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Abstract

Cellulase production by the fungus Trichoderma reeseiRut C-30 (ATCC 56765) at initial pH 4.8, with
different cellulosic substrates (rice straw, cellulose as the only carbon source, and a mixture of commer-
cial cellulose and hemicellulose), was investigated. Previously, growth and sporulation of the fungus on
potato agar plates with different glucose concentrations, and different variations of the Mandels and
Weber’s mineral solution (1969) for the germination and development of conidiospores of T. reesei, were
studied. Fermentations were carried out in duplicate, in 250 mL Erlenmeyer flasks with 60 mL of mineral
solution, 1% w/v substrate, 29°C and agitation at 200 rpm for 120 h, and in a 5L Bioflo III fermentor with
rice straw as the substrate, under controlled temperature (29°C), agitation (150 rpm) and aeration (20%
saturation) conditions. The chemical nature of the rice straw (6.75% protein) and the commercial sub-
strates (0% protein, control substrate) used in the fermentations played a major role in the final pH. How-
ever, the difference between the pH values reached at the end of the fermentations (between 3.28 and
6.38), did not greatly affect the growth and cellulase production by the fungus in spite of the fact that the
growth was much greater with the commercial substrates. The cellulase production was higher in the fer-
mentations with the commercial mixture (0.62 IU/mL), followed by those with amorphous cellulose as the
only carbon source (0.57 IU/mL) and rice straw (0.51 IU/mL). Cellulase production in the fermentor (0.38
IU/mL) was lower than that found in the flasks study.
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Produccion de celulasas por Trichoderma reesei
Rut C-30 en diferentes substratos celulosicos

Resumen

Se evalu6 la produccion de celulasas del Trichoderma reesei Rut C-30 (ATCC 56765) por fermenta-
cion sumergida con diferentes substratos celuldsicos (paja de arroz, celulosa como unica fuente de carbo-
no y una mezcla de celulosa y hemicelulosa comerciales). Previamente se estudio el crecimiento y la espo-
rulacion del hongo en placas de agar papa con diferentes concentraciones de glucosay diferentes variacio-
nes de la solucion mineral de Mandels y Weber (1969) para lograr la germinacion y desarrollo de las coni-
diosporas de T. reesei. Las fermentaciones se realizaron por duplicado en erlenmeyers de 250 mL con 60
mL de solucion mineral al 1% p/v de concentracion de substrato, 29°Cy agitacion de 200 rpm por 120 h, y
en un fermentador de 5L Modelo Bioflo III con paja de arroz como substrato, bajo condiciones controladas
de temperatura (29°C), agitacion (150 rpm) y oxigenacion (20% de saturacion). La naturaleza quimica de
la paja de arroz (6,75% de proteinas) y de los substratos comerciales (0% de proteinas; control) empleados
en las fermentaciones, jugaron un papel importante en el pH final desarrollado durante las fermentacio-
nes. Sin embargo, la diferencia de los valores finales de pH (3,31 promedio para los substratos comerciales
y 6,38 para la paja de arroz), no condicion6 grandemente el crecimiento y la produccion de celulasas, a pe-
sar que el crecimiento fue mucho mejor en los substratos comerciales. La produccion de celulasas fue ma-
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yor en las fermentaciones con la mezcla comercial (0,62 Ul/mL), seguido por la celulosa amorfa como tni-
ca fuente de carbono (0,57 Ul/mL) y por la paja de arroz (0,51 Ul/mL). La produccién de celulasas en el
fermentador (0,38 Ul/mL) fue menor a la encontrada en el estudio en erlenmeyers.

Palabras clave: Celulasas, Trichoderma reesei Rut C-30, paja de arroz.

Introduccion

La produccién rentable de azucares fer-
mentables como la glucosa a partir de desechos
agroindustriales, depende de diferentes factores,
tales como la disponibilidad de sustratos a bajo
costo, produccion de enzimas de elevada activi-
dad enzimatica y larga vida util, asi como la dis-
posicion de pretratamientos efectivos para au-
mentar la susceptibilidad de diferentes sustratos
lignocelulésicos a la hidroélisis enzimatica, de tal
manera que se obtengan altos rendimientos con
bajas dosis de enzimas.

La paja de arroz es el tercer desecho agrico-
la mas abundante de Venezuela y seguira au-
mentando su disponibilidad ya que la produc-
cion de arroz se ha convertido recientemente en
una de las prioridades nacionales. Se ha utiliza-
do paja de arroz como sustrato para producir xi-
lanasas de Trichoderma reesei Rut C-30 (ATCC
56765), obteniéndose actividades de 122 Ul/mL
[1], como para producir azucares, obteniéndose
conversiones entre 45% y 67% [2,3]. La produc-
cion de azucares depende de la accion conjunta
de celulasas y xilanasas. Aunque T. reesei
QM9414 ha demostrado ser un excelente pro-
ductor de celulasas [4], su produccion de xilana-
sas es muy baja (10 UIl/mL-30 UI/mL). Por lo
tanto, como la seleccion légica para la produc-
cion de xilanasas es T. reesei Rut C-30, en este
trabajo se explora la posibilidad de utilizarlo con
el mismo sustrato (paja de arroz) como productor
de celulasas, y se discuten las condiciones que
estimulan dicha produccion y la magnitud de
ésta.

Materiales y Métodos

Substratos celulésicos

La paja de arroz se obtuvo poscosecha de
los granos en el Distrito Mara, Estado Zulia, Ve-
nezuela. Se sec6 a una temperatura de 60°C por
48h y se redujo a un tamano de particula de
1mm, se guardo6 en bolsas plasticas herméticas y
se congelo hasta su posterior uso. Como substra-

tos comerciales se emplearon Solka Floc (Solka
Floc 40 FCC, International Fiber Corporation,
North Tonawanda, NY) como tnica fuente de car-
bono y una mezcla de 72,4% Solka Floc y 27,6%
de xilanos de residuos de avena (SIGMA; St.
Louis, USA), ambos en proporcion equivalente al
contenido de celulosa y hemicelulosa de la paja
de arroz [1]. La composicion quimica de la paja de
arroz utilizada es 6,75% proteina, 37,69% celulo-
sa, 14,37% hemicelulosa y 5,89% lignina [5].

Microorganismo

En este estudio se empleo la cepa del hongo
celulolitico Trichoderma reesei Rut C-30 ATCC
56765. Se cultivé en frascos de dilucién con agar
papaal 1% de glucosa e incubado a una tempera-
tura de 25°C por un periodo de tiempo de 5 dias a
7 dias. La suspension de esporas se obtuvo a par-
tir de los mismos adicionando de 10 mL a 15 mL
de solucion mineral de Mandels y Weber [6] y se
almaceno en fiolas de 250 mL a 4°C. La concen-
tracion de esporas se estandarizo con la ayuda de
la camara de Neubauer [7].

Fermentaciones

Las fermentaciones se realizaron en multi-
ples fiolas (18 por substrato) de 250 mL con 60
mL de solucion mineral de Mandels y Weber [6] al
1% (p/v) de sélidos, pH inicial 4,8, 29°C y agita-
cion de 200 rpm por 120 h. Las mismas se lleva-
ron a cabo en un incubador orbital Innova 4300
(New Brunswick Scientific; Edison, NJ). El pH
inicial del medio se ajust6 antes y después de la
esterilizacion con HC10,1Ny NaOH 0,1Ny el titu-
lo del in6culo para todas la fermentaciones fue de
1x10° conidiosporas/mL.

Los experimentos realizados en el fermen-
tador de 5L modelo Bioflo III (New Brunswick
Scientific; Edison, NJ) se llevaron a cabo unica-
mente con paja de arroz, por ser el substrato ob-
jeto del estudio, bajo las siguientes condiciones:
4L de solucion mineral de Mandels y Weber [6],
pHinicial 4,8, 29°C, aereacion de 0,5 vvin y agita-
cion de 150 rpm por 120h. La concentracion de
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oxigeno disuelto del medio fue controlado auto-
maticamente por agitacion al 20% de saturacion.
Como agente antiespumante se emplearon 10
ppm de Antifoam A (SIGMA; St. Louis, USA).

Los monitoreos se realizaron cada 24h, to-
mandose un par de fiolas al azar para los estu-
dios en fiolas y alicuotas de 120mL-130mL en el
fermentador. Los sélidos se separaron del liquido
por centrifugacion a 12.000g por 30 min a 4°C. Al
sobrenadante se le realizaron los respectivos
analisis de pH, actividad celulolitica [8] y protei-
na soluble [9], por triplicado.

Se utilizo6 el programa STATISTIX [10] para
realizar un analisis de varianza a los resultados
experimentales y se utiliz6 la comparacion mul-
tiple de Duncan para detectar diferencias signi-
ficativas entre los valores de la actividad de la ce-
lulasa y pH para cada substrato durante los di-
ferentes tiempos de muestreo en las fermenta-
ciones.

Resultados y Discusion

Establecimiento de las condiciones
de crecimiento, esporulaciéon y
germinacién de T. reesei Rut C-30

En este estudio el hongo T. reesei Rut C-30,
fue cultivado en las condiciones establecidas
para la cepa celulolitica QM 9414 de la misma es-
pecie, las cuales fueron desarrolladas previa-
mente en nuestro laboratorio para la produccion
de celulasas [7]. Sin embargo, éstas no fueron
adecuadas para este microorganismo, por lo que
fue necesario realizar una serie de ensayos en
agar papa con diferentes concentraciones de glu-
cosa para obtener las mejores condiciones de cre-

cimiento y esporulacion del mismo. En la Tabla 1
se muestran los resultados obtenidos con res-
pecto al crecimiento. Como se puede observar, de
los cuatro medios evaluados (0,25%; 0,50%;
1,0% y 1,5% de glucosa), el 3 y el 4 fueron aqué-
llos en los cuales se observé mayor crecimiento
debido a la mayor concentracion de glucosa (1%y
1,5%, respectivamente), pero fue en el medio nu-
mero 3 donde se observé una mayor y mas tem-
prana esporulacion, alcanzando a cubrir toda la
superficie de la placa de agar entre los 5 diasy 7
dias. Este resultado puede estar asociado a un
agotamiento mas rapido de la fuente de carbono
(glucosa) en el medio 3.

Para las fermentaciones, las conidiosporas
que se emplearian como inéculo en las mismas
fueron cultivadas inicialmente en las mismas
condiciones preestablecidas para T. reesei QM
9414 por Zabalay col. [7], y al igual que en el caso
anterior, la germinacion y desarrollo de las coni-
diosporas de T. reesei Rut C-30 no fueron ade-
cuadas. En la Tabla 2 se lista un resumen de los
diferentes ensayos que se realizaron, las condi-
ciones y el tiempo de duracion de los mismos, asi
como la composicion de cada uno de los medios
utilizados.

La Tabla 2 muestra que la composicion del
medio junto con la agitacion jugaron un papel
importante en la germinacion y desarrollo de las
esporas de T. reesei Rut C-30, puesto que una
baja intensidad de agitacion (100 rpm) y una con-
centracion de glucosa de 0,25%, impidieron la
germinacion y desarrollo de las conidiosporas. A
150 rpm, las conidiosporas experimentaron un
incremento en su tamano (30 a 40% del tamano
original) y se detecté la presencia de los puntos de
germinacion en la totalidad de las mismas, sin

Tabla 1
Crecimiento y esporulacion de T. reesei Rut C-30 (ATCC 56765) en Agar papa dextrosa
con diferentes concentraciones de glucosa

Medio de cultivo

Concentracion de

Crecimiento/Esporulacion

Glucosa (%) (5-7 dias)
1 0,25 +/+
2 0,50 ++/+
3 1,00 +++/+++
4 1,50 /4

Magnitud de crecimiento y esporulacion de T. reesei Rut C-30. +: bajo; ++: medio; +++: alto.
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embargo, no se dio el desarrollo del micelio. Un
incremento de la intensidad de agitacion hasta
200 rpm aumenté mucho mas el tamano de las
conidiosporas (dos veces del original y adoptando
una forma esférica), pero tampoco fue suficiente
para generar el desarrollo del micelio en las 48h
de fermentacién. De los medios empleados, el M3
fue seleccionado para un estudio adicional en el
cual se modifico la concentracion de glucosa del
medio elevandola hasta 0,5 % (M3m). Los resul-
tados fueron sorprendentes, ya que las conidios-
poras germinaron entre las primeras 7hy 10h del
proceso y mantuvieron un desarrollo continuo
del micelio (observaciéon al microscopio) hasta
después de las 96h. Se seleccionoé el medio de
cultivo M3 en vez del M2 para la modificacién,
puesto que contenia celulosa amorfa como fuen-
te adicional de carbono y porque ademas podria
servir como substrato inductor para el sistema
celulasico [11]. Esta induccion es indirecta ya

que la celulosa presente, especialmente la amor-
fa, forma celobiosa y otros celooligosacaridos (los
inductores reales) en baja concentracion por la
accion de celulasas constitutivas, principalmen-
te celobiohidrolasas [12]. Se ha demostrado que
la celobiosa producida es asimilada por el hongo,
iniciandose el proceso con la enzima f-diglucési-
do permeasa [13].

Produccion de enzimas

El perfil de produccion de enzimas celuloli-
ticas con diferentes substratos celuldsicos y lig-
nocelulésicos se muestra en la Figura 1. En ésta
se puede apreciar cémo la produccion de enzimas
se hace evidente a partir de las 48h de fermenta-
cion en todos los substratos utilizados, coinci-
diendo con lo reportado por otros investigadores
con T. reeseiQM 9414 [14,15], T. viride [16] y con
T. reesei Rut C-30 [17]. Igualmente se puede ob-

Tabla 2
Germinacion y desarrollo de las conidiosporas de T. reesei Rut C-30 en diferentes medios
de cultivo e intensidades de agitacion

Medio Agitacion (rpm) Germinacion/Desarrollo
C, M1, M2, M3 100 -/-
C, M1, M2, M3 150 +/-
200 +/-
M3m 200 +/+

Todos los medios fueron preparados en soluciéon mineral de Mandels y Weber (1969) y se incubaron a 29°C por 48 h,
realizandose monitoreos cada 12h. C: medio mineral control. M1: SF (1%), P (0,1%). M2: Gluc. (0,25%), P(0,1%). M3: SF
(1%), P (0,1%), Gluc (0,25%). M3m: SF (1%), P (0,1%), Gluc (0,5%). SF: Solka Floc; P: peptona; Gluc: glucosa.

0,8

0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2 1
0,1 1

0 & T

UI/mL

0 24

48

T T

72 96 120

Tiempo (h)

—@— Paja de Arroz —{1— Celulosa y hemicelulosa comerciales —&— Celulosa comercial

Figura 1. Produccion de celulasas con diferentes substratos celulésicos por T. reesei Rut C-30.
Estudio en fiolas.
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servar que el mejor substrato para la produccion
de enzimas al final de la fermentacion correspon-
de a la mezcla de celulosa y hemicelulosa comer-
cial con 0,62 Ul/mL, seguido por las fermenta-
ciones con celulosa como unica fuente de carbo-
no (0,57 Ul/mlL) y paja de arroz (0,51 Ul/mL). Los
valores obtenidos a las 120h, para todas las fer-
mentaciones mostraron diferencias significati-
vas (P<0,05) entre los diferentes substratos.

En la Figura 1, también se observa que la
produccion de celulasas en los cultivos con paja
de arroz fue comparable a los cultivos comercia-
les durante las primeras 72 h de la fermentacion,
sin embargo, a partir de este momento la veloci-
dad de produccion de enzimas disminuye (96h)
para los cultivos con paja de arroz y con la mezcla
de celulosa y hemicelulosa comercial. La obser-
vacion al microscopio revel6 un abundante creci-
miento para los cultivos comerciales con pocas
rupturas en el micelio del hongo, la cual solo co-
menzo a observarse al final del proceso fermenta-
tivo (120 h), mientras que el deterioro del micelio
en los cultivos con paja de arroz se inicio6 a las 96
h, lo cual pudiera explicar la diferencia en los ti-
tulos de enzimas.

Se ha reportado que la produccion de celu-
lasas por T. reeseies favorable a pH igual o menor
de 4,80 [18] pero no siempre es asi [15]. En este
trabajo la diferencia en los valores de pH observa-
dos (Figura 2) aparentemente no afecté de mane-
ra significativa la produccion de celulasas, ya que
éstas se siguieron produciendo dentro de un ran-
go bastante amplio de pH (3,28-6,38).

En este estudio la naturaleza quimica y la
pureza de los substratos empleados para la pro-
duccién de celulasas tuvo un efecto determinan-
te sobre los valores de pH obtenidos en las fer-
mentaciones, puesto que en los cultivos comer-
ciales bajo el pH mientras que para los cultivos
con paja de arroz se desarrollé de manera opues-
ta. La paja de arroz a diferencia de los substratos
comerciales, contiene un 6,75% de proteinas las
cuales pudieron ser solubilizadas parcialmente
al medio durante la fermentacion, por un efecto
conjunto entre la agitacion y la accion de las celu-
lasas y xilanasas sobre la matriz de la fibra ligno-
celuldsica que al disminuir su complejidad facili-
ta su disolucion en el medio. La hidrolisis de es-
tas proteinas por proteasas en este tipo de culti-
vos resulta en un incremento del pH [19], 1o cual
se ha asociado a la exposicion de los grupos ami-
no de los aminoacidos al medio, los cuales se pro-
tonan rapidamente. La degradacion de la urea
también aporta iones amonio al medio, pero su
efecto es minimo ya que ésta es generalmente
consumida durante las primeras 8h de la fer-
mentacion con un ligero incremento del pH [7], el
cual no fue detectado en este trabajo por los in-
tervalos de tiempo usados en los muestreos (cada
24h). Por otro lado, la disminucion del pH en las
fermentaciones con substratos comerciales no
esta dada por la produccion de acidos organicos
como resultado del metabolismo de los azucares
durante la fermentacion, sino, que es causada
por el consumo de NH,* del medio (a partir de
(NH,),SO,) que al ser incorporado a la célula libe-

pH
N

0 T T
0 24 48

72 96 120

Tiempo (h)

—&— Paja de Arroz —O— Celulosa y hemicelulosa comerciales —&— Celulosa comercial

Figura 2. Comportamiento del pH durante las fermentaciones con T. reesei Rut C-30 en diferentes
sustratos celuldsicos. Estudio en fiolas.
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ra un protén (H*) al medio produciendo la dismi-
nucion del pH.

Estudios realizados sobre la produccion de
xilanasas por T. reesei Rut C-30 ATCC 56765 [1]
en paja de arroz, evidenciaron una mejor produc-
cion de estas enzimas cuando el pH se desarrollo
entre los valores de 6,0 y 7,0, mientras que cuan-
do se desarrollo por debajo de 4,8, ésta se vio dis-
minuida en un 78%. Segun los resultados obteni-
dos en este estudio y los de Colina y col. [1], el fu-
turo empleo de la paja de arroz como substrato
para la produccion simultanea de xilanasasy ce-
lulasas, favoreceria mas a la primera debido a las
condiciones de pH que se desarrollan durante el
proceso (6,0-7,0), sin embargo, los niveles de ce-
lulasas obtenidos en este estudio, que represen-
tan cerca de un 40% de los valores maximos re-
portados en la literatura, pudieran facilmente
suplir parcialmente los requerimientos de estas
enzimas dentro de un proceso de sacarificacion
enzimatica de substratos lignocelulésicos, im-
pactando considerablemente en los costos del
proceso.

Los resultados obtenidos en este estudio
con paja de arroz son superiores a los obtenidos
por otros investigadores [20] con las cepas de Tri-
choderma reesei QM6a y T. hamatum TBU F-105
(ambos 0,3 Ul/mL) cuando fueron cultivados en
madera de alamo; también fueron superiores a
los reportados por Gomes y col. [16] con T. viride
en paja de trigo y a los obtenidos por Olsson y col.
[21] con T. reesei Rut C-30 cuando utilizaron la
pulpa de remolacha azucarera con dos pretrata-
mientos distintos (0,09 Ul/mL y 0,07 Ul/mL) y

son comparables con la actividad obtenida cuan-
do se mezclé la pulpa de remolacha azucarera
con celulosa comercial (actividad maxima 0,45
Ul/mL) [21]. Sin embargo, fueron inferiores a los
reportados para T. reesei Rut C-30 que produjo
1,3 UI/mL en madera de alamo [19] y en madera
tratada con explosion con vapor con el mismo mi-
croorganismo [22].

Un aspecto importante en esta investiga-
cion es el hecho de que el hongo Trichoderma ree-
sei Rut C-30 (ATCC 56765) cuando se cultivo en
paja de arroz fue capaz de producir enzimas celu-
loliticas a pesar de que creci6 en un medio con
proteinas, las cuales le proporcionaban una
fuente de C:N de facil asimilacion, siendo éste el
primer trabajo que reporta este comportamiento.

La produccion de celulasas en el fermenta-
dor (Figura 3), al igual que en el estudio en fiolas,
fue creciente durante toda la fermentacién con
una produccion final de 0,38 Ul/mL (pHj,.:
6,27). Sin embargo, los titulos de enzimas alcan-
zados en el fermentador fueron inferiores en todo
momento a los obtenidos en el estudio en fiolas
(0,51 UI/mL; pHy,.;: 6,38). Aunque no se aprecia
una razon clara para ésto, puesto que el creci-
miento del hongo en el fermentador fue conside-
rablemente mejor incluso hasta las 96 h (obser-
vacién al microscopio), este resultado en particu-
lar podria estar asociado al efecto desnaturali-
zante de la agitacion sobre las enzimas [23] o a las
condiciones del escalamiento a 4 L. Si bien la agi-
tacion en el fermentador fue ajustada 50 rpm me-
nos que en el estudio en fiolas, la agitacion orbital
como tal, no tiene un efecto mecanico directo en

pH

0,6
B
0,5 ././7
0,4
—
E 0,3
o
=)
0,2
0,1
(O T
0 24 48

72 96 120

Tiempo (h)

—&— Act. Enz. Fiola —&— Act. Enz. Ferm. —#— pH Fiolas —%— pH Ferm.

Figura 3. Comportamiento del pH y produccion de celulasas por T. reesei Rut C-30 en paja de arroz.
Estudio en el fermentador.
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la columna de liquido (medio mineral, substrato,
hongo y enzimas, entre otros), como las tendrian
las dos propelas que posee el fermentador, sobre
las enzimas. En este trabajo, durante el escala-
miento se obtuvo una disminucion del 25% en la
actividad enzimatica con respecto al estudio en
fiolas, lo cual se ha reportado en varios trabajos.
Gomes y col. [16], trabajando con T. viride en un
fermentador de 5L modelo Biostat-V encontré
una disminucioén del 19% en la actividad de la
pB-glucosidasa, como consecuencia del escala-
miento y Knapp y Legg [24] observaron variacio-
nes entre el 41% y 49% menos de la actividad ini-
cial de las celulasas empleando paja de trigo y
Solka Floc con T. reesei QM 9123.

Conclusiones

Este trabajo demuestra que el Trichoderma
reesei Rut C-30 puede ser utilizado para la pro-
duccion de celulasas con paja de arroz como sub-
strato, aunque se desarrolla un pH relativamente
elevado durante la fermentacion. Este factor ga-
rantizaria también una alta producciéon de xila-
nasas, de tal manera que el mismo microorganis-
mo podria ser utilizado para la produccion de ce-
lulasas y xilanasas en las mismas condiciones de
fermentacion.
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