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RESUMEN

Las enzimas comerciales necesarias en procesos de producción de bioetanol celulósico y
enriquecimiento de forrajes, son excesivamente caras. La mayoría provienen de mutan-
tes de Trichoderma reesei de baja actividad β-glucosidasa, con la velocidad y extensión
de la hidrólisis reducida, y débil acción sobre la celulosa cristalina. A partir de bagazo,
se aislaron varios hongos filamentosos con capacidad de degradación de la celulosa cris-
talina, para ello se diseñó un medio selectivo de celulosa agar. Del total de aislados, solo
9 microorganismos mostraron un halo definido de degradación de celulosa. Se determi-
nó el coeficiente de degradación de celulosa cristalina a través de la medición del halo
formado por las colonias, y se pre-seleccionaron 5 aislados. Posteriormente, se eligieron
los tres mejores productores del complejo celulasa (6, 13 y 21) mediante una fermenta-
ción sumergida por determinación de la actividad sobre papel de filtro. Se realizó una
fermentación en estado sólido sobre bagazo pretratado para aumentar la actividad celu-
lasa. Se estudió la estabilidad relativa de los extractos enzimáticos y se realizó una
caracterización parcial de los mismos. Estos presentaron poca estabilidad relativa des-
pués de 48 horas, luego de un prensado simple. El mejor rango de pH de hidrólisis estu-
vo entre 5,5 y 6,2 y presentaron actividad enzimática a una temperatura de 40 ºC.

Palabras clave: celulasas, hongos celulolíticos, celulosa cristalina, bagazo de caña.

ABSTRACT

Comercial enzymes for cellulosic bioethanol production and forage enrichment are very
expensive. Most of them come from Trichoderma reesei mutants with low β-glucosidase
activity with a reduced hydrolysis velocity and extention, and a weak action over crysta-



INTRODUCCIÓN

La celulosa es el carbohidrato más abun-
dante en la biomasa vegetal (1), forma el 40-
60 % de la pared celular de las plantas (2).
La celulosa en su forma nativa consiste en
una cadena lineal de unidades de glucosa
con enlaces glicosídicos β- 1,4 (3). Por lo
que constituye una abundante fuente de
carbono limitada a los microorganismos
capaces de hidrolizar este enlace, a expen-
sas de un complejo sistema de enzimas
denominadas celulasas o celulolíticas. 

La susceptibilidad de la celulosa a la
hidrólisis enzimática está afectada por la
estructura natural de los materiales celuló-
sicos, la celulosa está asociada a lignina y
hemicelulosas, con una conformación capi-
lar, un orden molecular variable y fuerte
cristalinidad. Por ello, se considera el pre-
tratamiento de los sustratos  lignocelulósi-
cos como un paso necesario para una hidró-
lisis enzimática óptima, por un aumento de
la accesibilidad a la celulosa (4). 

Cada complejo celulasa está compuesto
por una variedad de enzimas con diferentes
especificidades y modos de acción, que
actúan en sinergismo para degradar la celu-
losa (5). Las enzimas del complejo celulasa
han sido agrupadas en tres componentes
principales. Las endo-β-glucanasa o 1,4-β-
D-glucan glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4)
que hidrolizan aleatoriamente los enlaces
β-glucosídicos en el interior de las molécu-
las de celulosa, con una rápida disminución
del largo de las cadenas y un lento incre-
mento en los grupos reductores. Como com-

plemento, las exo-β-glucanasas o 1,4-β-D
glucan celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) ata-
can los extremos terminales no reductores
de la celulosa previamente fragmentada,
liberando subunidades de celobiosa. Esta
es escindida por las β-glucosidasas o celo-
biasas (EC 3.2.1.21) en dos moléculas de
glucosa libre (3, 5). 

Las celulasas son sintetizadas por una
gran variedad de bacterias (6) y hongos (7,
8), pero relativamente pocos microorganis-
mos pueden producir las enzimas necesa-
rias para degradar la celulosa cristalina (9).
Los hongos filamentosos son responsables
de la mayor celulosis en la naturaleza, por
la eficiencia y diversidad de sus sistemas
celulolíticos, y sus ventajas adaptativas
(10). Las especies de hongos celulolíticos
más estudiados, pertenecen al género
Trichoderma, considerado uno de los mejo-
res productores de enzimas, aunque espe-
cies de Aspergillus (11), Cladosporium (12),
Fusarium (13), Penicillium (14), Neurospara
crasa (15), entre otras, son buenas produc-
toras de celulasas.

La mayoría de los estudios concernientes
a la naturaleza, modo de acción y aspectos
generales de las celulasas han sido realizados
usando el hongo Trichoderma reesei (viridae)
como modelo de mejor productor (16-18).
Sin embargo, la búsqueda  de una eficiente y
posiblemente mejor fuente de celulasa conti-
núa debido a la baja  actividad β-glucosidasa
en T. reesei, limitante de la velocidad y exten-
sión de la hidrólisis, por lo que algunos
investigadores han orientado sus estudios al
uso de cultivos mixtos (19, 20). 
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lline cellulose. Several filamentous fungi with crystalline cellulose degradation ability
were isolated from bagasse, for this purpose a cellulose agar selective medium was desig-
ned. Only 9 microorganisms showed a defined degradation halo and only 5 isolates were
pre-selected for further characterization. After batch fermentation, three better cellulose
complexes (6, 13, 21) were selected by filter paper activity determination. Solid state fer-
mentation was carried out in order to increase cellulase activity. Relative stability of the
enzymatic extracts was studied and their partial characterization was done. Extracts sho-
wed a poor relative stability after 48 hours after a single pressing process. The best pH
range, for this study, was between 5,5 and 6,2 and a good enzymatic activity at 40 ºC was
observed. 

Keywords: cellulase, cellulolitic fungi, crystalline cellulose, sugarcane bagasse.



Es importante encontrar nuevas especies
de microorganismos celulolíticos altamente
productores, ya que no todos los aislados
producen enzimas extracelulares que degra-
dan in vitro la celulosa insoluble. Por ello, es
necesario buscar nuevos productores acti-
vos de celulasas en ambientes naturales, y
mejorar la producción de enzimas por opti-
mización de las condiciones de cultivo y
mutagénesis (21).

Esto permitirá contar con una fuente
disponible de enzimas celulolíticas, como
alternativa a las comerciales, extremada-
mente caras, para ser utilizadas en la
hidrólisis y sacarificación de residuos lig-
nocelulósicos. Los azúcares liberados del
proceso pueden ser usados en varios pro-
pósitos, como el incremento de azúcares
asimilables en los forrajes y la producción
de etanol (22, 23).

MATERIALES Y MÉTODOS

Procesamiento de las muestras
Las muestras se colectaron a partir de

bagazo, papel y corteza de árbol, con indi-
cios de degradación. Se utilizó una pinza
estéril para extraer aproximadamente
10 gramos por muestra de bagazo a 25 cm
de profundidad. Las muestras de papel y
corteza se extrajeron con pinzas estériles y
se trituraron en un mortero.
Posteriormente se sumergieron en frascos
estériles con 50 mL de agua con Tween 80
al 0,1%, los que se sometieron a una agita-
ción de 200 r.p.m. durante 15 minutos a 30
ºC, para desprender las esporas y los frag-
mentos de hifa.

Aislamiento de hongos degradadores de la
celulosa cristalina

Se sembró a profundidad diluciones
decimales de las muestras colectadas de 5 y
6 órdenes en agua con Tween 80, en medio
Celulosa Agar (CA) con la siguiente compo-
sición: celulosa cristalina 0,5%; sulfato de
amonio 0,5%; KH2PO4 0,1%; MgSO4 7H2O
0,05%;  Rosa de Bengala 0,001%; extracto
de levadura 0,025% y agar 2%, se ajustó a
pH final de 5,6. Las placas se incubaron
durante 5 días a 30 ºC y las colonias creci-
das se resembraron en tubos de Agar Malta
inclinado bajo estrictas condiciones de este-
rilidad.

Preselección de los mejores degradadores
de celulosa cristalina

Los aislados se inocularon con asa esté-
ril en medio CA, efectuando una punción
triple en la superficie del agar. Las mues-
tras se incubaron durante 72 horas a 30 ºC,
y luego se colocaron en una incubadora a
50 ºC durante 48 horas para la visualiza-
ción del halo degradativo. Se midió el diá-
metro de la colonia y el del halo degradati-
vo. Se determinó un coeficiente experi-
mental semi-cuantitativo, al que se deno-
minó coeficiente de degradación de celulo-
sa (DC). Para ello se procesaron los datos
según la fórmula:

DC = (dh/dc) - 1 d

donde dh: diámetro halo degradativo 
dc: diámetro colonia

Propagación y mantenimiento de microor-
ganismos

Los microorganismos se propagaron en
medio Agar Malta vertido en placas petri
bajo condiciones de esterilidad e incubados
a 30 ºC durante 7 días para obtener una
esporulación abundante. La manipulación
durante el mantenimiento de los aislados, la
preparación de inóculos y la inoculación se
efectuó en un Gabinete de Seguridad
Biológica (GSB).

Preparación de inóculos
Las suspensiones de esporas inoculantes

de las fermentaciones se prepararon
mediante el arrastre de los microorganismos
previamente crecidos en placas con Malta
Agar. El arrastre mediante espátula de
Drigalsky se realizó lavando con solución de
elementos trazas de Mandels y Weber (24).
Se filtró en lana de vidrio para eliminar los
fragmentos de hifas y se cuantificaron las
esporas por conteo directo en microscopio
óptico utilizando una cámara de Newbauer.

Fermentación sumergida de los aislados
preseleccionados

Con las cepas preseleccionadas se reali-
zó una fermentación en solución trazas de
Mandels y Weber (24), suplementado con
urea y sales de amonio, con papel de filtro
al 1% (w/v) como única fuente de carbono,
al que se adicionó Tween 80 al 0,1% (v/v)
como adyuvante de la secreción de proteí-
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nas. El medio se esterilizó en autoclave a
121 ºC y 1 atmósfera de presión durante 20
minutos. Se inoculó con 0,2 mL de una
solución de 107 esporas por mililitro.

Luego de 72 horas de incubación a 30 ºC
y 200 r.p.m de agitación, los cultivos se fil-
traron con lana de vidrio y se centrifugaron
durante 20 minutos a 5000 r.p.m. para sepa-
rar las esporas y las partículas de bagazo en
suspensión.

Fermentación en Estado Sólido (FES) en
bagazo pretratado 

Se pesaron 5 g de bagazo pretratado de
caña pretratado por hidrólisis alcalina con
Ca(OH)2 al 5%, en erlenmeyers de 500 mL
como única fuente de carbono, se suple-
mentó con urea al 2%, sulfato de amonio al
5% y dihidrógeno fosfato de potasio al 5%.
El sustrato fue humedecido con una  solu-
ción de elementos trazas de Mandels y
Reese para una humedad final del 70%. El
medio se esterilizó en autoclave a 121 ºC y
1 atmósfera de presión durante 20 minutos.
Se inoculó cada erlenmeyer con 1 mL de
una solución de 107 esporas por mililitro.

Se incubó durante 72 horas en estático a
30 ºC. Luego, se realizó una extracción sim-
ple utilizando una prensa hidráulica (Carl
Zeiss, Alemania) con la aplicación de una
presión manométrica de 20 MPa. Los extrac-
tos crudos fueron los sobrenadantes obteni-
dos por centrifugación a 5000 r.p.m. duran-
te 20 minutos.

Determinación de azúcares reductores y
actividad celulasa en papel de filtro

Se determinó la actividad celulasa total
de 0,5 mL del sobrenadante de la fermenta-
ción, por el cálculo en función de la libera-
ción de azúcares reductores de una tira de
papel de filtro Whatman No.1, incubado en
tampón citrato pH 4,8 durante 60 minutos a
50 °C, leyendo la absorbancia a 540 nm en
un espectrofotómetro. Los resultados se
expresan en Unidades de Papel de Filtro por
mililitro (UPF/mL) (25, 26). 

Ensayo de estabilidad de la actividad enzi-
mática post-fermentación a diferentes tem-
peraturas de conservación

Los extractos centrifugados se conserva-
ron a dos temperaturas: temperatura
ambiente (TA) de 30 ºC y temperatura de
refrigeración (TF) de 10 ºC. La actividad

enzimática celulasa y el pH se midieron en
las horas: 0, 1, 2, 3, 24, 48 y 72 respectiva-
mente. La actividad enzimática se determi-
nó por ensayo en papel de filtro y los valo-
res de pH se  obtuvieron con un pHmetro
(Radiometer, Dinamarca).

Actividad enzimática de los aislados a
diferentes temperaturas de reacción

Se empleó el ensayo en papel de filtro
modificando la temperatura de reacción.
Se ensayaron las temperaturas de 30, 40 y
50 ºC respectivamente para los extractos
de los aislados seleccionados. Se incubó
en baño termostatado (Janke & Kunkel,
Alemania) durante 1 hora de reacción y
pH 4,8.

Actividad enzimática de los aislados a
diferentes pH de reacción

Se empleó el ensayo en papel de filtro
descrito por Ghose (26) modificando el pH
de reacción. Se ensayaron a los pH 5,5; 6,2;
7,2 y 8,3 respectivamente para los extractos
de los aislados seleccionados. Se incubó en
baño termostatado (Janke & Kunkel,
Alemania) durante 1 hora de reacción y
temperatura de 50 ºC.

RESULTADOS

Aislamiento y preselección en medio
Celulosa Agar 

De los 30 hongos filamentosos con creci-
miento en medio CA, solo 9 presentaron un
halo definido de degradación de celulosa,
por aclaración del medio, como se observa
en la figura 1. Se desecharon las colonias
que presentaron crecimiento con biomasa,
sin indicios visibles de degradación, debido
a que la excreción de enzimas del complejo
celulolítico es despreciable. 

Se seleccionaron 5 aislados (6, 7, 8, 13 y
21) para las etapas de estudio siguientes,
por presentar un coeficiente de degradación
celulolítica mayor que 0,3 como se ilustra
en la figura 2. En todos los casos los mejores
degradadores de celulosa se aislaron del
bagazo enmohecido. 

Selección en fermentación sumergida
Con los hongos preseleccionados como

mejores degradadores de celulosa cristalina,
se realizó una fermentación sumergida en
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50 mL de medio Mandels, suplementado
con urea y sales de amonio, con papel de fil-
tro Whatman No.1 al 1% (w/v) como única
fuente de carbono, suplementado con 0,1 %
de Tween 80. De los microorganismos capa-
ces de degradar el papel en 72 horas de
incubación a 30 ºC y 200 r.pm. de agitación,
se seleccionaron los de mayor actividad
celulasa mediante la técnica de Ghose (26)
calculada en función de la concentración de
azúcares reductores según la técnica descri-
ta por Miller (25). La cantidad de azúcares
reductores liberados se expresa como con-
centración de glucosa equivalente libre, y la
actividad celulasa correspondiente de la fer-
mentación sumergida con papel de filtro se
muestra en la figura 3. Los mejores produc-
tores de enzimas celulasas fueron los aisla-
dos 6, 13 y 21.

FES en bagazo pretratado por el método
alcalino

Con el fin de elevar la concentración
relativa de enzimas celulasas, se realizó

una fermentación en fase sólida con baga-
zo de caña pretratado, con los aislados
seleccionados en la etapa anterior (6, 13 y
21). Se verificó un buen aprovechamiento
de este sustrato, por un aumento de hasta 5
veces en la producción de enzimas celula-
sas excretadas por los hongos y recupera-
das por prensado, como se puede observar
en la figura 4.
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Figura 1. Degradación de celulosa en medio CA.

Figura 2. Preselección de los mejores degrada-
dores de celulosa.

Figura 3. Determinación de azúcares liberados y
actividad celulolítica total.

Figura 4. Actividad enzimática luego de FES en
bagazo pretratado.



Estudio de la estabilidad de los crudos
enzimáticos a dos temperaturas de conser-
vación y monitoreo del pH

Se realizó un ensayo de estabilidad de
los extractos crudos de la FES con bagazo
pretratado (figura 5). Los crudos se conser-
varon inmediatamente después de la cen-
trifugación  a temperaturas de 10 ºC (TF) y
30 ºC (TA), simultáneamente. La mejor
temperatura relativa de conservación fue
de 10 ºC. Sin embargo, con el método de
extracción ensayado, los crudos pierden
hasta un 20% de su actividad enzimática
inicial en las primeras 48 horas de almace-
namiento, lo que sugiere experimentar
métodos de extracción con soluciones tam-
pones y estabilizadores orgánicos, para
una mejor conservación y recobrado de
enzimas. 

Se observó un incremento brusco del pH
monitoreado durante los puntos de determi-
nación de la actividad enzimática residual
en la muestras conservadas a temperatura de
30 ºC. Este aumento del pH se corresponde
con los resultados obtenidos por otros auto-
res, quienes lo asocian a la liberación de gru-
pos amino debido a la acción de proteasas
excretadas por los hongos, que hidrolizan
las proteínas asociadas al material celulósico
natural utilizado como sustrato (18).

Influencia de temperaturas inferiores en la
hidrólisis enzimática 

Mediante una modificación de la técni-
ca de determinación de actividad enzimáti-
ca en papel de filtro descrita por otros
autores (26), se realizó un estudio de la
influencia de las temperaturas cercanas a
la temperatura ambiente (30 y 40 ºC) sobre
la actividad catalítica de los crudos enzi-
máticos. Como se observa en la figura 6, es
posible una hidrólisis enzimática a tempe-
ratura de 40 ºC, con solo una pérdida rela-
tiva de actividad del 10%, y un favorable
ahorro de energía en un proceso de sacari-
ficación de celulosa. El aislado 6 conserva
su actividad enzimática por encima del
95% a 30 ºC, por lo que puede ser un can-
didato interesante en un proceso a tempe-
ratura ambiente.

Influencia del pH en la hidrólisis enzimática
De igual modo que en el caso de la tem-

peratura, se realizó un estudio de la influen-
cia del pH en el rango desde de 4,8 (descri-
to para Trichoderma reesei) hasta la ligera
alcalinidad de 8,3. Los resultados se mues-
tran en la figura 7. Los tres crudos enzimá-
ticos obtenidos de FES, presentan un pH
óptimo en el entorno ligeramente ácido de
5,5 a 6,2. Estos valores permitirán ajustar
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Figura 5. Estudio de la estabilidad de los crudos enzimáticos en actividad residual a dos temperatu-
ras de conservación y monitoreo del pH de los extractos.



las condiciones fisico-químicas a procesos
donde intervengan levaduras con valores de
pH favorables para su crecimiento en este
rango.

DISCUSIÓN

Para el aislamiento primario de hongos
celulolíticos presuntivos, se utilizó el medio
de crecimiento selectivo CA, con celulosa
cristalina como única fuente de carbono,
con ello fue posible limitar el crecimiento a
los microorganismos capaces de degradar
este sustrato, esto significa un avance en los
esfuerzos por aumentar el número de candi-

datos capaces de producir las enzimas nece-
sarias para degradar la celulosa cristalina.
Otros autores, aislaron actinomicetos con
actividad celulolítica, procedentes de com-
post, suelo y estiércol, utilizando el medio
Agar Czapeck-Dox (Difco) modificado, cam-
biando la sacarosa por celulosa cristalina al
1%, con buenos resultados (27). En el pre-
sente trabajo se utilizó un medio similar
con la adición de un 0,001% de pigmento
Rosa de Bengala, este componente no solo
permitió disminuir el tamaño excesivo de
las colonias de hongos crecidos sobre la
celulosa cristalina, también permitió una
evaluación semi-cuantitativa en la preselec-
ción de los mejores aislados, mediante la
observación contrastada del halo de hidróli-
sis sobre la celulosa. Para ello se calculó un
coeficiente de degradación que determina la
magnitud relativa del halo respecto al diá-
metro de la colonia. 

Otro autor, evaluó la actividad exogluca-
nasa de cepas aisladas de suelo con hojaras-
ca, previamente reactivadas en papa dextro-
sa agar (PDA), cultivadas en medio Czapeck
con papel de filtro como fuente de carbono
y medio Mandels, con mejores resultados en
este último. En dicho trabajo se selecciona-
ron las cepas con niveles mayores a 0,1
UPF/mL, pero con resultados inferiores a
0,3 UPF/mL (28). Por este motivo, para la
selección de los mejores hongos celulolíti-
cos del presente trabajo, se utilizó el medio
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Figura 6. Influencia de temperaturas económicas en la hidrólisis enzimática.

Figura 7. Influencia del pH en la hidrólisis enzi-
mática.



Mandels con papel de filtro y un 0,1% de
Tween 80 como adyuvante de la secreción
de proteínas solubles en los hongos, según
se recomienda en un trabajo anterior (27),
con resultados en la actividad enzimática
similares a los obtenidos en actinomicetos
termófilos.

Se seleccionaron 3 hongos con buena
degradación de celulosa cristalina y la
correspondiente secreción de celulasas al
medio extracelular, para un 10% del total de
aislados.

Para incrementar la concentración de
enzimas y aprovechar un residual abundan-
te en la industria azucarera, se realizó una
FES con los microorganismos selecciona-
dos, utilizando como sustrato bagazo pretra-
tado por hidrólisis química con 0,5% de
hidróxido de calcio. El pretratamiento se
utiliza para reducir la cristalinidad de la
biomasa lignocelulósica, permitir el acceso
de las enzimas a la red de celulosa y remo-
ver la lignina (29).

Varios investigadores han utilizado la
fermentación en estado sólido para producir
celulasas utilizando residuos ligno-celulósi-
cos como sustratos (30-32). 

En el presente trabajo, a pesar de incre-
mentar los niveles de celulasas detectados
en el crudo obtenido de bagazo fermentado
en estado sólido a 0,3 UPF/ mL, estos son
insuficientes para los estimados de un pro-
ceso tecnológica y económicamente viable
de sacarificación de bagazo para la produc-
ción de etanol o en el enriquecimiento
nutricional del forraje para el alimento ani-
mal. Esto se debe fundamentalmente al
método de tratamiento previo del bagazo
para su deslignificación. Algunos investiga-
dores, analizaron el rendimiento de enzi-
mas celulasas en una FES con Trichoderma
reesei utilizando explosión al vapor (steam
explotion) y NaOH al 0,1 y 0,3%, como
métodos de pretratamiento. Encontraron
que el mejor pretratamiento fue el de explo-
sión a vapor, mientras que los pretratamien-
tos químicos no muestran incrementos sig-
nificativos, debido a la adsorción de las
enzimas sobre la lignina o a la acumulación
de inhibidores liberados en el proceso (32). 

El método de extracción mediante pren-
sado simple del crudo enzimático en el pre-
sente trabajo resultó ineficiente, por la baja
recuperación de enzimas y la inestabilidad
en la actividad enzimática y el pH. La mayor

parte de las enzimas quedan atrapadas en el
propio sustrato y solo se recuperan con el
prensado las celulasas presentes en el agua
libre. Otros autores realizaron la extracción
de celulasas adicionando tampón citrato a
0,05 M (pH 4,8) y 0,1% de Tween 80, some-
tiendo el cultivo a una agitación de 250
r.p.m. por 2 horas a 30 ºC, para desprender
las enzimas y mantener una acidez conse-
cuente (32). Así también, algunos utilizaron
100 mL de tampón fosfato 0,2 M (pH 7,0)
con agitación en zaranda orbital por 1 hora
(31). Esto sugiere la necesidad de optimizar
el medio de fermentación y el método de
extracción para elevar los rendimientos  y la
estabilidad enzimática.

Se logró utilizar temperaturas de hidró-
lisis enzimática inferiores a 50 ºC, lo que
sugiere un posible ahorro en los indicadores
energéticos y la disminución del costo de
futuras aplicaciones industriales.

El rango óptimo de pH de hidrólisis de
los crudos resultantes del crecimiento de los
microorganismos seleccionados como bue-
nos degradadores de la celulosa cristalina,
fue compatible con un proceso de fermenta-
ción alcohólica con levaduras, lo que permi-
te implementar en el futuro un proceso de
sacarificación y fermentación simultánea, en
la producción de bioetanol celulósico.

CONCLUSIONES

De 30 hongos aislados en medio CA,
solo 9 formaron halo de hidrólisis sobre
celulosa cristalina, de los cuales 5 aislados
presentaron un DC>0,30. De ellos se selec-
cionaron tres aislados (6, 13 y 21) como
buenos productores del complejo celulasa,
para un 10 % del total de aislados.

La FES con bagazo pretratado como sus-
trato, resultó efectiva en la producción del
complejo celulolítico en laboratorio, con
aumento de actividad enzimática y factibili-
dad en estudios de estabilidad.

Con el método de extracción utilizado
hay poca estabilidad relativa del crudo, con
tendencia a perder más del 20% de la acti-
vidad enzimática en las primeras 48 horas y
la mejor temperatura de conservación fue
de 10 ºC.

A 40 ºC se pierde solamente 10% de acti-
vidad enzimática, lo que puede representar
un ahorro energético.
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Las variaciones de pH influyen en la
actividad enzimática de manera que el
mejor rango de actividad enzimática es el
ligeramente ácido (5,5-6,2), que difiere del
pH óptimo de las enzimas comerciales obte-
nidas a partir de Trichoderma reesei muta-
das (pH 4,8). Este rango es más apropiado
para el crecimiento y la fermentación de las
levaduras alcohológenas en una futura apli-
cación, en un proceso de sacarificación y
fermentación simultáneos, en la producción
de bioetanol celulósico. 
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