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Resumen

Las enzimas celuloliticas son usadas en diferentes industrias; muchas de ellas son
obtenidas a partir de hongos y bacterias que usan como sustrato residuos agroindustriales
con alto contenido de celulosa. Algunos hongos de los géneros Trichoderma y Aspergillus
sintetizan celulasas con diferentes mecanismos de accién y se han propuesto cultivos
mixtos de estos hongos como estrategia para mejorar la hidrélisis de los materiales
celulésicos asociada con la produccién de estas enzimas. El objetivo de este estudio

fue verificar la produccién de celulasas a partir de cultivos mixtos y puros de aislados
nativos de T reesei y A. fumigatus con actividad celulolitica usando cascarilla de arroz
como sustrato. Ambos hongos producen enzimas que catalizan la liberacién de aztcares
reductores a partir de carboximetilcelulosa. La fermentacién en estado sélido se realiz6
siguiendo un disefio factorial y se analizé el efecto del tipo de inéculo y del tiempo de
incubacidn sobre la actividad celulolitica de los extractos obtenidos. La produccién de
celulasas después de 15 dias de incubacién fue superior a la obtenida con 8 dias de cultivo
y se confirm6 a través de un analisis de varianza que la produccién de celulasas para

los cultivos mixto y puro de T reesei en el dia 15 (34,5y 31,9 U/g respectivamente) no
presentaron diferencias significativas. Se demostré en este trabajo que la cascarilla de
arroz tiene potencial para su uso en la obtencién de enzimas flingicas, aunque la actividad
enzimatica obtenida usando este subproducto es inferior a la producida con otros
materiales celuldsicos.

Palabras clave: Cascarillas, Degradacion de celulosa, Hidrolasas, Fermentacion en estado
sélido, Microorganismos celuloliticos, Enzimas flingicas.
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Cellulases production with pure and
mixed cultures of Trichoderma reesei
and Aspergillus fumigatus using rice
husks as substrate

Abstract

Cellulolytic enzymes are used in different industries; many of them are obtained from fungi
and bacteria that use agro-industrial waste with a high cellulose content as a substrate.
Some fungi of the genera Trichoderma and Aspergillus synthesize cellulases with different
mechanisms of action and mixed cultures of these fungi have been proposed as a strategy
to improve the hydrolysis of cellulosic materials associated with the production of these
enzymes. The objective of this study was to verify the production of cellulases from mixed
and pure cultures of native isolates of T. reesei and A. fumigatus with cellulolytic activity
using rice husks as a substrate. Both fungi produce enzymes that catalyze the release of
reducing sugars from carboxymethylcellulose. Solid state fermentation was carried out
following a factorial design and the effect of the type of inoculum and incubation time on
the cellulolytic activity of the extracts obtained was analyzed. Cellulases production after
15 days of incubation was higher than that obtained with 8 days of culture and it was
confirmed through an analysis of variance that the cellulases production for the mixed
and pure cultures of T reesei on day 15 (34.5 and 31.9 U/g, respectively) did not present
significant differences. It was shown in this work that rice husks have the potential to be
used to obtain fungal enzymes, although the activity of enzymes obtained using this by-
product is lower than that produced with other cellulosic materials.

Keywords Cellulolytic microorganisms, Cellulose digestion, Fungal enzymes, Husks,

Hydrolases, Solid state fermentation.

1. Introduccion

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones bioquimicas
en condiciones moderadas de presion y temperatura, por lo que
son ampliamente producidas para su uso en diferentes industrias;
entre las mas destacadas estan las celulasas, proteasas, amilasas
y glucanasas (Li et al., 2012; Patel, Singhania y Pandey, 2017).

Las celulasas, por su parte, corresponden a un grupo de enzimas
que actuan de forma sinérgica en la hidrélisis de la celulosa, para
convertirla en celobiosa, glucosa y oligosacaridos; en este proceso,
las endoglucanasas hidrolizan inicialmente de manera aleatoria
las moléculas de celulosa liberando polisacaridos mas cortos,

con extremos reductores y no reductores que quedan expuestos
para que las exoglucanasas liberen celobiosa que, finalmente,

es convertida en monomeros de glucosa por la actividad de las
B-glucosidasas (Nigam, 2013).
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Estas enzimas juegan un papel importante en la produccion
de detergentes, textiles, alimentos y biocombustibles, y ademas
presentan un gran potencial para la obtencion de aztcares
fermentables (Ejaz, Sohail y Ghanemi, 2021). Se obtienen
principalmente por fermentaciones sumergidas o en estado
solido usando bacterias del género Bacillus y hongos de los
géneros Trichoderma, Penicillium y Aspergillus (Singh et al., 2016;
Passos, Pereira y Castro, 2018), aunque se ha reportado actividad
celulolitica en cultivos de otros géneros microbianos como
Schizophyllum, Clostridium, Cellulomonas 'y Streptomyces (Danso et
al., 2022; Saha, Bhattacharya y Mukhopadhyay, 2022).

Aunque la mayoria de los estudios sobre el modo de acciény
la produccion de celulasas han sido realizados usando diferentes
cepas de T. reesei, la actividad B-glucosidasa de este hongo es
particularmente baja y representa alrededor del 1% del total de
sus enzimas celuloliticas, lo que limita la velocidad y extension de
hidroélisis de los sustratos celulésicos sobre los que este organismo
se cultiva (Li et al., 2016). Por el contrario, se ha demostrado que
algunos hongos del género Aspergillus producen [3-glucosidasas con
una alta actividad (Brijwani, Oberoi y Vadlani, 2010).

Si bien, muchas enzimas hidroliticas pueden obtenerse a través
de cultivos microbianos puros, los cultivos mixtos representan una
posibilidad para mejorar el rendimiento en la produccién de estas
hidrolasas debido a las interacciones sinérgicas entre diferentes
microorganismos. Algunos estudios han demostrado que ciertas
especies de los géneros Trichoderma y Aspergillus crecen de forma
conjunta en diferentes medios de cultivo y que esto aumenta la
velocidad y el grado de hidrdlisis de los sustratos celuldsicos sobre
los que se cultivan (Gutierrez-Correa et al., 1999).

Las fermentaciones en estado sélido (FES), son una estrategia
utilizada para la produccién de celulasas que permite obtener
importantes concentraciones de enzimas con altas productividades
volumétricas; estos sistemas en general requieren una menor
inversion de capital y representan menos costos operativos que las
fermentaciones sumergidas ya que los sustratos utilizados muchas
veces son residuos agroindustriales (Brijwani, Oberoi y Vadlani,
2010; Castillo M., Cristancho y Arellano, 2006).

En este trabajo se implementé una fermentacion en estado
so6lido usando como sustrato cascarilla de arroz, un subproducto
con un contenido importante de celulosa y lignocelulosa, que
es desechado en grandes cantidades por diferentes industrias
agricolas lo que produce grandes acumulaciones y un latente
deterioro ambiental. Asi, el objetivo era evaluar la produccién de
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enzimas celuloliticas mediante el uso de cultivos puros y mixtos de
aislados nativos de T. reesei y A. fumigatus a través de este tipo de
fermentaciones con diferentes tiempos de incubacion.

2. Materiales y métodos.

Microorganismos.

Se utiliz6 un aislado nativo consistente con T. reesei donado por la
Unidad de Biotecnologia Agricola y Ambiental de la Corporacién
para Investigaciones Biologicas (CIB). Ademas, se obtuvo un
aislado nativo consistente con A. fumigatus a partir de la rizosfera
de un cerco vivo en un predio privado del corregimiento de

Santa Elena, Medellin, a 10 cm de profundidad, y se realizaron
diluciones seriadas en agua peptonada con Tween 80 (0,1%

v/v), que fueron sembradas en agar papa dextrosa (PDA). Los
cultivos fueron incubados a 25 °C y las colonias correspondientes
a hongos filamentosos fueron subcultivadas en PDA. Las
identidades de ambos hongos fueron confirmadas de acuerdo con
las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas observadas
después de 6 dias de incubacion (Barnett y Hunter, 1972; Salazar
y Rua, 2012). Ambos aislamientos fueron mantenidos en PDA a
temperatura ambiente hasta la realizacion de los ensayos y se
conservaron tanto en BHI con glicerol al 15 % v/v a -20 °C como en
agua destilada estéril a temperatura ambiente.

Actividad celulolitica en medio liquido.

Se cultivaron ambos hongos en un medio que contenia
carboximetilcelulosa (CMC) 10 g/L, (NH,),SO, 1,4 g/L, KH,PO, 2
g/L, CaCl, 0,3 g/L, MgSO0, 0,3 g/L, extracto de levadura 0,25 g/L,
peptona 0,75 g/L, y 1 mL/L de una solucién de minerales traza
compuesta por FeSO,.7H,0 10 mg/L, MnCl, 10 mg/L, y ZnSO,

10 mg/L. Los in6culos se prepararon en agua peptonada con
Tween 80 al 0,1 % v/v, a partir de cultivos en PDA con 7 dias de
incubacion hasta alcanzar una concentracién de 1x107 conidios/
mL. Los medios se inocularon con una proporcién del 5 % v/v de
suspension de conidias y se incubaron durante 48 horas a 150
rpm y 30 °C. Los cultivos se centrifugaron a 10.000 rpm durante
15 minutos a 4 °Cy 0,5 mL del sobrenadante se incubaron con
0,5 mL de una solucién de CMC (2% p/v) preparada en buffer
citrato (50 mM, pH 5,0) durante 1 hora a 37 °C. Los azucares

Revista EBLA | httpsy/doi.org/10.24050/reia.v20i40.1671



Marcela Mora-Lopez, Jessica Johanna Obando-Garcia, Elizabeth Ximena Castrillén-Duque y Victor Manuel Osorio-Echeverri

Universidad EIA / Rev.EIA.Univ.EIA

reductores liberados se cuantificaron utilizando el método del acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) usando como estandar una solucién de
glucosa (4 g/L) (Miller, 1959). La absorbancia se midié a 540 nm

en espectrofotometro visible (Nanocolor® VIS, Macherey-Nagel,
Diiren, Alemania).

Fermentacion en estado solido.

Se utilizé como sustrato cascarilla de arroz obtenida en un mercado
local, previamente secada a 60 °C durante 24 horas y fragmentada
mecanicamente hasta alcanzar un tamafio promedio de 2 mm. Se
depositaron 3 g de cascarilla en frascos de vidrio de boca ancha con
un volumen de 100 mL, se esterilizaciéon a 121 2C por 20 minutos

y posteriormente se secaron a 60 °C durante 4 horas. Los sustratos
estériles se inocularon hasta alcanzar una humedad del 80 % con
una suspension de conidios preparada con una concentraciéon de
1x107 conidios/mL en una solucién compuesta por extracto de
levadura 0,5 g/L, peptona 0,5 g/L, (NH4)ZSO4 0,1g/L, CaCl2 0,1

g/L, KH,PO, 0,02 g/L, K,HPO, 0,02 g/L. La concentracion total

del in6culo para los cultivos mixtos fue de 1x107 conidios/mL,
mezclando los conidios de cada hongo en proporcion 1:1. Los
cultivos se incubaron a temperatura ambiente (25 * 2 °C) en un
espacio con el 80 % de humedad relativa durante 8 y 15 dias.

Ensayos enzimaticos.

Se obtuvieron los extractos enzimaticos adicionando 20 mL de
buffer citrato (50 mM, pH 5,0) a los cultivos correspondientes a
cada tratamiento, agitandolos durante 1h a 150 rpm. Los extractos
se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 min a 4 °C, y la actividad
enzimatica se determin6 después de incubar el sobrenadante con
una soluciéon de CMC como se describe previamente.

EA (U/g)=RX*Ve/E*1/(0.18*t) (1)

Una unidad enzimatica se definié como la cantidad de enzima
requerida para liberar 1 umol de azucares reductores en 1 hora a 37
°C. Los resultados se calcularon utilizando la Ecuaciéon 1, donde E

es la masa de sustrato fermentado (g), EA es la actividad enzimatica
(U/g), RS es la concentraciéon de aztcares reductores liberados (mg/
mL), t es el tiempo de reaccién (h), y Ve es el volumen de extracto
(mL) (Sartori et al., 2015).
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Disenio experimental y andlisis estadistico.

Se sigui6 un disefio experimental completamente al azar con
arreglo factorial de dos variables: tipo de in6culo (cultivo puro de
cada microorganismo y cultivo mixto) y tiempo de fermentacion
(8 y 15 dias), cada uno con su respectivo control. Los tratamientos
se realizaron por triplicado. Se confirmé la normalidad y la
independencia de varianzas para los datos de actividad enzimatica
(U/g), y se implementd un andlisis de varianza factorial con p <
0,05 como criterio estadistico para revelar diferencias significativas
entre los factores, teniendo en cuenta una confianza de la prueba
del 95 %. Se realizd, ademas, una prueba de multiples rangos

de Tukey para identificar los tratamientos con mayor actividad
celulolitica. Todos los datos se analizaron mediante el software
estadistico IBM SPSS 25®.

3. Resultados y discusion.

Aislamiento y caracterizacion de microorganismos.

A partir de las muestras de suelo se recuper6 un aislado con
caracteristicas consistentes con la especie A. fumigatus. Las colonias
formadas por este hongo en PDA inicialmente presentaron una
apariencia algodonosa que después de tres dias de incubacion
se vuelve pulverulenta de color grisaceo. Ademas, los montajes
al microscopio permitieron observar hifas septadas hialinas,
estructuras reproductivas con conidiéforos cortos y vesiculas
terminales de forma cdnica con fidlides uniseriadas en los dos
tercios superiores de la vesicula, y conidias globosas de pared
rugosa que forman cadenas largas, lo que finalmente confirma la
identidad de este aislado (Salazar y Rua, 2012).

Por su parte, el cultivo de T. reesei present6 un crecimiento
micelial que cubre la superficie del medio PDA en 5 dias a
temperatura ambiente. Sus caracteristicas observadas, como las
colonias tempranas de color blanco con textura granular que
posteriormente se tornan verde oscuro, la presencia de dos o tres
anillos concéntricos en el micelio y la ausencia de color al reverso,
fueron consistentes con las reportadas en la literatura. Presenté
ademas hifas septadas, conidiéforos ramificados laterales
pareados, fidlides agrupadas con un cuello alargado de color
hialino y conidios globosos color verde claro y de bordes lisos
(Barnett y Hunter, 1972).

Revista EBLA | httpsy/doi.org/10.24050/reia.v20i40.1671



Marcela Mora-Lopez, Jessica Johanna Obando-Garcia, Elizabeth Ximena Castrillén-Duque y Victor Manuel Osorio-Echeverri

Universidad EIA / Rev.EIA.Univ.EIA

Ambos aislados fueron incluidos en la coleccién de
microorganismos M-UBCB de la Corporacion para Investigaciones
Biologicas - CIB, Medellin, Colombia, bajo el marco del permiso
para coleccidn de especimenes con fines de investigacion cientifica
no comercial No. 1467 de la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales con nimero de registro 16D4FDOE9C3.

Confirmacion de la actividad celulolitica.

Se verifico la produccién de enzimas celuloliticas para ambos
hongos de manera independiente usando medios de cultivo liquidos
con CMC como sustrato. Se obtuvieron en promedio 2,63y 2,34 g/L
de azucares reductores con los extractos obtenidos para T. reesei y
A. fumigatus, respectivamente. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Centeno y Pavone (2015) quienes, en medio liquido
con lodos papeleros como sustrato, alcanzaron entre 1,36y 3,0 g/L
de azucares reductores liberados. Asimismo, Ahamed y Vermette
(2008), optimizaron las condiciones de cultivo para la producciéon
de celulasas en biorreactor con T. reesei en medios liquidos con CMC
como principal sustrato y alcanzaron valores inferiores a 5 g/L de
azucares reductores después de 48 horas de incubacién a 30 °C.

Por otro lado, la produccion de celulasas por parte del género
Aspergillus ha sido estudiada principalmente para la especie A.
niger y poco reportada para A. fumigatus, no obstante, en este
estudio se confirmo la capacidad que tiene un aislado nativo de esta
ultima especie para producir enzimas celuloliticas a partir de CMC,
en concentraciones superiores a las reportadas por Gunam et al.
(2019) quienes al cultivar A. niger con paja de maiz como sustrato
lograron una actividad enzimatica equivalente a la liberacién de 1,1
g/L de azucares reductores después de 7 dias de cultivo.

Produccion de enzimas por fermentaciones en estado solido.

Ambos aislados cultivados de manera independiente en cascarilla
de arroz presentaron actividad celulolitica representada en la

liberacion de azucares reductores por hidrélisis de CMC. De igual
manera sucedié para los extractos obtenidos con el cultivo mixto,
tanto después de 8 dias como de 15 dias de incubacidén (Tabla 1).
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Tabla 1. Azucares reductores liberados y actividad enzimatica obtenida por

fermentacion en medio solido sobre cascarilla de arroz

3 Incubacion Azucares Actividad
Inéculo i . L.
(dias) liberados (g/L) enzimatica (U/g)

8 0,15+£0,10 553+3,82¢

T reesei
15 0,86 £ 0,06 31,90 +2,23°
8 0,22 £0,15 8,135,702

A. fumigatus
15 0,30 £ 0,07 11,14 £2,77*
8 0,31 +0,03 11,57 £0,99?
Mixto
15 0,93 £0,15 34,46 + 5,55°
Las letras indican diferencias significativas (p < 0.05) entre la actividad enzimatica

celulolitica. Fuente: Los autores.

El tiempo de incubacién, asi como el tipo de in6culo usado
tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre la actividad
celulolitica obtenida y, a pesar de que después de ocho dias de
incubacién no se encontraron diferencias en las actividades
enzimaticas para los tratamientos con los diferentes indculos,

a los 15 dias fueron mayores las actividades alcanzadas con el
cultivo puro de T. reesei y el cultivo mixto, aunque estas no fueron
significativamente diferentes (31,90 + 2,23y 34,46 + 5,55 U/g)
(Figura 1).
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Figura 1. Actividad celulolitica de extractos obtenidos por fermentacién en estado

sélido. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05).
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Fuente: Los autores.

Aunque la actividad enzimatica alcanzada después de 15 dias de
incubacién con T reesei en cultivo puro fue superior que la del
cultivo con A. fumigatus, 1a concentracion de azudcares liberados en
el estudio no se vio afectada al reducir a la mitad la concentracién
de conidias de T reesei en el indculo y, por el contrario, se percibe
un ligero incremento para el cultivo mixto lo que reflejaria

una accién conjunta entre las endoglucanasas producidas
principalmente por T. reesei y las b-glucosidasas por A. fumigatus.

Sumado a esto, el andlisis de varianza realizado demostré que
la interaccion entre los dos factores evaluados en este estudio
también tiene un efecto significativo sobre la producciéon de
celulasas lo que indica que las diferencias de actividad enzimatica
alcanzadas para los diferentes indculos dependen del tiempo de
incubacion (Figura 2). Asi, mientras que con 8 dias de cultivo
no hay diferencias para la actividad en cultivos puros y mixtos,
después de 15 de dias de incubacion si es significativamente
menor la actividad alcanzada por el cultivo con A. fumigatus.
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10

Figura 2. Grafico de interaccion para la actividad enzimatica segun el tipo de in6culo

y los dias de incubacién. Las barras de error indican la desviacidn estandar de cada
tratamiento.
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Al igual que en este trabajo, en algunos estudios se ha demostrado
la producciéon de enzimas celuloliticas por fermentaciones en
estado sélido usando diferentes hongos en cultivos mixtos. En ellos,
usualmente se propone utilizar el hongo T reesei, acompafnado de
alguna especie del género Aspergillus como A. niger, A. phoenicis

0 A. oryzae usando como sustratos cascarilla de soya, salvado

de trigo, bagazo de cafia, estiércol bovino, residuos de palma de
aceite, entre otros; no obstante, algunos de estos sustratos reciben
pretratamientos que permiten alcanzar un mejor aprovechamiento
del material lignocelulésico por parte de los microorganismos lo
que disminuye los tiempos de fermentacion requeridos y aumenta
las concentraciones de azucares liberados; esto explica en parte
que las actividades celuloliticas alcanzadas sean superiores en esos
trabajos a las de esta investigacion (Brijwani, Oberoi y Vadlani,
2010; Gutierrez-Correa et al., 1999; Gutierrez-Correa y Tengerdy,
1997; Manjarrés, Pifieros y Rodriguez-Sandoval, 2011; Wen, Liao y
Chen, 2005).

Otros estudios han reportado una producciéon de celulasas con
cascarilla de arroz como sustrato usando microorganismos como
T reesei, Rhizopus oryzae, A. niger, entre otros. Debido a que esta
cascarilla puede contener entre el 20 y 25 % de hemicelulosa y
lignina, la liberacion de azucares a partir de la celulosa es compleja
y por esto, en muchos de estos trabajos, la cascarilla de arroz es
previamente hidrolizada lo que permite alcanzar concentraciones
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de endoglucanasas hasta 5 veces mayores e incluso con tan solo 35
horas de cultivo (Bansal et al.,, 2012; Kupski et al., 2014; Ugheoke
y Mamat, 2012; Xing et al., 2012). A pesar de esto, los resultados
obtenidos en este trabajo fueron similares a los reportados por
Sun, Cheng y Lee (2008) quienes a los 12 dias logran la maxima
actividad celulolitica con cascarilla prehidrolizada, y mayores a los
reportados por Bansal et al. (2012) quienes usaron cascarilla de
arroz sin tratamientos previos (14,1 u/g).

Cabe anotar que la actividad celulolitica en los trabajos
reportados en la literatura se evaliia usando diferentes sustratos,
temperaturas, buffer y tiempos de incubacién. Ademas, la definicion
de actividad enzimatica ha sido arbitraria en estos estudios lo que
dificulta hacer comparaciones de los resultados obtenidos en este
trabajo. Aun asi, se resalta la obtencién de celulasas usando un
sustrato econdmico sin tratamientos previos, lo que representa una
posibilidad para la estandarizaciéon de un proceso que permita el
aprovechamiento de residuos agroindustriales para la obtencién de
enzimas flngicas y de azdcares fermentables.

4. Conclusion.

Los aislados de T reesei y A. fumigatus usados en este estudio
mostraron actividad celulolitica. Los extractos obtenidos por
fermentacion en estado s6lido usando como sustrato cascarilla de
arroz sin pretratamiento luego de 15 dias de incubacion, contenian
enzimas degradadoras de carboximetilcelulosa (CMCasas). La
produccién de estas enzimas por parte de T. reesei en cultivo puro
y por su cultivo mixto con A. fumigatus fue superior. La cascarilla
de arroz mostrd ser un sustrato potencial para la produccién

de enzimas celuloliticas, aunque se recomienda realizar un
pretratamiento que le permita a los hongos acceder mas facilmente
a la celulosa.
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