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La celulosa es la fuente de carbono organico renovable mas abundante en la naturaleza,
Su conversion a glucosa tiene numerosas aplicaciones en la industria quimica, de alimentos y
en la produccion de energia. Su hidrolisis puede ser por la via dcida 0 enzimatica: esta ultima
posce.entre otras, las ventajas de no corroer los equipos v no producir compuestos secundarios
Loxicos. Sin embargo, hasta ¢l presente ningln proceso significativo que utilice enzimas celu-
loliticas fue comercialmente explotado debido al alto costo de produccion de esas enzimas.

Diversos microorganismos producen celulosas, entre los cuales se incluven especies de
hongos actinomicetos v otras bacterias. Debe destacarse que solamente los hongos excretan
grandes cantidades de celulasas en su forma activa en ¢l medio de cultivo, mientras que las
celulasas bacterianas estan principalmente ligadas a la pared celular (Wood. 1985).

En la busqueda de¢ un hongo altamente productor de celulasas, ¢l Instituto de Genética
de la Escucla Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidad de Sao Paulo - ESALQ/
USP. ha desarrollado las siguientes actividades: aislamiento, caracterizacion biologica v estu-
dios gencticos que tienen como fin el mejoramiento de hongos celuloliticos. De esta forma, el
objetivo de este trabajo es la divulgacion de las lineas de investigacion que se realizan en esta
darea por el Instituto.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOLOGICA DE HONGOS
CELULOLITICOS

El primer paso en la produccion de cnzimas microbianas comerciales es la seleccion de
un microorganismo, que cuando crezea en cultivo puro. produzea la enzima deseada ¢n gran
cantidad. EI proceso de seleccion consiste en la seleccion de cultivos originales para produc-
cion de enzima y ¢n la de obtencr nuevas cepas de mayor potencial de produccion. Un gran
numero de especies de microorganismos son celuloliticos, pero pocos son buenos producto-
res. Brasil, pais esencialmente tropical, presenta condiciones ideales para la busqueda de nue-
vos microorganismos degradadores de material celulosico. Con esta linalidad fueron aislados
microorganismos contaminantes de la industria del papel. de compuesto y del tracto digestivo
de insectos xilofagos. El material aislado fue transferido para el medio modificado, de Aaron-
son (1970), especifico para hongos celuloliticos.

Para la caracterizacion biologica de estos cultivos aislados, fueron aplicados los siguien-
tes criterios: 1) crecimiento y produceion de enzima ¢n un periodo de tiempo relativamente
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corto; 2) utilizacion de medios de cultivo simples conteniendo como unica fuente de carbono
celulosa sin pretratamiento quimico, asi como celulosa acida (Tansey, 1971). para la evalua-
cion de la capacidad celulolitica; 3) estudio del crecimiento en un amplio margen de tempera-
tura, en funcion de posibles diferentes usos de esa cepa (sacarificacion y/o fermentacion): 4) el
microorganismo no debe ser patégeno, y principalmente debe ser genéticamente estable, de
preferencia con conidios uninucleados.

Después de aislados y caracterizados, los hongos mas promisorios son evaluados en
cuanto a su produccion de enzimas celuloliticas a través de dosajes bioquimicas, utilizando la
cepa de Trichoderma reesei QM 9414 como testigo.

Aspergillus niger NRRL-337

Segun Lutzen er al. (1983), el sistema celulolitico de Trichoderma reesei no es unico; com-
plejos celuloliticos mas eficientes pueden ser producidos a partir de diferentes especies de
Aspergillus. El objetivo de esta linea de investigacion es la obtencion de mutantes de Aspergi-
Hus niger NRRL-337 con mayor produccion de celulasas. Para esto se realizaron tratamientos
con agenles mutagénicos tales como el dietilsulfato, dcido nitroso, luz ultravioleta y radiacion
y. Después del tratamiento, los conidios son sembrados en medio completo(Pontecorvo er al.,
1953) e incubados durante 72 horas a 28 °C. La seleccion es hecha por transferencia de estas
colonias para un medio solido con celulosa dcida (Tansey, 1971; Goldman y Azevedo, 1987)
como lnica fuente de carbono, mds desoxicolato de sodio (0,08%) como reductor de colonta.
Las placas son incubadas durante 5 diasa 28 "C. Después de la incubacion, se aplica un choque
térmico a 50 "C durante 16 horas (Montenecourt y Eveleigh, 1977). El criterio de seleccion se
basa en el tamano del drea del halo de degradacion de la celulosa de las colonias mutantes en
comparacion con las del tipo salvaje (Montenecourt y Eveleigh, 1977).

Humicola sp.

El hongo filamentoso Humicola sp. fuc aislado de un compuesto. Este hongo es termo-
filico, de crecimiento réapido y un buen productor de celulasas, principalmente B-glucosidasa.
Estas propiedades incentivaron estudios genéticos con el ohjetivo de mejorar sus caracteristi-
cas de interés industrial. El hecho de serun hongo con conidios multinucleados, con hifas sep-
tadas multinucleadas y de no presentar reproduccion sexuada, hicieron pensar en la obtencion
y fusion de protoplastos con el método de mejoramiento mas adecuado para este hongo. Para
que un programa de mejoramiento genético especifico para €l pudicra ser desarrollado, varios
aspectos fueron estudiados, incluyendo la obtencion de un medio solido de cultivo que permi-
tiese la seleccion de mutantes con alta produccion de celulasas, y la obtencion y regeneracion
de protoplastos, estudiandose también aspectos citogenéticos de los mismos, determinacion
de un tiempo ideal de tratamiento enzimdtico del micelio para la obtencion de protoplastos
uninucleados, v la obtencion de marcas genélticas para deficiencias nutricionales v de resisten-
cia. Estos estudios basicos permitieron el desarrollo de un programa de seleccion de variantes
de este hongo, para mayor produccion de celulasas que permitirdn, en el futuro, a través de la
fusion de protoplastos, la union de caracteristicas de interés industrial de variantes diferentes
en un unico individuo
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