy, pero si para celulasa Cy, con un 99% de pro-
babilidad.
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