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Resumen 

La producción de etanol a partir de celobiosa por la levadura Cryptococcus 

humicola OJ-31 se encuentra limitada por concentraciones del sustrato > 30 g/L. Se 

llevó a cabo el mejoramiento genético de la cepa con el agente N-metil-N’-nitro-N-

nitrosoguanidina (NTG) a 150 µL/mL durante 20 min, obteniendo una mutante con 

mejor capacidad de fermentar celobiosa a concentraciones ≥ 30 g/L. Esta mutante a 

la que se denominó C. humicola QN-52, produjo 12.73 g/L de etanol en la 

fermentación de 40 g/L de celobiosa, este valor fue 88 % mayor al valor obtenido 

para su cepa madre OJ-31. Mientras que en la fermentación de sacarificados de 

bagazo de caña adicionados con 30 g/L de celobiosa, la producción de etanol de C. 

humicola QN-52 superó a OJ-31 en un 92 %, con valores de 14.36 y 7.46 g/L, 

respectivamente. Aunque, a concentraciones de celobiosa ≥ 30 g/L ninguna mutante 

tuvo un consumo completo del azúcar. La β-glucosidasa, enzima responsable de la 

hidrólisis de la celobiosa se encuentra intracelularmente y es inducida por su 

sustrato, sin embargo a concentraciones ≥ 30 g/L se presenta un efecto inhibitorio. 

La actividad de β-glucosidasa de C. humicola OJ-31 disminuyó 29.33 y 33.68 % en la 

fermentación de 30 y 40 g/L de celobiosa. Mientras que la disminución de la actividad 

en C. humicola QN-52 en las mismas condiciones fue de 7.41 y 18.34 %, 

respectivamente. Por lo anterior la β-glucosidasa de la mutante C. humicola QN-52 

pudo haber sufrido una modificación que le permite una mayor tolerancia a inhibición 

de la actividad y por lo tanto mayor capacidad de producción de etanol a ≥ 30 g/L de 

celobiosa en comparación con su cepa madre OJ-31.  
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Abstract 

The production of ethanol from cellobiose by the yeast Cryptococcus humicola 

OJ-31 was found to be limited by substrate concentrations > 30 g/L. The strain was 

genetically improved by treatment with 150 µL/mL of the mutagen N-methyl-N'-nitro-

N-nitrosoguanidine (NTG) for 20 min, obtaining a mutant with an increased capacity 

to ferment cellobiose at concentrations ≥ 30 g/L. This mutant was named C. humicola 

QN-52 and in fermentations containing 40 g/L of cellobiose, was able to produce 

12.73 g/L of ethanol, representing an increase of 88% over the value obtained by its 

parental strain OJ-31. While in fermentations of saccharified sugar cane bagasse 

supplemented with 30 g/L of cellobiose, the ethanol production of C. humicola QN-52 

exceeded OJ-31 by 92%, with a value of 14.36 g/L compared to 7.46 g/L. However, at 

cellobiose concentrations ≥ 30 g/L no mutant demonstrated a complete consumption 

of sugars. β-glucosidase, the enzyme responsible for the hydrolysis of cellobiose is 

found intracellularly and is induced by its substrate, however at concentrations ≥ 30 

g/L there is an inhibitory effect. The β-glucosidase activity of C. humicola OJ-31 

decreased 29.33 and 33.68% in fermentations with 30 and 40 g/L of cellobiose. While 

in the same conditions, the decrease in the activity of C. humicola QN-52 was only 

7.41 and 18.34%, at the respective concentrations. Therefore, compared to its parent 

strain OJ-31, the β-glucosidase of the mutant C. humicola QN-52 could have 

undergone a modification that allows a greater tolerance to enzymatic inhibition by 

substrate and therefore allows greater capacity for ethanol production at ≥ 30 g/L of 

cellobiose. 
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I. Introducción 

1.1 Bioetanol 

El consumo de energía ha incrementado constantemente durante el último 

siglo al crecer la población mundial y la industrialización de más países y se espera 

alcanzar cerca de los 10.5 mil millones de personas para 2050 (de Souza et al. 

2014). Además, existen serias preocupaciones de tipo ambiental y debido al 

agotamiento de los combustibles fósiles. Por lo que existe una búsqueda de 

compuestos sustentables y renovables para la generación de energía que ayuden en 

la reducción de la emisión de gases de efecto invernadero y el subsecuente 

calentamiento global. Los recursos renovables y procesos de bajo impacto ambiental 

tienen el potencial para establecer las bases de un futuro más sustentable; que 

abarque la biomasa como materia prima y la valorización de residuos y tecnologías 

más ecológicas para la producción de energía (Hahn-Hägerdal et al. 2007; Rubin 

2008; de Souza et al. 2014).  

Los biocombustibles son productos biotecnológicos que atraen la atención de 

la investigación por ser fuentes de energía renovable y sustentable. El término 

biocombustible se atribuye a cualquier combustible alternativo que se derive de 

materia orgánica, como energía a partir de cultivos (e.g. maíz, trigo, caña de azúcar, 

remolacha de azúcar, entre otros), residuos de cultivos (e.g. paja y cáscara de arroz, 

rastrojo de maíz, bagazo de caña), o biomasa de desecho (e.g. desechos de 

alimentos, ganado, papel, madereros, entre otros). De todos los biocombustibles, el 
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bioetanol es considerado un combustible alternativo para el futuro y ya es producido 

en diferente escala en todo el mundo (Bajpai 2013). 

El uso de bioetanol provee un gran número de beneficios. Es fácilmente 

biodegradable en el ambiente y produce muchos menos contaminantes en la 

combustión interna de motores que los combustibles provenientes del petróleo. 

Posee baja toxicidad y es miscible en gasolina en cualquier proporción, hasta 10 % 

sin ninguna modificación en los vehículos actuales de combustión interna. Esto 

incluye al combustible oxigenado E10, comúnmente llamado gasohol. Mientras que 

mezclas con mayores porcentajes de etanol sólo pueden ser utilizados en vehículos 

modificados, como es el caso de E85 con 85 % de etanol (Bajpai 2013). Además, se 

ha encontrado que el reemplazo de la gasolina por bioetanol reduce la producción de 

gases de efecto invernadero, ya que al crecer la biomasa vegetal que sirve como 

materia prima para los biocombustibles remueve dióxido de carbono de la atmósfera. 

Debido a esto, al bioetanol se le asigna un crédito de disminución de carbono 

suficientemente grande que deja a la emisión total de los gases de efecto 

invernadero de los biocombustibles en menor cantidad que la de los combustibles 

fósiles (Searchinger et al. 2008). 

La materia prima utilizada para la producción de bioetanol es principalmente 

azúcar de caña en áreas tropicales como la India, Brasil y Colombia, mientras que el 

maíz predomina en otras áreas como Estados Unidos, la Unión Europea y China 

(Cheng y Timilsina 2011). La producción mundial de etanol en 2015 fue de 25,682 

millones de galones (Figura 1), encontrándose Estados Unidos y Brasil como los 

principales productores. El proceso de producción de etanol depende del material a 

utilizar, lo cual comúnmente se realiza en tres pasos principales: (1) la obtención de 
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una solución que contenga azúcares fermentables; (2) conversión de los azúcares a 

etanol por fermentación y (3) separación y purificación del etanol, usualmente por 

destilación-rectificación, deshidratación (Lin y Tanaka 2006).   
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Figura 1. Producción de etanol a nivel mundial en 2015 (RFA, 2015). 

 

La producción actual de bioetanol es de primera generación, el cual es 

obtenido a partir de cultivos primarios, principalmente maíz y caña de azúcar. Sin 

embargo, no se puede abastecer la demanda mundial de bioetanol con estos cultivos 

debido a su valor como alimento, ya que al destinarlo a la producción de etanol se 

tienen problemas en los precios y seguridad de los alimentos básicos. (Sarkar et al. 

2012). En el caso de México, el maíz y el azúcar de caña son productos básicos de 

la alimentación mexicana, lo que hace de los biocombustibles de primera generación 
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una opción no viable para el país. Una manera de evitar la problemática anterior es 

utilizando otras materias primas que no afecten a la seguridad alimentaria, lo que 

conlleva al desarrollo de los combustibles de segunda generación (Tanino et al., 

2010; CONADESUCA, 2015). 

Los combustibles de segunda generación se producen generalmente a partir 

de biomasa lignocelulósica no comestible. Ejemplo de ello son la biomasa 

lignocelulósica de agrorresiduos (e.g.  rastrojo de maíz, paja de trigo y cebada), los 

subproductos de los procesos agrícolas (e.g. fibra de maíz, bagazo de caña de 

azúcar, torta de semillas, etc.), la biomasa maderera (madera blanda y dura) y la 

biomasa de la planta entera como pasto o árboles sembrados con el propósito 

exclusivo de utilizarse en la producción de biocombustibles. Estas materias primas 

no compiten con los alimentos y la seguridad alimentaria, por lo que se consideran 

fuentes renovables para la producción de etanol (Banerjee et al. 2010). 

Debido a que existen muchos retos para llevar al bioetanol de segunda 

generación a la aplicación comercial, se ha realizado un gran esfuerzo en la 

investigación de tecnologías avanzadas que hagan al proceso económicamente 

viable (Cheng y Timilsina 2011).  

1.2 Residuos lignocelulósicos 

La pared celular de las plantas está formada por lignocelulosa, la cual consiste 

en tres componentes principales: celulosa, hemicelulosa y lignina (Figura 2). A su 

vez, la composición y porcentajes de estos 3 constituyentes varían entre las especies 

de plantas, incluso entre la edad y la etapa de crecimiento (Jeffries 1994; Demirbas 
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2005). La celulosa y la hemicelulosa son los componentes mayoritarios y en el caso 

del bagazo de caña constituyen el 40.2 y 21.1%, respectivamente (Zhao et al. 2012).  

 

 

Figura 2.  Estructura de la lignocelulosa. Modificado de Rubin (2008) 

 

La celulosa es un polisacárido que consiste en cadenas lineales de varios 

cientos o miles de unidades de D-glucosa unida por enlaces glucosídicos β(1→4) 

(Figura 3). Estas cadenas insolubles llamadas microfibrillas se estructuran de 

manera lineal unidas intramolecularmente por puentes de hidrógeno y fuerzas de van 

der Waals. Las microfibrillas forman una estructura cristalina resistente a la hidrólisis, 

además de regiones amorfas susceptibles a la degradación enzimática (Béguin y 

Aubert 1994; Ovando-Chacón y Waliszewsk 2005).  
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Figura 3. Estructura química de la celulosa (Coma 2013). 

 

La hemicelulosa es un polímero complejo de heteropolisacáridos formado por 

pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) 

que forman cadenas ramificadas unidas por enlaces β-1,4 y ocasionalmente por 

enlaces β-1,3, además de algunos ácidos como 4-O-metilglucurónico, D-

galacturónico y D-glucurónico (Figura 4) (Pérez et al. 2002). Las diferentes clases de 

hemicelulosa se nombran de acuerdo al principal azúcar que las compone. Por lo 

tanto, cuando un polímero es hidrolizado y como principal azúcar se obtiene xilosa, 

es un xilano, de igual manera otras hemicelulosas como el glucomanano, 

xiloglucano, arabinogalactano y arabinano (de Vries y Visser 2001; Polizeli et al. 

2005). El xilano es el tipo de hemicelulosa más común en la naturaleza e interactúa 

con la lignina y la celulosa por enlaces covalentes y no covalentes, con la finalidad de 

proteger a las microfibrillas de celulosa en contra de la biodegradación (Beg et al. 

2001).  
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Figura 4. Estructura del xilano y los sitios de hidrólisis de las enzimas xilanolíticas. 

Modificado de Polaina y MacCabe (2007). 

 

Por otro lado, la lignina es un heteropolímero amorfo y ramificado, formado por 

alcoholes aromáticos que da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad, protección 

a los polisacáridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a 

la degradación química y biológica (Aro et al. 2005).La presencia de la lignina crea 

una barrera protectora que previene la destrucción de la biomasa vegetal.  

1.3 Degradación enzimática de la celulosa y la hemicelulosa 

Para la conversión de la biomasa a bioetanol primeramente se debe eliminar 

la lignina y posteriormente degradar la celulosa y la hemicelulosa a sus 

correspondientes monómeros para su fermentación. Esto se logra en dos pasos 

previos, pretratamiento y sacarificación, el objetivo del pretratamiento es romper la 

lignina y la hemicelulosa, así como la estructura cristalina de la celulosa, de manera 
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que las enzimas puedan acceder a los polímeros e hidrolizarlos (Mosier et al. 2005). 

Durante los últimos años se han desarrollado un gran número de pretratamientos que 

incluyen métodos con álcali, ácido, amonia, biológicos, entre otros (Kumar et al. 

2009a). 

La degradación enzimática de la celulosa a glucosa, la fuente de azúcares 

fermentables de mayor interés, se logra por la acción sinérgica de las tres clases de 

enzimas: endoglucanasas, exoglucanasas y β-glucosidasas. Las endoglucanasas 

catalizan el rompimiento al azar de enlaces internos en las cadenas de celulosa, 

mientras que las exoglucanasas atacan los extremos de las cadenas liberando 

celobiosa. La celobiosa es un disacárido compuesto por dos moléculas de glucosa 

unidas por un enlace β(1→4), el cual es hidrolizado por la enzima β-glucosidasa 

(Kumar et al. 2008; Singhania et al. 2013). Por último la glucosa entra a la ruta 

Embden-Meyerhof y se hidroliza hasta piruvato, el cual en condiciones anaerobias se 

convierte en etanol y CO2 (Nelson et al. 2008). 

Debido a la heterogeneidad y naturaleza compleja de la hemicelulosa, su 

completa hidrólisis requiere de la acción de una variedad de enzimas que se 

clasifican en dos grupos principales, las xilanasas y las β-xilosidasas. Las xilanasas 

actúan en la cadena primaria de xilosa rompiendo los enlaces internos del polímero 

de xilano, dando como producto una mezcla de xilooligosacáridos. Mientras que las 

β-xilosidasas hidrolizan la xilobiosa y los xilooligosacáridos de cadenas cortas 

generados por la acción de las xilanasas con la finalidad de liberar la xilosa (Figura 

4). Por otra parte, la remoción de las cadenas laterales del xilano es catalizada por α-

L-arabinofuranosidasas, α-D-glucoronidasas, acetil xilanesterasas, esterasas de 

ácido ferúlico y de ácido p-cumárico (Polaina y MacCabe 2007). 
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La completa utilización de los azúcares contenidos en la lignocelulosa es 

importante para la bioconversión de biomasa vegetal para la producción de 

productos químicos y combustibles líquidos (Saha 2003; Gírio et al. 2010; Kuhad et 

al. 2011). Sin embargo, las pentosas no son tan fácilmente utilizadas por las 

levaduras etanologénicas como la glucosa (Kuhn y Zyl 1995). La ruta metabólica de 

la xilosa implica una vía oxido-reductiva también llamada de la xilosa reductasa-xilitol 

deshidrogenasa (XR-XDH) (Figura 5). La XR realiza la reducción de la xilosa a xilitol 

utilizando como cofactor NADH o NADPH, el xilitol es oxidado a D-xilulosa por la 

XDH utilizando NAD+. Posteriormente, la D-xilulosa es fosforilada utilizando ATP por 

la xiluloquinasa (XK) dando lugar a la D-xilulosa-5-fosfato, la cual pasa como un 

intermediario hacia la vía de las pentosas fosfato para su completa metabolización 

hacia etanol (Liang et al. 2014). 
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Figura 5. Ruta metabólica de glucosa y xilosa para levaduras (Liang et al. 2014). 
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1.4 Microorganismos involucrados en la degradación y producción 

de etanol a partir de celulosa y hemicelulosa 

Las celulasas son altamente específicas y un gran número de 

microorganismos como bacterias y hongos son capaces de producirlas (Kuhad et al. 

1997; Kalogeris et al. 2003). Los microorganismos más estudiados son los hongos 

responsables de la pudrición de la madera (Cuervo et al. 2009), dentro de los que 

destacan los basidiomicetos Phanerochaete chrysosporium (Deswal et al. 2011), 

Sclerotium rolfsii, Volvariella volvacea, Schizophyllum commune (Duff y Murray 

1996), Pycnoporus sanguineus, Bjerkandera adusta (Quiroz-Castañeda et al. 2009), 

y algunos ascomicetos como Trichoderma reesei (Sternberg 1976) y especies de 

Aspergillus, y Penicillium (Sternberg 1976; Esterbauer et al. 1991; Sun y Cheng 

2002). Mientras que entre las bacterias se encuentran una gran cantidad de especies 

dentro de los géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, 

Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora y Streptomyces 

(Bisaria y Martin 1991). 

Se ha evaluado la capacidad de degradar celulosa de una gran cantidad de 

microorganismos, sin embargo son relativamente pocos los seleccionados por su 

potencial de producción de celulasas (Das et al. 2007; Yu et al. 2007). Por lo que se 

han eligido sólo aquellos microorganismos que produzcan niveles apropiados de 

endoglucanasas, exoglucanasas y β-glucosidasas para una eficiente degradación de 

la celulosa (Wojtczak et al. 1987; Kumar et al. 2008). Las celulasas de los hongos 

aerobios son las que más atención han recibido y actualmente dominan la 

producción de celulasas a nivel industrial (Mohite y Patil 2016). En particular las 

celulasas de Trichoderma reesei son las más estudiadas y utilizadas (Reese et al. 
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1950; Reese 1956; Mohite y Patil 2016). Por otra parte, dentro de la gran variedad de 

bacterias celulolíticas aerobias y anaerobias reportadas, la mayoría de la 

investigación se ha enfocado en la producción aerobia con las bacterias 

Cellulomonas fimi, Thermomonospora fusca y Cellulomonas flavigena (Sternberg 

1976; Ponce-Noyola y de la Torre 1995; Sun y Cheng 2002). Lo anterior debido 

principalmente a que las bacterias anaerobias como Clostridium thermocellum y 

Bacteroides cellulosolvens presentan velocidades de crecimiento y producción de 

enzimas catalíticas a niveles más bajos en comparación con las bacterias aerobias 

(Duff y Murray 1996).  

Por otra parte, la actividad de la β-glucosidasa de los microorganismos 

productores de celulasas no es suficiente para hidrolizar toda la celobiosa resultante 

de la degradación de la celulosa, por lo que se recurre a la adición exógena de otras 

fuentes de esta enzima (Sun y Cheng 2002). Esto representa otro gasto en el 

proceso, por lo que el uso de microorganismos con la capacidad de hidrolizar y 

fermentar celobiosa es bastante atractivo. Una gran variedad de fuentes microbianas 

productoras de etanol a partir de celobiosa han sido estudiadas y algunas se 

resumen en la Tabla 1. La β-glucosidasa de los microorganismos celulolíticos puede 

ser exportada al exterior de la célula para hidrolizar la celobiosa del medio o puede 

encontrarse de manera intracelular, por lo que requiere primeramente transportar la 

celobiosa a su interior. Se ha reportado el paso de celobiosa al interior de la célula 

por medio del transportador lactosa permeasa en Kluyveromyces lactis (Ha et al. 

2013) y los transportadores de celodextrinas en levaduras como Scheffersomyces 

stipitis (Sadie et al. 2011) y el hongo Neurospora Crassa (Galazka et al. 2010). Sin 
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embargo, el mecanismo exacto de la manera en que estos transportadores llevan a 

la celobiosa al interior de la célula no ha sido totalmente estudiado (Kim et al. 2014). 

 

Tabla 1. Microorganismos productores de etanol a partir de celobiosa 

Microorganismo Fuente 

Brettanomyces custersii 

Candida lusitaniae 

Candida queiroziae 

Candida wickerhamii 

Clavispora sp 

Cryptococcus curvatus 

Debaryomyces pseudopolymorphus 

Dekkera intermedia 

Neurospora crassa 

Penicillium oxalicum 

Pichia wickerhamii 

Spathaspora passalidarum 

(Spindler et al. 1992) 

(Maleszka et al. 1982) 

(Santos et al. 2011) 

(Skory et al. 1996) 

(Liu et al. 2012) 

(Yu et al. 2014) 

(Villena e Iranzo 2006) 

(Blondin y Ratomahenina 1983) 

(Tian y Beeson 2009) 

(Li et al. 2013b) 

(Maleszka et al. 1982) 

(Long e t al. 2012) 

 

De igual manera, existe una gran variedad de especies de levaduras, hongos 

y bacterias que son capaces de producir enzimas xilanolíticas y fermentar xilosa de 

manera natural. Dentro de los microorganimos productores de las enzimas 

xilanolíticas, en la Tabla 2 se muestran los más importantes.  
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En la fermentación de pentosas, las bacterias más comunes son Bacillus macerans, 

Bacillus polymyxa, Klebsiella pneumoniae, Clostridium acetobutylicum, Aeromonas 

hydrophila, Aerobacter sp., Erwinia sp., Escherichia sp., Leuconostoc sp., 

Lactobacillus sp., Thermoanaerobacterium saccharolyticum y Zymomonas mobilis. 

Sin embargo, su baja tolerancia a etanol y la formación de otros productos durante la 

fermentación hace de las bacterias una opción no viable comercialmente (Kuhad et 

al. 2011). También existen varias especies de hongos como Chalara, Fusarium, 

Rhizopus, Neurospora, Paecilomyces y Trichoderma con el potencial de fermentar 

xilosa. Aunque poseen diversas desventajas fisiológicas como alta viscosidad y 

largos periodos de fermentación, baja productividad de etanol y elevada formación de 

productos secundarios (Hahn-Hägerdal et al. 2007; Kuhad et al. 2011). Debido a lo 

anterior, las levaduras son los microorganismos más utilizados para la fermentación 

de xilosa (Tabla 3), y la investigación se ha enfocado en el aislamiento de nuevas 

levaduras fermentadoras de D-xilosa y mejoramiento de las ya existentes (Cho y 

Jeffries 1999). 

 

Tabla 2. Microorganismos productores de xilanasas.  

Bacteria Hongos Levaduras 

Acidobacterium 

capsulatum 
Acrophialophora nainiana Aureobasidium pullulans 

Bacillus sp Aspergillus sp Cryptococcus albidus 

Cellulomonas sp Cephalosporium sp Trichosporon cutaneum 

Micrococcus sp Fusarium oxysporum Streptomices sp 
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Staphylococcus sp Thermomyces lanuginosus 
Thermomonospora 

curvata 

Thermotoga maritima  Trichoderma reesei   

 Adaptado de Beg et al. (2001) 

Tabla 3. Levaduras fermentadoras de xilosa 

Levadura Fuente Levadura Fuente 

Candida albicans 

Candida shehatae 

Candida boidinii 

Candida cellulosicola 

Candida tropicalis 

Candida intermedia 

Candida queiroziae  

Candida utilis 

Cryptococcus 

humicola 

Dreissena polymorpha 

(Harcus et al. 2013) 

(Kurtzman 2011) 

(Morais et al., 2013) 

(Morais et al., 2013) 

(Morais et al., 2013) 

(Morais et al., 2013)  

(Morais et al., 2013) 

(Kuhad et al. 2011) 

(Ocampo-Ortega, 

2011) 

(Kuhad et al. 2011) 

Hansenula polymorpha 

Kluyveromyces marxianus 

Pachysolen tannophilus 

Scheffersomyces 

queiroziae 

Scheffersomyces stipitis 

Spathaspora 

passalidarum 

Sugiyamaella sp.  

Sugiyamaella xylanicola 

Wickerhamomyces pijperi  

(Fonseca et al. 2008) 

(Rao et al. 2008) 

(Jeffries 2006) 

(Harcus et al. 2013) 

 

(Kurtzman 2011) 

(Wohlbach et al. 

2011) 

(Morais et al. 2013) 

(Morais et al. 2013) 

(Morais et al. 2013) 

 

1.4 Cryptococcus humicola 

Las levaduras basidiomicetas del género Cryptococcus pueden ser 

encontradas en diferentes hábitats que incluyen suelo, aire, residuos de materia 

orgánica, flores y frutas (Wanderley y Torres 2004), lo que les confiere la capacidad 

de asimilar diferentes fuentes de carbono (Tabla 4).  

Cryptococcus humicola, cepa utilizada en este trabajo, fue aislada de mostos 

de mezcal provenientes del estado de Oaxaca. Es anaerobia facultativa y forma 
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colonias blanquecinas con un diámetro de 2-3 mm, que al microscopio se observan 

con una forma ovalada y alargada. Además, es capaz de asimilar la mezcla de 

azúcares presentes en los hidrolizados del material lignocelulósico (González-García, 

2009), ya que asimila la xilosa y la celobiosa, capacidad que no posee la levadura 

etanologénica más utilizada, Saccharomyces cerevisiae (Matsushika et al., 2009; 

Ocampo-Ortega, 2011).  

 

Tabla 4. Fuentes de carbono asimilables por Cryptococcus humicola. Adaptado de 

Takashima et al. (2001) 

Fuente de carbono 

Utilizadas No siempre utilizadas 

L-sorbosa 

Trihalosa 

Melibiosa 

Melezitosa 

D-arabinosa 

L-ramnosa 

Eritritol 

Ribitol Salicina 

Glucono δ-lactona 

Inositol 

Sacarosa 

Xilitol 

L-arabitol 

Metil α-D-glucósido 

Rafinosa 

Etanol 

Hexadecano 

Butano 2,3-diol 

 

1.5 Mejoramiento genético por mutagénesis 

El mejoramiento genético de microorganismos es importante para el desarrollo 

de procesos de interés industrial y la mutagénesis tradicional es una de las técnicas 
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más utilizadas. Esta incluye métodos físicos y químicos en combinación con 

tecnologías racionales de selección, con la finalidad de inducir cambios en la 

secuencia del genoma del microorganismo a trabajar y obtener así cepas con una 

mayor producción de compuestos de interés (Qureshi et al. 2007; Harner et al. 2015). 

Tanto el uso de compuestos químicos o luz UV para el mejoramiento de 

microorganismos, poseen el potencial de generar mutaciones con ganancia de 

función que pueden producir considerables mejoras en rendimientos. Por ejemplo, un 

sólo cambio de pares de bases en una enzima puede alterar la especificidad por su 

sustrato o que sea constitutivamente activa (Bose 2016). Estas técnicas pueden 

proporcionar un método relativamente fácil de generación de mutantes para aquellos 

investigadores con poca experiencia en manipulación genética y biología molecular 

(Bose 2016). 

Dentro de las técnicas físicas de mutagénesis se encuentra la exposición a luz 

UV, la cual conduce a daño en el ADN, tanto directamente como por estrés oxidativo. 

Esto se da a través de la generación de especies reactivas de oxígeno, donde la 

activación de moléculas como riboflavina, triptófano y porfirina, activan a su vez el 

oxígeno celular (Ikehata y Ono 2011). Mientras que la mutagénesis química se puede 

realizar utilizando una variedad de productos químicos (Tabla 5) que causan daño en 

el ADN, dando lugar a cambios y/o deleciones en la secuencia de nucleótidos (Bose 

2016). Uno de los compuestos químicos con mayor espectro y más ampliamente 

utilizado en la mutagénesis, es el agente N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), 

el cual induce un relativo amplio espectro de mutaciones al alquilar las purinas y 

pirimidinas. Aunque la NTG posee especificidad hacia cierto tipo de sustituciones, las 

cuales son principalmente el cambio de las bases nucleotídicas G-C→A-T y en un 
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menor grado A-T→G-C y A-T→C-G (Ohnishi et al. 2008; Li et al. 2013a). Estas 

técnicas han logrado resultados más significativos en la productividad y rendimiento 

de etanol a partir de xilosa que los métodos racionales como ingeniería genética, 

mutagénesis sitio dirigida, evolución directa de proteínas, así como silenciamiento, 

sobreexpresión o introducción de genes (Kim et al. 2012). 

Tabla 5. Compuestos químicos utilizados en la mutagénesis de microorganismos.  

Compuesto químico Mutación 

Acriflavina Intercalación de DNA que lleva a 

deleciones o cambio del marco 

abierto de lectura 

Etil metanosulfonato (EMS) Alquilación de guanina que genera 

mutaciones puntuales 

Dietil sulfato Etilación del DNA que genera 

mutaciones puntuales 

NTG Alquilación del DNA que genera 

mutaciones puntuales 

 Adaptado de Bose (2016).
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II Justificación 

La producción de bioetanol a partir de residuos agroindustriales es una opción 

para afrontar el agotamiento de los combustibles fósiles y la creciente demanda 

energética. Los principales azúcares obtenidos después de la sacarificación de la 

biomasa lignocelulósica son celobiosa y xilosa. Azúcares que Saccharomyces 

cerevisiae, la levadura etanologénica más utilizada no es capaz de asimilar. Es 

económicamente deseable el máximo aprovechamiento de los azúcares presentes 

en los residuos lignocelulósicos, por lo que la búsqueda y mejoramiento de levaduras 

que si tengan la capacidad de asimilarlos es bastante atractiva. 

Cryptococcus humicola es una levadura capaz de asimilar los azúcares 

presentes en los sacarificados de la biomasa lignocelulósica, y en condiciones de 

fermentación puede producir etanol. Sin embargo, los niveles de producción de 

etanol por C. humicola son muy bajos para un proceso biotecnológico. Por lo que su 

mejora por medio de mutagénesis química podría ayudar a incrementar la producción 

de etanol a partir del material lignocelulósico. 
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III Hipótesis 

Mutantes de C. humicola OJ-31 producirán mayor cantidad de etanol a partir 

de xilosa que su cepa madre.  

Mutantes de C. humicola OJ-31 producirán una mayor cantidad de etanol a 

partir de celobiosa que su cepa madre.  
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IV Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Obtener mutantes de C. humicola OJ-31 que presenten una mejor producción 

de etanol a partir de la fermentación de celobiosa y xilosa presente en los 

sacarificados de bagazo de caña, con respecto a su cepa madre. 

4.2 Objetivos específicos 

Caracterizar el crecimiento de C. humicola OJ-31 a partir de diferentes fuentes 

de carbono. 

Seleccionar cepas mutantes de C. humicola OJ-31 con una mejor capacidad 

de producir etanol a partir de xilosa. 

Seleccionar cepas mutantes de C. humicola OJ-31 con una mejor capacidad 

de producir etanol a partir de celobiosa. 
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V Materiales y métodos 

5.1. Microorganismos empleados y condiciones de cultivo 

En el presente trabajo se utilizó la levadura basidiomiceta Cryptococcus 

humicola OJ-31, obtenida por mejoramiento de la cepa silvestre, con el agente 

mutagénico N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) (Ocampo-Ortega, 2011). Las 

condiciones de crecimiento fueron 30 °C y 150 rpm en medio YM o sus variantes. 

Se utilizó Cellulomonas flavigena PR-22 para la obtención de sacarificados 

(Rojas-Rejón et al. 2011). Para su crecimiento se utilizó el medio M10 con bagazo de 

caña como fuente de carbono y, las condiciones de cultivo fueron 37 °C y 150 rpm 

durante 24 h. 

5.2 Medios de cultivo 

5.2.1 Medio YM 

Composición en g/L: bactopeptona 5; extracto de levadura 3; extracto de malta 

3 y glucosa 10. Los medios YMX y YMC poseen la misma composición, pero con 

xilosa y celobiosa como fuente de carbono, respectivamente. 

5.2.2 Medio Breus 

Composición en g/L: extracto de levadura 0.5, (NH4)2SO4 1, MgSO4.7H2O 0.05 

y glucosa 10 (Breus et al. 2012). El medio Breus-celobiosa posee la misma 

composición, a excepción de la fuente de carbono que se sustituye por celobiosa. 
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5.2.3 Medio Kulakovskaya 

Composición en g/L: extracto de levadura 0.5, (NH4)2SO4 1, MgSO4.7H2O 

0.05, Na2HPO4·12H2O 10.9, ácido cítrico 7.3 y glucosa 10. 

5.2.4 Medio Basal 

Composición en g/L: extracto de levadura 1, NaNO3 3, MgSO4.7H2O 0.3, 

KH2PO4 0.3 y glucosa 10. 

5.2.5 Medio M10 

Composición en g/L: NaCl 5.5, (NH4)2SO4 2.5, PO4-3 3.5, MgSO4 0.1, CaCl2 

0.1, extracto de levadura 0.2, bagazo de caña pretratado 10. Se aforan a 1 L con 

agua corriente. 

5.3 Preparación del inóculo 

Se tomó una colonia de C. humicola OJ-31 para inocular un matraz de 250 mL 

con 50 mL del medio YM con la fuente de carbono correspondiente, se incubó 

durante 16 h a 30 °C y 150 rpm. Se tomó 10 % (v/v) de este preinóculo para inocular 

un matraz con medio YM y se incubó bajo las mismas condiciones. Posteriormente, 

se lavaron las células dos veces al centrifugarlas a 8000 rpm durante 10 min y 

resuspender el paquete celular en agua destilada estéril al volumen original. 

5.4 Cinéticas de crecimiento aerobio de C. humicola OJ-31 a partir 

de diferentes fuentes de carbono 

Se utilizaron matraces de 500 mL con 100 mL de los medios de cultivo YM, 

YMC y YMX, los cuales se inocularon con 10 % (v/v) de un preinóculo de C. humicola 
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OJ-31 incubado en sus medios de cultivo correspondientes como se describió 

anteriormente. Los cultivos se realizaron por duplicado y se incubaron durante 22 h 

tomando 2 mL de muestra cada dos horas; las muestras se guardaron en 

refrigeración a 4 °C hasta su análisis posterior. Se determinó el crecimiento celular 

por medición de densidad óptica a 660 nm. Posteriormente, 1 mL de muestra se 

centrifugó a 6000 rpm durante 5 min, y se cuantificaron los azúcares reductores 

presentes en el sobrenadante para determinar el sustrato residual. 

5.5 Evaluación de medios de cultivo mínimos para la fermentación 

con C. humicola OJ-31 

Matraces de 500 mL conteniendo 100 mL de los medios Breus, Kulakovskaya 

y Basal con glucosa como fuente de carbono, fueron inoculados con C. humicola OJ-

31. Los cultivos se incubaron a las condiciones descritas anteriormente. Se tomó 

muestra a las 0, 6 y 24 h para determinar el crecimiento celular mediante densidad 

óptica a 660 nm. Las pruebas se realizaron por duplicado.   

5.6 Localización de la β-glucosidasa de C. humicola OJ-31 

Se incubó C. humicola OJ-31 para su crecimiento en matraces de 500 mL con 

100 mL de medio YMC y 100 mL de medio YM durante 16 h. Se cosecharon las 

células por centrifugación a 8000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se guardó 

para la evaluación de la actividad de β-glucosidasa. El botón celular se resuspendió 

en 400 µL de regulador fosfatos 0.1 M pH 7.2. Se guardó una alicuota en 

refrigeración a 4 ºC para la determinación de la actividad de la β-glucosidasa y el 

resto se llevó a rompimiento mecánico para la obtención del extracto crudo libre de 

células.  
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5.7 Rompimiento mecánico de las células 

La suspención celular se pasó un tubo Eppendorf y se llevó a congelación a -

20 °C durante 30 min. Posteriormente se descongelaron las células y se añadieron 

0.3 g de arena de vidrio y 150 µL de 2-mercaptoetanol 0.1 M, se agitó en vortex 

durante 30 min para el rompimiento celular. El lisado se centrifugó a 10,000 rpm 

durante 5 min y se separaron el extracto crudo libre de células y los restos celulares. 

Se determinó la actividad de β-glucosidasa y proteína celular de las células 

intactas, del sobrenadante del medio de cultivo y del extracto crudo libre de células 

para localizar la fracción con mayor actividad. 

5.8 Mutagénesis de C. humicola OJ-31 

Se sometió a C. humicola OJ-31 a mutagénesis por la metodología descrita 

por Lawrence (1991), utilizando 150 µg/mL de NTG durante 20 min, para obtener una 

tasa de letalidad mayor al 90% (Ocampo-Ortega, 2011).  

25 mL de un cultivo de C. humicola OJ-31 a mitad de su fase exponencial se 

centrifugó y lavó dos veces con 25 mL de agua destilada estéril a 8000 rpm durante 

10 min. El paquete celular se resuspendió en 25 mL de agua estéril, se adicionó la 

NTG y se incubó durante 20 min a 30 °C y 150 rpm. Posteriormente, el cultivo se 

centrifugó para eliminar la NTG y se resuspendió en 25 mL de tiosulfato de sodio 

estéril al 2% para neutralizar al agente mutagénico, seguido de otra centrifugación. Al 

cultivo mutagenizado se le realizó una serie de lavados con 25 mL de agua estéril en 

4 repeticiones para eliminar los restos del agente mutagénico. Por último, se 
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resuspendió el botón celular en 25 mL de medio YM y se incubó durante 2 h para 

permitir que las células se recuperaran del estrés ocasionado por la NTG. 

5.9 Selección de mutantes fermentadoras de xilosa 

Después de la mutagénesis y recuperación como se describió anteriormente, 

los 25 mL de cultivo se centrifugaron a 8000 rpm durante 15 min, se resuspendieron 

en 25 mL de agua destilada estéril y se distribuyeron en 5 frascos serológicos de 25 

mL con medio YMX y un volumen de operación de 20 mL. Se llevaron a fermentación 

a 30 ºC durante 72 h con el propósito de promover la supervivencia de las mutantes 

con mejores capacidades de adaptación a condiciones anaerobias y xilosa como 

fuente de carbono. Después de la fermentación, se centrifugaron las mutantes y 

resuspendieron en agua destilada estéril. Se realizaron diluciones decimales de las 

células para sembrar en placas de medio YMX y poder elegir las colonias aisladas de 

células individuales que presentaran un mejor crecimiento. 

Las células aisladas se sembraron por picadura en placas de medio YMX + 

0.5 % de 2-desoxiglucosa (2-DG) y se llevaron a incubación a 30 ºC durante 72 h. Se 

seleccionaron las mutantes que presentaron un mejor crecimiento y con ellas se 

inocularon tubos Durham de 25 mL con 5 mL de medio YMX durante 24 h para su 

crecimiento. Estas mutantes se utilizaron como inóculo al 10 % (v/v) en tubos de 

Durham de 25 mL con un volumen de operación de 5 mL de medio YMX + 0.5 % de 

2-DG y se incubaron durante 24 h. Se determinó la densidad celular a 660 nm a las 0 

y 24 h, se seleccionaron las mutantes que presentaron un mejor crecimiento. Estas 

se llevaron a fermentación en frascos serológicos de 10 mL en medio YMX y 

posteriormente en medio Breus-xilosaelobiosa para elegir la mejor mutante.  
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5.10 Selección de mutantes fermentadoras de celobiosa 

Después de la recuperación del cultivo mutagenizado de C. humicola OJ-31 

en medio YM, se centrifugaron y lavaron las células con 25 mL de agua destilada 

estéril. Se centrifugaron una vez más y se resuspendieron en 20 mL de medio YMC, 

para ser llevadas a un frasco serológico de 25 mL estéril. Los cultivos se sometieron 

a anaerobiosis durante 16 h; este paso se repitió tres ocasiones. Inmediatamente 

después de la adaptación, el cultivo mutagenizado fue centrifugado y lavado con 

agua destilada estéril. Este se repartió equitativamente en 5 frascos serológicos de 

10 mL con un volumen de operación de 9 mL de medio Breus, inóculo y diferentes 

concentraciones de celobiosa (20, 30 y 40 g/L). Los frascos se incubaron a 30 °C sin 

agitación durante 24 h y se estimó la capacidad fermentativa por producción de CO2, 

al conectar los frascos sellados a tubos de Durham llenos de agua para medir el 

volumen de agua desplazado por el CO2 en cada uno de los frascos.   

Las mutantes que desplazaron más CO2 en la etapa anterior se seleccionaron 

y estas fueron centrifugadas y lavadas con agua destilada estéril e incubadas en 

medio YMC durante 5 h a 30 °C y 150 rpm. Posteriormente el cultivo se centrifugó y 

lavó para ser utilizado en una fermentación en frascos serológicos de 10 mL con 

medio Breus, 40 g/L de celobiosa y un inóculo de 2x108 células/mL. Se utilizaron seis 

frascos serológicos que se incubaron a 30 °C durante 24 h. Se cuantificó la celobiosa 

consumida y el etanol producido. 
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5.11 Obtención de sacarificados de bagazo de caña (SBC) 

5.11.1 Obtención del concentrado enzimático de C. flavigena PR-22 

Se cultivó C. flavigena PR-22 en matraces de 1 L con 200 mL de medio M10 

durante 24 h. Estos cultivos se utilizaron para inocular dos reactores de mesa tipo 

tanque agitado (Applikon) en una relación 10 % (v/v) con un volumen nominal de 3 L 

y un volumen de operación de 2 L. Las condiciones de operación fueron 37 °C, 0.5 

vvm y 500 rpm durante 24 h para el crecimiento celular y producción de enzimas. 

Después de este tiempo, se recuperó el caldo de cultivo y se eliminó el bagazo de 

caña residual con ayuda de una malla de acero y una posterior centrifugación a 

7,000 rpm durante 15 min, para eliminar el resto de bagazo fino y las células. El 

sobrenadante se concentró 10X con ayuda de un ultrafiltro (Amicon 4800, 30 KDa) 

para eliminar las sales del medio M10 y concentrar las enzimas. Por último, se 

determinó la actividad final de xilanasas y CMCasas. 

5.11.2 Sacarificados de bagazo de caña obtenidos con enzimas de 

C. flavigena PR-22 

Se utilizó un reactor de mesa tipo tanque agitado (Applikon) de 3 L, con un 

volumen de operación de 2 L de agua destilada y 3 % (p/v) de bagazo de caña 

molido y pretratado con NaOH 1.5 %. Para la sacarificación se utilizó el concentrado 

enzimático de C. flavigena PR-22 obtenido previamente, ajustando la actividad 
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enzimática a 10,000 UI de xilanasas/L. Las condiciones de operación fueron 300 rpm 

a 40 ºC durante 24 h y 50 ºC durante las siguientes 24 h.  

5.11.3 Sacarificados de bagazo de caña obtenidos con las enzimas 

comerciales Celluclast(MR)  

Se utilizó un matraz de 500 mL con un volumen de operación de 100 mL de 

regulador citratos 25 mM pH 4.8 y 2 % (p/v) de bagazo de caña pretratado. Se ajustó 

la actividad enzimática del concentrado enzimático comercial Celluclast(MR) 1.5 L 

(Novozymes) a 30 UFP/g de celulosa (Sarkar et al. 2012). Se incubó la mezcla a 50 

ºC y 150 rpm durante 24 h. Posteriormente se recuperó el sacarificado y se removió 

el bagazo de caña residual al pasar el medio por una malla de acero y posterior 

centrifugado del sobrenadante a 7000 rpm durante 15 min. Se utilizaron los azúcares 

obtenidos para la fermentación con C. humicola OJ-31 y QN-52 en viales de 10 mL 

con medio Breus y como se describió anteriormente. 

5.12 Fermentaciones con C. humicola 

5.12.1 Fermentación en lote en reactores tanque agitado (Sixfors) 

con C. humicola OJ-31  

Se utilizaron reactores de mesa (Sixfors) de 500 mL con un volumen de 

operación de 400 mL, de los cuales 360 mL corresponden al medio de cultivo a 

evaluar y 40 mL del inóculo descrito anteriormente. Se utilizó el medio YM con dos 

composiciones diferentes de fuente de carbono. Para el primero se utilizó medio YM 

con glucosa, celobiosa y xilosa a una concentración de 5 g/L de cada uno. Para el 

segundo se utilizó medio YMX con 10 g/L de xilosa. Una vez inoculados los 
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reactores, se burbujearon con nitrógeno gaseoso filtrado para promover la 

anaerobiosis. Se tomaron muestras en el tiempo 0 h y cada 12 h durante 96 h. Las 

muestras se guardaron a 4 oC hasta su análisis posterior. Los experimentos se 

realizaron por duplicado y se cuantificaron los azúcares residuales y el etanol 

producido. 

5.12.2 Fermentación en lote en frascos serológicos con C. humicola 

OJ-31 y QN-52 

Se utilizaron frascos serológicos de 10 mL con 9 mL de medio de cultivo 

Breus, inóculo y la concentración de azúcares a trabajar. C. humicola se incubó 

durante 6 h para alcanzar la mitad de su fase exponencial. El inóculo utilizado se 

ajustó a una concentración de 2x108 células/mL. Se sellaron los frascos y se 

incubaron a 30 °C durante el tiempo determinado. Las fermentaciones se realizaron 

por triplicado y las muestras se analizaron al final del proceso. Se cuantificaron 

azúcares y etanol por HPLC y azúcares reductores por DNS. 

Se realizaron fermentaciones a diferentes concentraciones y mezclas de las 

fuentes de carbono: celobiosa, glucosa, xilosa y sacarificados de bagazo de caña. 

5.12.3 Fermentación en lote alimentado en frascos serológicos con 

C. humicola OJ-31 y QN-52 

Se utilizaron frascos serológicos de 25 mL con un volumen de operación inicial 

de 15 mL con medio Breus, 10 g/L de celobiosa y un inóculo de 2x108 células/mL. Se 

sellaron los frascos y se incubaron a 30 ºC. A las 16, 32 y 48 h de fermentación se 

añadieron pulsos de celobiosa de un concentrado estéril con ayuda de una jeringa 
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estéril para ajustar su concentración a 10 g/L. Se tomaron muestras al inicio, al final y 

cada 16 h. Las fermentaciones se realizaron por triplicado y las muestras se 

analizaron al final del proceso. Se cuantificaron azúcares y etanol por HPLC y 

azúcares reductores por DNS. 

5.13 Determinación de azúcares reductores 

A las muestras de 100 µL de la dilución respectiva, se añadieron 400 µL de 

agua destilada y 1.5 mL de ácido dinitrosalicílico (DNS). Se llevaron los tubos a 

ebullición en baño María por 5 min y se enfriaron en un baño de agua a temperatura 

ambiente. Se adicionaron 3 mL de agua destilada a cada una de las muestras y se 

midió la absorbancia a 550 nm (Miller 1959). La concentración de azúcares se 

determinó con una curva estándar para cada uno de los azúcares evaluados 

(glucosa, xilosa o celobiosa). 

5.14 Medición de azúcares y etanol en HPLC 

Se utilizó un equipo HPLC-IR (Agilent Technologies modelo 1260 Infinity); 

columna Hi-plex H+ 300 x 7.7 mm (Agilent) y una precolumna Hi-plex Guard Column 

50 x 7.7 mm (Agilent). La fase móvil fue H2SO4 5 mM en agua desionizada, con un 

flujo de 0.6 ml/min, temperatura de detector de 50°C y temperatura en columna de 

65°C. Las muestras fueron previamente centrifugadas y filtradas con un acrodisco de 

1.3 cm de diámetro y un tamaño de poro de 0.45 µm (PALL).  

5.15 Determinación de proteína celular  
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La proteína celular se determinó por el método de Lowry et al. (1951) con 

modificaciones por Herbert et al. (1971) usando 50 µL de suspensión celular o 

extracto crudo. 

En tubos de ensaye se mezclaron 50 µL de muestra con 450 µL de agua 

destilada y 500 µL de NaOH 1N; se llevaron a ebullición en baño María durante 5 

min. Se dejó enfriar y se agregaron 2.5 mL de reactivo C (preparado con 50 mL de 

Na2CO3 al 5 %, 1 mL de CuSO4·5H2O al 1 % y 1 mL de tartrato de sodio y potasio al 

2 %), se agitó y se dejó reposar 10 min. Se añadieron 500 µL de reactivo de Folin-

Ciocalteau 1 N (Sigma-Aldrich) y se agitó vigorosamente, se dejó reposar 30 min y se 

leyó la absorbancia a 750 nm. Se utilizó una curva estándar realizada con albúmina 

de suero bovino en un intervalo de 0-2 mg/mL.  

5.16 Determinación de actividades enzimáticas 

5.16.1 Actividad de β-glucosidasa 

La actividad de la β-glucosidasa fue estimada espectofotométricamente 

midiendo la liberación de ρ-nitrofenol (pNP) mediante la hidrólisis de ρ-nitrofenil-β-D-

glucopiranósido (pNPG).  

Se mezclaron 0.1 mL de la muestra de extracto enzimático con 1 mL de pNPG 

1mM en regulador fosfatos 25 mM pH 6.2. Se incubaron a 40 °C durante 15 min y la 

reacción se detuvo por la adición de 1 mL de Na2CO3 1 M (modificado de Kim and 

Pack, 1989). Se leyó la absorbancia a 405 nm y se calculó la concentración de pNP 

liberado con ayuda de una curva estándar. Una unidad de actividad de β-glucosidasa 

se define como la cantidad de enzima requerida para liberar 1 µmol de pNP por 

minuto en las condiciones estándar de ensayo. 
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5.16.2 Actividad sobre papel filtro (PFasa) 

Se mezcló el papel filtro de 0.25 x 10 cm enrollado con 0.5 mL de extracto 

enzimático diluido y 0.5 mL de regulador de citratos pH 4.8 50 mM, se agitó y se 

incubó a 50 ºC durante 1 h. Se añadió 1.5 mL de DNS, se agitó y se llevó a ebullición 

en baño María durante 5 min. Se enfrió, se agregaron 2.5 mL de agua destilada y se 

leyó la absorbancia a 550 nm contra un testigo de reactivo (sin muestra y sin 

sustrato), un testigo de enzima (sin sustrato) y un testigo de sustrato (sin muestra) 

(Ghose 1987). La actividad se expresa como unidades de papel filtro (PFasa), es 

decir, los micromoles de glucosa liberada por minuto de la hidrólisis de 25 mg de 

papel filtro Whatman No. 1. 

5.16.3 Actividad de xilanasas 

Las xilanasas se determinaron en una mezcla de 0.98 mL de regulador citratos 

fosfatos pH 7, 50 mM, 500 µL de xilana al 1 % en agua destilada y 20 µL de muestra. 

La mezcla se incubó a 40 ºC durante 5 min. Se detuvo la reacción con 1.5 mL de 

DNS, se llevó a baño María durante 5 min y se enfrío a temperatura ambiente. Se 

añadieron 2 mL de agua destilada, se homogenizó y se leyó la absorbancia a 550 nm 

contra un testigo de reactivo, un testigo de enzima y un testigo de sustrato. Una 

unidad de xilanasas se representa como los µmol de xilosa liberada por minuto bajo 

las condiciones estándar de ensayo.  

5.16.4 Actividad de CMCasas 
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Se utilizó una mezcla de 0.15 mL de regulador Tris-HCl 50 mM pH 7.0, 0.25 

mL de CMC 1 % en el mismo regulador y 0.10 mL de muestra. La mezcla se incubó a 

50 ºC durante 3 min. Se añadió 1.5 mL de DNS para detener la reacción, se agitó y 

se llevó a baño María durante 5 min. Se enfrió a temperatura ambiente, se agregaron 

3 mL de agua destilada, se agitó y se leyó su absorbancia a 550 nm contra el testigo 

de reactivo, testigo de enzima y testigo de sustrato. Una unidad de CMCasa se 

representa como los µmol de celobiosa liberada por minuto bajo las condiciones 

estándar de ensayo. 
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VI Resultados y Discusión 

6.1 Cinéticas de crecimiento de C. humicola OJ-31 

Se realizaron cinéticas del crecimiento de C. humicola OJ-31 en los medios 

YM, YMC y YMX con el propósito de evaluar su capacidad de asimilar y crecer a 

partir de diferentes fuentes de carbono. En el caso del medio YM, C. humicola OJ-31 

presentó una velocidad específica de crecimiento de 0.40 h-1, consumiendo casi la 

totalidad de la glucosa en las primeras 4 h de cultivo y alcanzando el estado 

estacionario a las 10 h con una biomasa final de 3.95 g/L y un rendimiento de 0.35 g 

biomasa/g glucosa consumida (Figura 6a). El comportamiento cinético de C. 

humicola OJ-31 en medio YMC, fue muy similar al obtenido con glucosa con una 

biomasa y rendimiento final de 4.23 g/L y 0.39 g biomasa/g celobiosa consumida, 

respectivamente (Figura 6b). Por otra parte, el comportamiento cinético en el medio 

YMX fue muy diferente al de los dos casos anteriores, con una velocidad específica 

de crecimiento mucho menor (0.10 h-1) y alcanzando el estado estacionario hasta las 

18 h de cultivo. Además, con un tiempo de cultivo más prolongado, a las 22 h se 

obtuvo un máximo de biomasa de 3.75 g/L con un rendimiento de 0.44 g biomasa/g 

xilosa consumida (Figura 6c).  

Los resultados anteriores indican que C. humicola OJ-31 posee la capacidad 

de asimilar y crecer en glucosa y celobiosa de manera eficiente, mientras que el 

consumo y crecimiento a partir de xilosa se presenta, pero más lentamente que en 

los anteriores.  
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Figura 6. Cinética de crecimiento y consumo de sustrato con Cryptococcus humicola 

OJ-31 en medio: a) YM; b) YMC; c) YMX.  
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Claves: Crecimiento celular ( ); glucosa ( ); celobiosa ( ); xilosa ( ). 

Klimacek et al. (2010) reportaron que la velocidad específica de crecimiento de 

S. cerevisiae es mucho menor al utilizar xilosa en comparación con glucosa. Esto se 

debe a una dramática reducción de los metabolitos de la glucólisis, ya que el flujo de 

carbono a través de la glucólisis es de 25 a 30 veces mayor al crecer con glucosa en 

comparación con la xilosa. 

A través de un análisis de flujo metabólico Klimacek et al. (2010) encontraron 

que la poza del primer intermediario del flujo de xilosa hacia la glucólisis, la fructosa 

6-fosfato (Fru6F) es un punto crítico. Una baja concentración de Fru6F da como 

resultado una baja actividad de la Fosfofructocinasa (PFK), la cual transforma a la 

Fru6F en Fructosa 1,6-bifosfato (Fru(1,6)P2). Esto lleva a la disminución de la tasa de 

formación de Fru(1,6)P2 y por lo tanto la continuación de la glucólisis y la formación 

de su último intermediario, piruvato. Lo anterior da como resultado una baja 

producción de energía e intermediarios para el crecimiento celular a partir de xilosa. 

6.2 Producción de etanol por C. humicola OJ-31 en reactores tipo 

tanque agitado (Sixfors) 

6.2.1 Fermentación alcohólica en lote de glucosa-celobiosa-xilosa 

Se evaluó la capacidad de C. humicola OJ-31 para producir etanol a partir de 

una mezcla de azúcares. Se utilizaron reactores de tanque agitado de mesa de 500 

mL (Sixfors) y medio YM con la mezcla de azúcares glucosa-celobiosa-xilosa a 5 g/l 

de cada uno de ellos. Se observó que la glucosa se consume casi en su totalidad 

durante las primeras 12 h, obteniendo 2.42 g/L de etanol en este punto (Figura 7). El 

consumo de la celobiosa fue más gradual, a las 12 h su concentración disminuye 
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muy poco y es hasta que no hay glucosa presente en el medio que la velocidad de 

consumo aumenta, agotándose hasta las 48 h teniendo en ese momento 4.53 g/L de 

etanol.  
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Figura 7. Producción de etanol y consumo de azúcares por C. humicola OJ-31 en 

reactores tipo tanque agitado (Sixfors) con medio YM glucosa-xilosa-celobiosa. 

Claves: Glucosa ( ); celobiosa ( ); xilosa ( ); etanol ( ); xilitol          

( ) 

 

Por otra parte, el consumo de la xilosa fue más lento que el de la glucosa y 

celobiosa, durante las primeras 24 h fue de sólo 0.44 g/L. A las 36 h se agotó la 

glucosa y cerca de la mitad de la celobiosa y es en este punto que aumenta el 

consumo de xilosa a 1.35 g/L. Sin embargo, al final de la fermentación sólo se 

consumieron 2.26 g/L de esta pentosa, de los cuales 1.56 g/L se fueron a la 
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formación de xilitol, el intermediario inmediato en la ruta de asimilación de xilosa. La 

producción de etanol fue incrementando conforme se consumieron los azúcares y el 

punto máximo se presentó a las 84 h con 5.6 g/L y un rendimiento de 0.53 g etanol/g 

azúcar consumido (Figura 7). 

El orden de consumo de los azúcares se da de manera secuencial, 

observándose que el consumo de celobiosa y xilosa comienza una vez que se ha 

agotado la glucosa del medio, lo que indica que la glucosa puede estar ejerciendo 

cierta represión catabólica (Hahn-Hägerdal et al. 2007). En general las levaduras 

prefieren utilizar la glucosa, cuya producción de energía es más eficiente en 

comparación con otros azúcares y por lo tanto, en presencia de glucosa muchas 

células reprimen el metabolismo de otros azúcares (Harcus et al. 2013). Además, las 

enzimas requeridas para la utilización de fuentes de carbono alternativas, son 

sintetizadas a menores velocidades, o también puede presentarse una competencia 

por los transportadores que llevan a los azúcares al interior de la célula (Barnett y 

Entian 2005; Harner et al. 2015). 

6.2.2 Fermentación alcohólica en lote de xilosa 

Con la finalidad de evaluar la capacidad de C. humicola OJ-31 de producir 

etanol a partir de xilosa, se realizó la cinética de fermentación en medio YMX en 

reactor de 500 mL. En estas condiciones se observó que a las 12 h de la 

fermentación se consumieron 1.40 g/L de xilosa y se produjeron 1.02 g/L de etanol y 

3.20 g/L de xilitol, estos valores se mantuvieron sin cambios significativos durante el 

resto de la fermentación (Figura 8). El punto máximo de producción de etanol fue a 

las 60 h con 1.05 g/L, valor que a las 72 h disminuyó a 0.99 g/L. Lo cual podría 

deberse a que el etanol es un sustrato ocasionalmente utilizado por C. humicola 
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(Takashima et al. 2001). El etanol producido pudo deberse a la gran cantidad de 

azúcares reductores presentes en el medio YM, ya que los componentes 

mayoritarios del extracto de malta son carbohidratos, principalmente glucosa y 

maltosa con 27.33 y 27.6 % de los sólidos secos totales, respecitvamente (Heron 

1966). La maltosa consiste en un disacárido intermediario en el rompimiento del 

almidón, formado por dos moléculas de glucosa unidas por un enlace α(1-4) (Lackie 

2013). 
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Figura 8. Producción de etanol y consumo de azúcares por C. humicola OJ-31 en 

reactores tipo tanque agitado (Sixfors) con medio YMX. 

Claves: Azúcares reductores ( ); xilosa ( ); etanol ( ); xilitol ( ) 

 

Al final de la fermentación se consumieron 1.91 g/L de xilosa y se produjeron 

2.93 g/L de xilitol.  Los 1.91 g/L xilosa consumida se redujeron a su intermediario 

xilitol y el 1.03 g/L de xilitol restante también podría atribuirse a los azúcares 
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reductores del medio YM. Se observó que C. humicola OJ-31 posee limitaciones 

para consumir xilosa en condiciones anaerobias. Se ha reportado que en la levadura 

Scheffersomyces stipitis la ausencia de oxígeno juega un papel crítico en el 

metabolismo de xilosa, balance rédox, crecimiento celular, funcionamiento de la 

mitocondria y generación de energía para el transporte de la xilosa (Skoog y Hahn-

Hägerdal 1990). Bajo condiciones anaerobias existe un desbalance redox 

relacionado con las enzimas encargadas de los dos primeros pasos de su ruta 

metabólica, xilosa reductasa (XR) y xilitol deshidrogenasa (XDH), las cuales son 

dependientes de los cofactores NADPH y NAD+, respectivamente (Liang et al. 2014). 

La obtención de bajos rendimientos de etanol se ha relacionado con la vía 

metabólica de la xilosa al formarse el intermediario xilitol como consecuencia del 

pobre reciclaje de cofactores, lo que a su vez impide la continuación del xilitol hacia 

piruvato y finalmente etanol (Chu y Lee 2007; Matsushika et al. 2009a).   

En la Figura 9 se muestran las reacciones involucradas en el metabolismo de 

la xilosa hacia etanol en condiciones anaerobias. Se puede observar que no existe 

un balance en el intercambio de los cofactores, ya que se requieren más moléculas 

de NADPH y NAD+ que las que se producen en un ciclo de conversión de xilosa a 

etanol (balance neto). Lo anterior representa un problema, ya que estos mismos dos 

cofactores corresponden a las primeras dos reacciones de la ruta de la xilosa y como 

consecuencia el metabolismo de la xilosa se ve interrumpido. Otro aspecto a 

considerar en el lento metabolismo de la xilosa es la insuficiente expresión de los 

genes involucrados en la ruta no oxidativa de las pentosas fosfato (Chu y Lee 2007; 

Klimacek et al. 2010). Lo anterior coincide con otros estudios donde se ha reportado 

que se puede mejorar la producción de etanol y disminuir la de xilitol al incrementar 
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la afinidad de la XR por el NADH y sobreexpresar los genes de la ruta no oxidativa 

de las pentosas fosfato (PPP) (Jeppsson et al. 2006).  

 

 

 

Figura 9. Rutas involucradas y balance de las reacciones para la transformación de 

xilosa en etanol. Adaptado de Nelson et al. (2008). 

 

6.3 Evaluación del crecimiento de C. humicola OJ-31 en medios de 

cultivo mínimos  

En los experimentos anteriores, se observó una interferencia de los azúcares 

presentes en el medio YM, tanto para el cálculo de rendimientos de producción de 

etanol, así como en la producción de los metabolitos a partir de un azúcar en 

1) Xilosa a su intermediario en la ruta de PPP: 

Xilosa + NADPH + NAD+ + ATP→ Xilulosa 5-fosfato + NADP+ + NADH + ADP + Pi 

2) Ruta no oxidativa de la PPP: 

Xilulosa 5-fosfato + ribosa 5-fosfato → Glucosa 6-fosfato + eritrosa 5-fosfato 

3) Glucólisis: 

Glucosa 6-fosfato + 2NAD+ + 3ADP + 3Pi → 2Piruvato + 2NADH + 2H+ + 3ATP + 3H2O 

4) Producción de etanol: 

Piruvato + NADH + H+ → Etanol + CO2 + NAD+ 

5) Balance neto de la fermentación de xilosa: 

Xilosa + NADPH + NAD+ + 2ADP + 2Pi → 2Etanol + 2CO2 + NADP+ + NADH + 2ATP + 2H2O 
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específico. Debido a esto, se buscó un medio mínimo para ser utilizado en las 

fermentaciones con C. humicola y eliminar la interferencia de los azúcares del medio. 

Por lo anterior, se evaluó la capacidad de C. humicola OJ-31 de crecer en tres 

medios mínimos con la fuente de carbono de interés. Se eligieron los medios Breus 

(Breus et al. 2012), Kulakovskaya (Kulakovskaya y Golubev 2006) y Basal (Morita et 

al. 2011) ya que se había reportado su uso con C. humicola. 

El crecimiento celular de C. humicola OJ-31 se evaluó a las 0, 6 y 24 h de 

incubación utilizando glucosa como fuente de carbono. En los medios Breus y 

Kulakovskaya se presentó un comportamiento muy similar, alcanzando alrededor de 

3.5 g/L de biomasa a las 24 h, mientras que el crecimiento con el medio basal fue 

mucho menor, siendo de 2.32 g/L (Figura 10). Se eligió el medio Breus para las 

etapas posteriores de fermentación, ya que su composición es más simple que la del 

medio Kulakovskaya. 
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Figura 10. Cinética de crecimiento de C. humicola OJ-31 a partir de los medios 

mínimos Breus, Kulakovskaya y Basal, con 10 g/L de glucosa como fuente de 

carbono. 

Claves: Breus ( ); Kulakovskaya ( ); Basal ( ). 

6.4 Localización de la actividad de β-glucosidasa de C. humicola 

OJ-31 

En los experimentos anteriores se observó que C. humicola OJ-31 es capaz 

de crecer en celobiosa como única fuente de carbono. Para poder asimilar la 

celobiosa se requiere de la actividad de β-glucosidasa para obtener la glucosa libre. 

Por lo anterior se decidió evaluar dicha actividad en el crecimiento de C. humicola 

OJ-31 con y sin el sustrato de la enzima, medios YMC y YM, respectivamente. Se 

midió la actividad del sobrenadante del cultivo, el paquete celular y del extracto crudo 
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libre de células obtenido después de su rompimiento, con el propósito de localizar 

donde se encuentra principalmente la enzima y si ésta es de carácter inducible o 

constitutivo.  

La actividad de β-glucosidasa de las células intactas en medio YM fue de 2.9 

UI/g y en el medio YMC 9.0 UI/g, mientras que en el sobrenadante de ambas no se 

detectó actividad alguna (Tabla 6). Lo anterior indica que la actividad está asociada 

con la célula y demuestra que esta enzima no es exportada hacia el exterior de la 

misma. Además, con el propósito de determinar si la enzima se encuentra 

principalmente en el interior celular o anclada a la membrana, se realizó el 

rompimiento celular y se determinó la actividad β-glucosidasa. La actividad del 

extracto libre de células obtenido después del rompimiento celular corresponde a la 

presencia de esta enzima en el citoplasma. Se obtuvieron valores de 273.5 y 419.9 

UI/g para el crecimiento en medio YM y YMC, respectivamente (Tabla 6). Estos 

valores obtenidos fueron 94 y 46 veces mayores a los obtenidos en las células sin 

romper de los medios YM y YMC, respectivamente. Esto indica que esta enzima se 

encuentra en el interior de la célula y para poder asimilar la celobiosa es necesario 

primeramente transportarla a su interior. 

Tabla 6. Actividad de β-glucosidasa de C. humicola OJ-31 

Medio 

Actividad específica de β-glucosidasa 
(UI/g proteína) 

Células intactas Medio de Cultivo Extracto crudo 
libre de células 

YM 

YMC 

2.9 ± 0.4 

9.0 ± 0.2 

ND 

ND 

273.5 ± 4.5 

419.9 ± 45.6 
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        *ND: No detectado 

  

Por otro lado, al comparar los resultados de actividad de β-glucosidasa en los 

extractos crudos libres de células, se observó que la actividad específica de β-

glucosidasa en el medio YMC fue 53.53 % mayor en comparación con el medio YM, 

lo cual podría indicar una inducción de la enzima por parte de su sustrato celobiosa. 

No existen reportes para comparar la enzima β-glucosidasa o el consumo de 

celobiosa con C. humicola. Sin embargo, Rodríguez et al. (2007) reportaron un 

comportamiento similar con Candida guilliermondii y Candida pulcherrima, ya que 

obtuvieron 1.54 y 2.24 veces más actividad β-glucosidasa durante el crecimiento en 

celobiosa en comparación de glucosa, respectivamente. Cabe señalar que las 

actividades específicas obtenidas en los extractos libres de células de C. humicola 

creciendo en los medios YM y YMC son 19 y 82 %, mayores respectivamente en 

comparación con el valor reportado para Aspergillus saccharolyticus durante el 

crecimiento con bagazo de caña (230 UI/g proteína). A. saccharolyticus ha sido 

reportado como un hongo cuya actividad β-glucosidasa es altamente eficiente 

(Sørensen et al. 2014).  

 

6.5 Producción de etanol a partir de celobiosa y xilosa con C. 

humicola OJ-31 

De acuerdo a los resultados anteriores, la β-glucosidasa de C. humicola está 

asociada a las células y esta enzima no es exportada extracelularmente. Además, 

para llevar los azúcares al interior de las células de levaduras se ha reportado el uso 
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de los transportadores de celodextrinas para la celobiosa y los transportadores de 

hexosas para la xilosa (Galazka et al. 2010). Por lo que, en ausencia de glucosa, los 

transportadores de hexosas son usados casi exclusivamente para la xilosa. Para 

estudiar si C. humicola OJ-31 posee la capacidad de asimilar la xilosa haciendo uso 

de los cofactores producidos durante la fermentación de la glucosa proveniente de la 

celobiosa y sin la competencia por los transportadores entre glucosa y xilosa, se 

realizaron fermentaciones con la mezcla de celobiosa más xilosa a 10 g/L de cada 

azúcar durante 48 y 72 h.  

Bajo las condiciones de estudio, a las 48 y 72 h de fermentación se consumió la 

celobiosa en su totalidad. El consumo de xilosa fue de 2.24 y 3 g/L con una 

producción de xilitol de 2.15 y 2.23 g/L en las 48 y 72 h, respectivamente (Figura 11). 

La producción de etanol de C. humicola OJ-31 fue de 5.90 y 5.31 g/L a las 48 y 72 h, 

respectivamente, ambas con rendimientos de 0.51. El consumo de azúcares y 

producción de etanol fue muy similar a las 48 y 72 h de fermentación, con 

productividades de etanol de 0.12 y 0.07 g/L·h, respectivamente. Por lo que con esta 

concentración de azúcares no es conveniente utilizar periodos de fermentación de 72 

h, ya que disminuye la productividad. 
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Figura 11. Consumo de sustrato, producción de etanol y xilitol a partir de celobiosa y 

xilosa en condiciones anaerobias, por C. humicola OJ-31: a) 48 y b) 72 h. 

Claves: Celobiosa ( ); xilosa ( ); xilitol ( ); etanol ( ). 
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C. humicola OJ-31 posee una buena capacidad de asimilar xilosa en 

condiciones aerobias, sin embargo, existen muchas limitaciones para su consumo en 

condiciones anaerobias. Aún en combinación de otros azúcares y al extender los 

tiempos de fermentación, no se observa una mejora en la capacidad de producir 

etanol. Es posible que esta limitación vaya más allá de una represión por sustrato, 

dado que el estancamiento de la ruta de la xilosa y la acumulación de su producto 

reducido el xilitol, no permiten llevar a la xilosa hasta el producto final, etanol (Liang 

et al. 2014). 

Se han desarrollado diversas estrategias para mejorar la ruta metabólica de la 

xilosa con el propósito de incrementar la producción de etanol y reducir la producción 

de otros subproductos. El desbalance de cofactores rédox se debe a su pobre 

reciclaje en los pasos oxidoreductivos iniciales de la XR preferente de NADPH y la 

XDH estrictamente dependiente de NAD+ (Chu y Lee 2007; Matsushika et al. 2009a). 

El recambio de los nucleótidos NADH/NAD+ y NADPH/NADP+ es muy alto en 

comparación con sus concentraciones, por lo que el balance en sus velocidades de 

oxidación y reducción es un prerrequisito para la continuación de las reacciones de 

anabolismo y catabolismo (Graef et al. 1999). Debido a esto, se han intentado 

diferentes técnicas de ingeniería de proteínas para alterar la preferencia de 

cofactores de la XR hacia NADH, en lugar de NADPH. En la mayoría de las células, 

la poza total de NADH/NAD+ es mayor que la de NADPH/NADP+, donde la 

concentración intracelular de la suma de NADH y NAD+ ha sido reportada de 

aproximadamente 1 mM (Koning y Dam 1992; Richard et al. 1993; Pollak et al. 2007). 

Durante el crecimiento aerobio, la reoxidación del NADH formado durante la 

glucólisis se da en la respiración mitocondrial. Mientras que bajo condiciones 
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anaerobias lo anterior no es posible, ya que la formación de etanol no cuenta para la 

reoxidación de NADH (Bakker et al. 2001). Por lo que cambiando la preferencia de la 

XR hacia NADH, se mejora el balance rédox al producir NAD+ y al darse la oxidación 

y reducción de este cofactor entre las primeras dos enzimas de la ruta. El control 

sobre el recambio de cofactores rédox en la manipulación de flujos metabólicos es un 

enfoque emergente y útil en la optimización de rendimientos de productos de interés 

en los procesos biotecnológicos con el uso de levaduras (Dussap y Poughon 2017). 

Sin embargo, esta modificación no siempre logra una eficiente producción de etanol 

a partir de xilosa, lo que indica que el desbalance de cofactores podría no ser la 

única limitación de la vía de la xilosa (Hou et al. 2007; Krahulec et al. 2010). 

En estudios previos se ha reportado la necesidad de actividades altas de XR y 

XDH para una eficiente fermentación alcohólica de xilosa, lo cual se puede lograr al 

sobreexpresar los genes XYL1 y XYL2 que codifican para la XR y XDH, 

respectivamente (Karhumaa et al., 2006; Matsushika y Sawayama, 2008; Kim et al., 

2012; Liang et al., 2014;). El incremento de estas actividades puede canalizar el 

metabolismo hacia la xilulosa y la continuación de la vía de una manera más eficiente 

y con un mayor flujo de carbono hacia etanol. De esta manera se puede mejorar el 

consumo de xilosa y reducir la producción de xilitol (Jeppsson et al. 2003b; Krahulec 

et al. 2010). 

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa es un regulador de la vía oxidativa de las 

pentosas fosfato (PPP), donde se produce la mayoría del NADPH utilizado en las 

reacciones celulares (Nogae y Johnston 1990). También se ha reportado un 

incremento de producción de etanol a partir de xilosa al sobreexpresar el gen ZWF1 
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que codifica para esta enzima, aumentando así la producción de NADPH, que a su 

vez satisface los requerimientos de la XR (Jeppsson et al. 2003a). 

Otra estrategia es la sobreexpresión del gen de la xilulosa cinasa (XK), lo cual 

ha mostrado ayudar en la utilización de la xilosa (Karhumaa et al. 2005). La 

asimilación de xilulosa se ha mejorado sustancialmente al sobreexpresar los genes 

de las enzimas de la vía no oxidativa de PPP como la transaldolasa, transcetolasa, 

ribosa 5-fosfato cetol-isomerasa, ribulosa 5-fosfato epimerasa en cepas que 

expresan de manera natural los genes de XR, XDH y XK (Johansson y Hahn-

Hägerdal 2002). 

La afinidad de los transportadores de hexosas por la xilosa es de uno a dos 

órdenes de magnitud menores que la afinidad por la glucosa, lo cual resulta en la 

inhibición competitiva del transporte de xilosa al interior de la célula con la glucosa 

(Kotter y Ciriacy 1993). Por lo que otra estrategia es la introducción de 

transportadores de xilosa para reducir la inhibición por glucosa. A pesar de que con 

estas estrategias se ha reportado cierta mejoría en la fermentación alcohólica de 

xilosa no se ha logrado igualar el desempeño de la fermentación de glucosa, por lo 

que la ruta de la xilosa continúa siendo un cuello de botella que necesita ser 

estudiado para obtener mejores producciones de etanol a partir de este azúcar 

(Liang et al. 2014; Zha et al. 2014). 

6.6 Producción de etanol a diferentes concentraciones de celobiosa 

con C. humicola OJ-31 

Se sometió a C. humicola OJ-31 a una fermentación en lote de 48 h con medio 

mínimo Breus y diferentes concentraciones de celobiosa como única fuente de 
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carbono, con el propósito de determinar su capacidad de tolerar y producir etanol a 

diferentes concentraciones de este azúcar. Al utilizar 10 g/L de celobiosa se tiene un 

consumo del 100 % de este azúcar con un rendimiento de 0.51 g etanol/g celobiosa 

consumida, que corresponde al máximo teórico aproximadamente. A las 

concentraciones de 20 y 30 g/L de celobiosa, en ambos casos se tiene un consumo 

cercano al 80 % con una producción de etanol de 7.33 y 12.09 g/L, respectivamente 

y ambos con rendimientos de 0.51 g/g (Figura 12).  

Al aumentar la concentración de celobiosa a 40 y 60 g/L se presentó una 

drástica disminución en la producción de etanol con valores de 6.76 y 4.13 g/L y en el 

consumo del azúcar 34.40 y 17.95 %, respectivamente (Figura 12). Esto sugiere que 

el metabolismo de consumo de celobiosa para la producción de etanol de C. 

humicola OJ-31, podría estar inhibido por la concentración del sustrato o por la 

acumulación del producto.  

Se ha observado que altas concentraciones de azúcares en el medio de 

cultivo, pueden generar un estrés osmótico en las células, lo que conlleva a una 

disminución de la viabilidad, crecimiento y desempeño fermentativo de las células 

(D’Amore 1992; Briggs et al. 2004). El estrés osmótico puede definirse como 

cualquier situación donde exista un desbalance suficiente entre la osmolaridad 

intracelular y extracelular que cause un cambio que deteriore la fisiología de la célula 

(Csonka y Hanson 1991), caracterizado por la pérdida de agua y siguiente turgor 

(Blomberg y Adler 1992; Wood 1999; Klipp et al. 2005). En el presente trabajo, no se 

midió la tónicidad del medio, pero las concentraciones altas de celobiosa pudieron 

generar un estrés osmótico en las levaduras lo que pudo haber afectado su viabilidad 

o su metabolismo influyendo en la disminución de la capacidad de producir etanol. 
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Por otro lado, podría también pensarse en la inhibición por altas concentraciones de 

celobiosa del sistema de transporte facilitado de glucosa y protones por medio del 

cual la celobiosa es transportada al interior de la célula (Spencer-Martins y Van Uden 

1986).  
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Figura 12. Producción de etanol y consumo de celobiosa a diferentes 

concentraciones de sustrato en fermentación en lote con C. humicola OJ-31.  

Claves:  Celobiosa consumida ( ); etanol ( ). 

 

6.7 Mutagénesis y selección de mutantes de C. humicola OJ-31 

productoras de etanol a partir de xilosa 
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Las levaduras que utilizan la xilosa eficientemente en medios definidos, 

usualmente presentan un pobre desempeño con los sacarificados de biomasa 

lignocelulósica. Uno de los problemas principales es la presencia de hexosas 

(glucosa) que compiten o inhiben la utilización de la xilosa (Bicho et al., 1988; 

Panchal et al., 1988). Las levaduras fermentadoras de xilosa pueden convertir la 

glucosa o la xilosa a etanol de manera individual. Sin embargo, la fermentación de 

xilosa en mezcla con glucosa no se da de manera eficiente debido a que la 

fermentación de la glucosa precede a la de la xilosa y las levaduras no son los 

suficientemente tolerantes al etanol para completar el segundo proceso (Harner et al. 

2015). Por lo que el mejoramiento en la asimilación y fermentación de xilosa en 

presencia de glucosa, sin la inhibición por glucosa es atractivo para la fermentación 

simultánea de la mezcla de azúcares de los sacarificados lignocelulósicos, 

mejorando los rendimientos y disminuyendo los tiempos de fermentación. 

Con el propósito de obtener mutantes que tengan la capacidad de producir 

etanol a partir de xilosa y glucosa de manera simultánea al resistir represión por 

glucosa, se sometió a C. humicola OJ-31 a mutagénesis y recuperación como se 

describió anteriormente. Se aislaron 214 mutantes en medio YMX (Figura 13) y 

como primer paso de selección, se resembraron todas las colonias en placas Petri 

con medio YMX + 0.5 % de 2-desoxiglucosa (2-DG) y se incubaron durante 24 horas. 

Dado que la 2-DG es un análogo no metabolizable de la glucosa, las células que 

logren crecer en sustratos como las pentosas y en presencia de este análogo, 

potencialmente podrían ser mutantes candidatas resistentes a represión por glucosa 

(Sreenath y Jeffries 1999). El crecimiento de la mayoría de las colonias fue afectado 

por la 2-DG. Por lo que, sólo 38 colonias del total de 214 presentaron la capacidad 
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de crecer bajo estas condiciones. De las cuales, se seleccionaron las 10 mutantes 

que presentaron el mayor crecimiento, con los diámetros de colonias mayores. 

 

 

Figura 13. Aislamiento de mutantes de C. humicola OJ-31 en medio YMX. 

 

Las 10 colonias seleccionadas y la mutante control OJ-31, se incubaron en 

medio líquido YMX con 2-DG 0.5 % para corroborar su capacidad de utilizar xilosa y 

tolerar la presencia del análogo. En esta segunda prueba se seleccionaron 7 

mutantes que presentaron un mayor crecimiento (1, 3, 5, 6, 7, 9 y 10) aunque sólo 

las mutantes 3 y 10 superaron a la cepa madre OJ-31 (Figura 14). Estas mutantes, 

así como la cepa control C. humicola OJ-31 se llevaron a una fermentación en lote 
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de 48 h en frascos serológicos de 10 mL con medio YMX, como se describió 

anteriormente. Al final de la fermentación, sólo las mutantes OJ-31 y 5 presentaron 

producción de etanol a partir de xilosa, con valores de 1.63 y 1.61 g/L, 

respectivamente (Tabla 7). 

 

 

Figura 14. Crecimiento aerobio de C. humicola OJ-31 y sus mutantes en medio YMX 

+ 0.5 % 2-DG 

 

Con el propósito de corroborar la capacidad de producción de las mutantes C. 

humicola OJ-31 y 5, se realizó otra etapa de fermentación de 48 h en frascos 

serológicos de 10 mL con medio Breus-xilosa. Se eligió el medio mínimo Breus para 

descartar que el etanol obtenido se hubiera producido a partir de los azúcares 

presentes en el medio YM. Sin embargo, al final de la fermentación en medio Breus-

xilosa no se detectó producción de etanol con ninguna de las mutantes de C. 
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humicola, OJ-31 y 5. Por lo que no se obtuvo una mutante que pudiera producir 

etanol a partir de xilosa y se descartó continuar trabajando con la producción de 

etanol usando xilosa como fuente de carbono. 
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Tabla 7. Fermentación en medio YMX con C. humicola OJ-31 y sus mutantes por 48 

h. 

Mutante 
Etanol  
(g/L) 

OJ-31 1.63 ± 0.071 

1 ND 

3 ND 

5 1.61 ± 0.006 

6 ND 

7 ND 

9 ND 

10 ND 

                                   *ND: No detectado 

 

6.8 Mutagénesis y selección de mutantes de C. humicola OJ-31 

productoras de etanol a partir de celobiosa 

La capacidad de producir etanol a partir de celobiosa por C. humicola OJ-31 

se ve limitada al utilizar concentraciones elevadas de celobiosa. Debido a lo anterior, 

se sometió a C. humicola OJ-31 a otra etapa de mutagénesis con el agente NTG con 

el propósito de obtener nuevas mutantes que presenten una mejor capacidad de 

producción de etanol a partir de altas concentraciones de celobiosa. 

Se realizó la mutagénesis como se describió anteriormente y posteriormente 

se sometió al cultivo mutagenizado a tres etapas de fermentación de 24 h 

consecutivas con celobiosa como única fuente de carbono para promover la 

supervivencia de las que asimilen o toleren mejor la celobiosa. Posteriormente se 
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llevó a cabo otra etapa de fermentación de 15 h, donde se estimó la capacidad 

fermentativa por la producción de CO2. Se eligió la producción de CO2 por ser una 

medición rápida e indirecta de la fermentación de glucosa. 

La producción de CO2 entre las mutantes fue muy variable, ésta se encontró 

en un intervalo de 0.25 a 4.25 mL, siendo QN-5 la de mayor producción (4.25 mL), 

seguida de QN-1 (2.26 mL) (Tabla 8). Se analizaron los valores de producción de 

CO2 y se realizó un análisis de varianza con la prueba de Tuckey y una diferencia 

significativa de P<0.005, con la capacidad de producción de CO2 como variable de 

respuesta. Todas las mutantes fueron significativamente diferentes entre ellas 

(P<0.001) y se seleccionó a la mutante QN-5 para continuar con la selección, ya que 

de todas las mutantes obtenidas fue la que produjo una mayor cantidad de CO2, 4.52 

mL a partir de 40 g/L de celobiosa (Tabla 8).  

Para continuar con la selección, se eligió al cultivo QN-5 para otra etapa de 

fermentación de celobiosa, a una concentración de 40 g/L durante 24 h. Lo anterior 

se realizó con el propósito de seleccionar a las mutantes que presentaran una mejor 

producción de etanol a partir de celobiosa. El cultivo QN-5 se dividió en 6 frascos 

serológicos con medio Breus-celobiosa a 40 g/L y se utilizó a la cepa madre C. 

humicola OJ-31 como control. Se midió el consumo de azúcares reductores y, la 

producción de etanol como parámetro de selección. En promedio todas las mutantes 

consumieron cerca del 30 % de la celobiosa y la producción de etanol fue cercana al 

rendimiento máximo por sustrato consumido. Algunos rendimientos fueron mayores 

al máximo teórico, lo cual puede deberse a la desviación estándar de cada uno 

(Tabla 10).  
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Tabla 8. Estimación de la capacidad fermentativa por producción de CO2 de las 

mutantes C. humicola OJ-31 en la primera etapa de selección por fermentación de 

celobiosa. 

Mutantes 

Celobiosa 

inicial 

(g/L) 

Producción de 

CO2  

(mL) 

QN-1 20 2.26 

QN-2 20 0.25 

QN-3 20 0.50 

QN-4 40 0.75 

QN-5 40 4.52 

QN-6 40 0.25 

 

Las mutantes de C. humicola que produjeron más etanol en comparación con 

la cepa madre OJ-31 (5.91 g/L) fueron QN-52, QN-55 y QN-56 con una producción 

mayor de 12.35, 5.08 y 0.68 %, respectivamente (Tabla 9). Los valores de 

producción de etanol de las 6 mutantes (Tabla 9) se sometieron a un análisis de 

varianza con la prueba de Dunnet, tomando el valor de C. humicola OJ-31 como 

control. Se observó una diferencia significativa (P=0.009) en la producción de etanol 

entre las diferentes mutantes de QN-5 con respecto a OJ-31. Finalmente, se eligió a 

QN-52 para continuar con las pruebas de fermentación, ya que de todas las 

mutantes probadas fue la que produjo más etanol (Tabla 9). 
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Tabla 9. Determinación de las capacidades fermentativas de las mutantes de C. 

humicola OJ-31 durante la segunda etapa de selección por producción de etanol a 

partir de celobiosa. 

Mutante 
Celobiosa 0 

h (g/L)  

Celobiosa 24 h 

(g/L) 

Etanol 

(g/L) 
Yp/x 

QN 51 37.93 ± 0.00 26.58 ± 0.86 4.93 ± 0.09 0.43 

QN 52 39.83 ± 0.81 28.69 ± 0.28 6.64 ± 0.07 0.60 

QN 53 39.51 ± 0.50 29.30 ± 0.28 5.88 ± 0.06 0.58 

QN 54 36.76 ± 0.46 28.27 ± 0.61 5.25 ± 0.16 0.62 

QN 55 40.69 ± 0.57 30.17 ± 0.81 6.21 ± 0.02 0.59 

QN 56 39.93 ± 0.55 27.60 ± 0.34 5.95 ± 0.08 0.48 

OJ-31 38.92 ± 1.15 25.31 ± 0.74 5.91 ± 0.15 0.43 

 

6.9 Determinación de la capacidad fermentativa de las mutantes de 

C. humicola OJ-31 y QN-52 

6.9.1 Producción de etanol a partir de diferentes concentraciones de 

celobiosa con C. humicola OJ-31 y QN-52 

Con la finalidad de comparar las diferencias en la capacidad de producción de 

etanol a partir de celobiosa entre la mutante obtenida C. humicola QN-52 con su 

cepa madre OJ-31, se realizaron fermentaciones en lote con celobiosa a 30 y 40 g/L 

durante 48 y 72 h. Al utilizar 30 g/L de celobiosa inicial, y a las 48 h de cultivo ambas 

mutantes produjeron aproximadamente 12 g/L de etanol, con una productividad de 



 
64 

0.25 g/L·h, y rendimientos de 0.51 y 0.45 g/g para OJ-31 y QN-52, respectivamente 

(Figura 15, Tabla 10). Al extender la fermentación a 72 h, las producciones de etanol 

fueron de 13.91 y 14.10 g/L con rendimientos de 0.46 y 0.4 g/g y productividad de 

0.20 y 0.19 g/L·h para OJ-31 y QN-52, respectivamente. Al utilizar 30 g/L de 

celobiosa, la producción de etanol y consumo del azúcar fue muy similar entre las 

dos mutantes. 

Al incrementar la celobiosa a 40 g/L y a las 48 h de fermentación, C. humicola 

OJ-31 consumió el 34.40 % de la celobiosa, mientras que QN-52 consumió 59.67 %. 

La producción de etanol fue de 6.76 y 12.73 g/L con rendimientos de 0.52 y 0.51 g/g 

para C. humicola OJ-31 y QN-52, respectivamente. La productividad en ese punto 

fue muy diferente para OJ-31 y QN-52, con valores de 0.14 y 0.27 g/L·h, 

respectivamente. Al extender la fermentación a 72 h, la mutante OJ-31 consumió el 

62 % de la celobiosa con una producción de 12.60 g/L de etanol, productividad de 

0.18 g/L·h y un rendimiento de 0.52 g/g. Mientras que QN-52 consumió el 74 % del 

azúcar y produjo 14.44 g/L de etanol con una productividad de 0.20 g/L·h y 

rendimiento de 0.51 g/g (Figura 16, Tabla 10). 

Al utilizar 40 g/L de celobiosa, la producción de etanol de QN-52 fue 88 % 

mayor que la de OJ-31 a las 48 h de fermentación, mientras que la productividad de 

QN-52 superó 1.93 veces a la de OJ-31 (Figura 16, Tabla 10). Extendiendo la 

fermentación hasta 72 h, la producción de etanol de OJ-31 aumenta casi el doble en 

comparación con las 48 h y bajo estas condiciones QN-52 produce 13 % más etanol 

que OJ-31. De todo lo anterior se encontró que C. humicola QN-52 superó la 

capacidad de producir etanol al utilizar una concentración inicial de celobiosa de 40 

g/L. 
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Figura 15. Producción de etanol y consumo de sustrato por C. humicola en 

fermentación en lote en medio Breus con 30 g/L de celobiosa durante 48 y 72 h: a) 

OJ-31; b) QN-52.  

Claves: Celobiosa consumida ( ); etanol ( ).
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Figura 16. Producción de etanol y consumo de sustrato por C. humicola en 

fermentación en lote en medio Breus con 40 g/L de celobiosa durante 48 y 72 h: a) 

OJ-31; b) QN-52.  

Claves: Celobiosa consumida ( ); etanol ( )



 

Tabla 10. Comparación de la capacidad de producción de etanol de las mutantes de C. humicola OJ-31 y QN-52 en 

medio Breus con diferentes concentraciones de celobiosa y tiempos de fermentación. 

Mutante 
Tiempo 

(h) 

Celobiosa inicial  

(g/L) 

Celobiosa 
final  

(g/L) 

Celobiosa 
consumida 

(%) 

Etanol  

(g/L) 

Yp/s  

(g etanol/ g 
celobiosa 

consumida) 

Productividad 

 (g/L·h) 

OJ-31 

48 29.60 ± 1.10 6.05 ± 0.81 79.57 ± 2.73 12.09 ± 0.65 0.51 0.25 

72 29.69 ± 0.66 1.33 ± 0.18 95.53 ± 5.60 14.10 ± 0.41 0.46 0.20 

48 38.72 ± 1.51 25.4 ± 2.2 34.40 ±5.68 6.76 ± 0.56 0.51 0.14 

72 38.48 ± 2.90 14.28 ± 0.94 62.90 ±2.44 12.60 ± 0.67 0.52 0.18 

QN-52 

48 30.34 ± 0.75 3.7 ± 0.06 87.82 ± 5.23 12.02 ± 1.73 0.45 0.25 

72 29.94 ± 0.7 1.43 ± 0.53 95.11 ± 1.76 13.91 ± 0.56 0.49 0.19 

48 41.25 ± 0.64 16.64 ± 1.87 59.67 ± 4.53 12.73 ± 0.43 0.52 0.27 

72 38.36 ± 0.84 10.04 ± 0.5 73.83 ± 1.31 14.44 ± 1.79 0.51 0.20 
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Se realizó un análisis de varianza de tres niveles por prueba de Tuckey con 

(P< 0.05) sobre los valores de la Tabla 10, con el propósito de determinar si existen 

diferencias estadísticamente significativas en la capacidad de producción de etanol 

de las dos mutantes de C. humicola, QN-52 y OJ-31. Las variables independientes 

probadas fueron las mutantes, la concentración inicial de celobiosa y el tiempo de 

fermentación, con la producción de etanol como variable de respuesta. Con la prueba 

de Shapiro-Wilk se observó que los valores utilizados en el análisis de varianza 

presentaron una distribución normal (P= 0.402). Además, con este análisis se 

encontró una diferencia estadísticamente significativa entre la capacidad de 

producción de etanol de las mutantes de C. humicola, OJ-31 y QN-52 (P< 0.001). 

Evaluando de manera individual los valores de etanol obtenidos en la 

fermentación de 30 g/L de celobiosa con las diferentes mutantes, la producción fue 

muy similar entre C. humicola OJ-31 y QN-52, por lo que no se encontró una 

diferencia estadísticamente significativa entre ellos (P= 0.754). Mientras que en la 

fermentación de 40 g/L de celobiosa si se encontró una diferencia significativa entre 

la producción de etanol de las diferentes mutantes en ambos tiempos de 

fermentación, 48 h (P< 0.001) y 72 h (P= 0.009). Dado que la producción de este 

alcohol a las 48 y 72 h fue significativamente mayor con C. humicola QN-52, dándole 

ventaja en la producción de etanol con esta levadura en comparación con su cepa 

madre OJ-31.  
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6.9.2 Determinación de la actividad de β-glucosidasa de C. humicola 

OJ-31 y QN-52 en la fermentación de celobiosa a diferentes 

concentraciones  

En el experimento de localización de la β-glucosidasa de C. humicola OJ-31, 

se observó una mayor actividad en el extracto crudo libre de células del medio con 

celobiosa en comparación con glucosa (Tabla 6). Esto podría significar que la 

celobiosa posee un efecto inductivo sobre la actividad de la β-glucosidasa. Además, 

teniendo en cuenta que en la fermentación de 40 g/L de celobiosa con las mutantes 

C. humicola OJ-31 y QN-52, no se tuvo un consumo completo de este azúcar, la β-

glucosidasa podría limitar el proceso (Tabla 10). Por lo que se buscó estudiar el 

comportamiento de la β-glucosidasa en condiciones de fermentación a diferentes 

concentraciones de celobiosa. Se comparó la evolución de la actividad β-glucosidasa 

en la fermentación en lote al final de la fermentación en relación con su valor inicial. 

Esto tuvo el propósito de relacionar el efecto de la concentración de celobiosa sobre 

la actividad de la enzima y las capacidades fermentativas de las mutantes OJ-31 y 

QN-52 de C. humicola. 

Dado que se partió de un mismo inóculo para cada cepa de C. humicola, la 

actividad de β-glucosidasa inicial de cada mutante fue la misma entre las diferentes 

condiciones, con valores de 1678.82 y 1588.15 UI/g proteína para OJ-31 y QN-52, 

respectivamente. Se buscó observar el comportamiento de la actividad al final de las 

48 h de fermentación en relación de las diferentes concentraciones de celobiosa. El 

cambio de la actividad entre las 0 y las 48 h de fermentación con respecto a la 

concentración de celobiosa utilizada para su crecimiento en las mutantes de C. 

humicola, OJ-31 y QN-52 se muestra en la Figura 17.  
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En la fermentación de 10 g/L de celobiosa, la actividad β-glucosidasa del 

extracto libre de células de C. humicola OJ-31 no presentó un cambio considerable, 

ya que se mantuvo casi igual a su valor inicial. Mientras que la actividad de QN-52 

bajo las mismas condiciones aumentó 19.55 %, este incremento podría indicar que la 

actividad de esta enzima se vio favorecida por una concentración de celobiosa de 10 

g/L (Figura 17). Al utilizar 20 g/L de celobiosa, el aumento de la actividad β-

glucosidasa de ambas mutantes de C. humicola con respecto a su valor inicial fue 

muy similar entre sí. Sin embargo, la actividad de C. humicola OJ-31 aumentó 14.11 

% con respecto a su valor inicial y en comparación con la fermentación de 10 g/L de 

celobiosa. Mientras que la actividad de β-glucosidasa en C. humicola QN-52 sólo 

aumentó 15.34 % respecto a su valor inicial y 4.21 % menos que el valor mostrado 

en la fermentación de 10 g/L de celobiosa (Figura 17). 

En la fermentación de 30 g/L de celobiosa, se observó como la concentración 

del azúcar afectó de manera negativa la actividad β-glucosidasa de ambas mutantes 

de C. humicola. La actividad de C. humicola OJ-31 disminuyó 29.33 % con respecto 

al valor inicial. Mientras que en QN-52 la disminución fue de 7.41 % con respecto a 

las 0 h (Figura 17). Estos resultados sugieren que la actividad de la β-glucosidasa 

sufre inhibición por sustrato a una concentración de 30 g/L, siendo el efecto sobre C. 

humicola OJ-31 casi cuatro veces mayor que en el caso de QN-52. La actividad de β-

glucosidasa de las mutantes de C. humicola disminuyó aún más en la fermentación 

de 40 g/L de celobiosa, 33.68 % (565.4 UI/g) y 18.34 % (291.2 UI/g) para OJ-31 y 

QN-52, respectivamente (Figura 17).  

Estos resultados sugieren que la actividad de β-glucosidasa se ve favorecida 

por la presencia de su sustrato, pero a concentraciones por debajo de 20 g/L. 
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Concentraciones mayores como 30 y 40 g/L tienen un efecto negativo sobre la 

actividad inicial que podría relacionarse con inhibición por sustrato. Lo anterior tiene 

relación con lo observado previamente, donde no se obtuvo un consumo completo de 

celobiosa resultando en una ineficiente producción de etanol (Tabla 10).  

Al comparar el comportamiento de la β-glucosidasa entre las cepas de C. 

humicola, se observó que la actividad de C. humicola QN-52 siempre fue mayor en 

comparación con OJ-31. En la fermentación de 10 g/L, sólo C. humicola QN-52 

presentó un incremento en la actividad β-glucosidasa. Con 20 g/L de celobiosa el 

incremento de la actividad de QN-52 fue más alto que el de OJ-31. Mientras que en 

la fermentación de 30 y 40 g/L de celobiosa, la disminución de la actividad de QN-52 

fue menor en comparación con OJ-31. Por lo que la mutante C. humicola QN-52 

obtenida en este trabajo, presentó una mayor producción y actividad de la enzima β-

glucosidasa bajo las condiciones probadas en comparación con su cepa madre OJ-

31. 

Resultados semejantes a los observados en el presente trabajo han sido 

reportados por diversos autores. Skory et al. (1996) purificaron y caracterizaron una 

β-glucosidasa intracelular de la levadura fermentadora de celobiosa, Candida 

wickerhamii. Midieron su actividad durante el crecimiento en medio YPM y 20 g/L de 

diferentes fuentes de carbono a 28 ºC, durante 24 h. Encontraron que la producción 

de la enzima se estimulaba más con celobiosa como fuente de carbono en 

comparación con glucosa. La actividad de los extractos libres de células obtenidos en 

el crecimiento con celobiosa y glucosa fueron de 13700 y 660 UI/g proteína, 

respectivamente.  
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Figura 17. Comportamiento de la actividad de β-glucosidasa de C. humicola OJ-31 y 

QN-52 al final de la fermentación de diferentes concentraciones de celobiosa en 

medio Breus. 

 

6.9.3 Producción de etanol a partir de celobiosa en cultivo en lote 

alimentado con C. humicola OJ-31 y QN-52 

Se observó que concentraciones de celobiosa mayores a 30 g/L tienen un 

efecto negativo en la actividad de β-glucosidasa y la producción de etanol de C. 

humicola OJ-31 y QN-52. Por lo anterior se decidió realizar una fermentación en lote 

alimentado con cada mutante de C. humicola manteniendo la concentración de 

celobiosa en 10 g/L, y determinar si la concentración de este azúcar es un factor 
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limitante en la capacidad de producción de etanol de ambas cepas, C. humicola OJ-

31 y QN-52. 

La duración de la fermentación en cultivo por lote alimentado fue de 64 h, 

añadiendo pulsos de celobiosa cada 16 h para mantener su concentración en 

aproximadamente 10 g/L. Durante las primeras 48 h de fermentación se observó un 

incremento secuencial en la producción de etanol alcanzando el punto máximo con 

11.55 y 11.77 g/L y rendimientos de 0.50 y 0.51 g/g, para C. humicola OJ-31 y QN-

52, respectivamente. A este tiempo se añadió el último pulso de celobiosa y se dejó 

la fermentación por 16 h más. A las 64 h, la concentración de etanol de C. humicola 

OJ-31 fue 38 % menor que la de QN-52 con valores de 7.60 y 10.49 g/L, 

respectivamente. Contrario a lo esperado, la concentración de etanol en el medio 

disminuyó 34 % para OJ-31 y 11 % para QN-52 con respecto al valor obtenido a las 

48 h (Figura 18).  

El consumo de celobiosa y la producción de etanol de C. humicola OJ-31 y 

QN-52 fue muy similar durante las primeras 48 h de fermentación. A partir de las 32 

h, las dos mutantes dejaron de consumir el total de celobiosa alimentada y comenzó 

a observarse una acumulación de sustrato. Al final de la fermentación, C. humicola 

OJ-31 y QN-52 presentaron velocidades de acumulación de celobiosa de 0.07 y 0.06 

g/L·h, respectivamente.  

Durante todo el cultivo por lote alimentado se mantuvo la concentración de 

celobiosa en valores menores a 10 g/L, por lo que se podría considerar que este 

azúcar no es el factor limitante de la fermentación en lote por las mutantes de C. 

humicola, OJ-31 y QN-52. Así mismo, se observó que las mutantes presentaron 

limitaciones en el consumo del azúcar, ya que hubo celobiosa residual en el medio, a 
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diferencia de lo ocurrido en cultivo por lote a la concentración de celobiosa de 10 g/L. 

De acuerdo a lo anterior, la pobre producción de etanol y el bajo consumo de la 

celobiosa, podría deberse a que este alcohol tiene un efecto negativo sobre la 

capacidad fermentativa y la actividad de β-glucosidasa de C. humicola. 

Skory et al. (1996) purificaron y caracterizaron una β-glucosidasa de Candida 

wickerhamii y midieron su actividad en la presencia de diferentes alcoholes. En el 

caso del etanol, reportaron una disminución en la actividad β-glucosidasa de 10-40 % 

al exponer la enzima a 9.21-69.1 g/L de etanol. De igual manera, Barbagallo et al. 

(2004) reportaron una disminución del 50 % de la actividad β-glucosidasa de 

Aspergillus niger por la presencia de etanol a una concentración de 

aproximadamente 10 g/L. Aparte del efecto del etanol sobre la β-glucosidasa, este 

alcohol podría estar relacionado con otros factores que conllevan a una reducción del 

proceso de fermentación. Como son incremento en la permeabilidad de la 

membrana, reducción de la fuerza motriz de protones, reducción del pH intracelular, 

inhibición de la glucólisis y disminución de la actividad de algunas enzimas (Piper 

1995).  

Dado que la β-glucosidasa de C. humicola OJ-31 y QN-52 hidroliza la 

celobiosa en el interior de la célula, se podría considerar a la acumulación de glucosa 

intracelular como un factor negativo en la capacidad de fermentación de estas 

mutantes. Un gran obstáculo en la producción de β-glucosidasa en la mayoría de las 

levaduras es que la glucosa reprime la expresión de esta enzima (Freer y Skory, 

1996). Existen reportes de represión de la expresión de la β-glucosidasa a 

concentraciones de glucosa ≥ 2 g/L en Kluyveromyces lactis (Herman y Halvorson, 

1963), Kluyveromyces fragilis y Kluyveromyces dobzharskii (MacQuillan et al. 1960). 
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Mientras que Freer y Skory (1996) reportaron una disminución de la actividad de 

Candida molischiana de 43.40 % al encontrarse con 18 g/L de glucosa. 

Se observó que a las 64 h de fermentación ambas mutantes de C. 

humicola,OJ-31 y QN-52 presentaron una disminución en la concentración de etanol. 

Esto podría atribuirse a un consumo por parte de las mutantes, ya que el etanol ha 

sido reportado con anterioridad como una fuente de carbono asimilable por C. 

humicola (Takashima et al. 2001). De igual manera, Maleszka y Schneider (1982) 

reportaron que durante el crecimiento de Pachysolen tannophilus con 10 g/L de 

celobiosa y 10 g/L de etanol, la levadura consumía hasta el 50 % del alcohol. 

También Raamsdonk et al. (2001) reportaron que durante la fermentación de 10 g/L 

de glucosa y 5 g/L de etanol, S. cerevisae consume el etanol una vez agotada la 

glucosa. 
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Figura 18. Producción de etanol a partir de celobiosa por cultivo en lote alimentado 

con C. humicola: a) OJ-31; b) QN-52 



 
77 

Claves:  Celobiosa antes de la alimentación ( ); Celobiosa después de la 

alimentación ( ); etanol ( ).
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6.9.4 Determinación del efecto inhibitorio de la concentración de 

etanol en la capacidad fermentativa de C. humicola OJ-31 y QN-52 

Se realizó una fermentación en lote con medio Breus más 10 g/L de glucosa y 

diferentes concentraciones de etanol inicial para ambas mutantes de C. humicola, 

OJ-31 y QN-52, con el propósito de determinar si el etanol, producto de la 

fermentación, presentaba un efecto negativo en la capacidad fermentativa de estas 

cepas. Se añadieron concentraciones de aproximadamente 0, 10, 20 y 30 g/L de 

etanol al inicio de la fermentación. La duración de la fermentación fue de 48 h, se 

tomaron muestras a las 0, 24 y 48 h.   

C. humicola OJ-31 y QN-52 consumieron los 10 g/L de glucosa durante las 

primeras 24 h en las diferentes concentraciones de etanol. En la primera 

fermentación no se añadió etanol en el tiempo 0 h, por lo que consistió en el control. 

Bajo estas condiciones, a las 48 h de fermentación se obtuvieron de 4.96 y 4.93 g/L 

de etanol con rendimientos de 0.52 y 0.51 g etanol/g glucosa consumida para C. 

humicola OJ-31 y QN-52, respectivamente (Figura 19).  

En la segunda fermentación se añadieron 10 g/L de etanol a las 0 h. La 

producción de etanol de C. humicola OJ-31 a las 24 h fue de 4.84 g/L con un 

rendimiento de 0.47 g/g. La fermentación se extendió hasta 48 h, con una producción 

de 4.19 g/L de etanol y un rendimiento de 0.41 g/g (Figura 19a), mientras que C. 

humicola QN-52 a las 24 y 48 h produjo 3.36 y 5.34 g/L de etanol con rendimientos 

de 0.37 y 0.53 g/g, respectivamente (Figura 19b). No obstante que C. humicola QN-

52 tuvo una producción de etanol relativamente baja a las 24 h, logró recuperarse 

superando su producción respecto a la de C. humicola OJ-31 a las 48 h. Bajo estas 
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condiciones y en ambas mutantes, no se observó algún efecto negativo por la 

presencia del etanol inicial. 

Al aumentar la concentración de etanol inicial a 20 g/L, la producción de etanol 

de C. humicola OJ-31 a las 24 y 48 h fue de 3.58 y 4.97 g/L con rendimientos de 0.36 

y 0.50 g/g, respectivamente. Mientras que la de C. humicola QN-52 fue de 4.13 y 

5.51 g/L de etanol con rendimientos de 0.41 y 0.52 g/g a las 24 y 48 h, 

respectivamente. Se observó que a la concentración inicial de etanol de 20 g/L no se 

presentó un efecto inhibitorio sobre la producción de etanol de las mutantes de C. 

humicola, QN-52 y OJ-31. Ambas mutantes produjeron el máximo teórico de etanol a 

las 48 h de fermentación. 

En la fermentación con una concentración inicial de etanol de 30 g/L, la 

producción de este alcohol con C. humicola OJ-31 y QN-52 se vio afectada. Durante 

las primeras 24 h de fermentación, OJ-31 y QN-52 sólo produjeron 0.21 y 0.62 g/L de 

etanol respectivamente. Al extender la fermentación a 48 h, no se observó un 

aumento en la producción de etanol, ya que los valores en ambas mutantes fueron 

casi los mismos a los iniciales (Figura 19). Bajo estas condiciones se observó un 

gran efecto negativo de la concentración de etanol sobre la capacidad fermentativa 

tanto de C. humicola, OJ-31 como de QN-52. Estas limitaciones se observaron sólo 

al exponer a las levaduras a concentraciones iniciales de 30 g/L de etanol, lo cual 

podría deberse a un efecto de toxicidad por parte de este alcohol.  

Conforme el proceso de fermentación progresa, la concentración de etanol 

incrementa y las células están expuestas a niveles de etanol crecientes y tóxicos 

(Briggs et al. 2004). El efecto de la toxicidad de etanol en la fisiología de las 

levaduras es diverso, aunque la membrana celular es el punto principal para el daño 
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por etanol (Gibson et al. 2007). Dentro de los efectos específicos se encuentra la 

reducción de la viabilidad y consumo de azúcares (Pascual et al. 1988), reducción de 

la capacidad de fermentación (Fernandes et al. 1997), inactivación de enzimas, 

modificación de lípidos (Mizoguchi y Hara 1997) y el incremento de la permeabilidad 

de la membrana (Marza et al. 2002). Los anteriores son ejemplos de posibles causas 

que pudieran explicar el por qué las mutantes de C. humicola, OJ-31 y QN-52 no 

pudieron continuar con el proceso de fermentación al encontrarse una concentración 

de 30 g/L de etanol en el medio. 
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Figura 19. Efecto de la adición de etanol sobre la fermentación alcohólica con C. 

humicola: a) OJ-31; b) QN-52 en medio Breus-glucosa 

Claves: 24 h ( ); 48 h ( ). 



 
82 

6.9.5 Producción de etanol a partir de los azúcares de bagazo de 

caña sacarificado con Celluclast(MR) 

Se obtuvo un sacarificado de bagazo de caña (SBC) con las enzimas 

comerciales Celluclast(MR) 1.5 L (Novozymes), con un contenido de 16 g/L de 

azúcares reductores, de los cuales de 7.5, 4.1 y 4.02 g/L corresponden a glucosa, 

celobiosa y xilosa, respectivamente. Se realizó una fermentación en lote con este 

SBC como fuente de carbono ajustando a aproximadamente 15 g/L de azúcares 

reductores totales y con las mutantes de C. humicola, OJ-31 y QN-52, 

cuantificándose la producción de etanol y el consumo de los azúcares. 

Al final de la fermentación, C. humicola OJ-31 y QN-52 consumieron toda la 

glucosa, 95 % de la celobiosa y entre el 8-15 % de la xilosa, de la cual 

aproximadamente la mitad pasó a su intermediario xilitol (Figura 20). La producción 

de etanol fue de 3.89 y 4.24 g/L con rendimientos de 0.39 y 0.42 para las mutantes 

OJ-31 y QN-52, respectivamente (Figura 21). La utilización de la totalidad de la 

glucosa y casi toda la celobiosa para la producción de etanol, así como el paso a 

xilitol de la poca xilosa consumida concuerda con los resultados obtenidos 

previamente (Figura 7).  

Ambas mutantes de C. humicola consumieron cerca del 70 % de los azúcares 

reductores presentes en el sacarificado de bagazo de caña. El consumo de glucosa y 

celobiosa fue muy similar entre QN-52 y OJ-31. En cuanto a la producción de etanol, 

no se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre ambas mutantes 

(P=0.667) ya que C. humicola QN-52 superó en sólo 8.25 % a OJ-31. 
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Figura 20. Fermentación de sacarificado de bagazo de caña obtenido con Celluclast 

1.5 L. Perfil y consumo de azúcares presentes en el sacarificado con C. humicola: a) 

OJ-31; b) QN-52.  

Claves: Celobiosa ( ); glucosa ( ); xilosa ( ); xilitol ( ) 
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Figura 21. Fermentación de sacarificado de bagazo de caña obtenido con las 

enzimas Celluclast 1.5 L. Actividad de β-glucosidasa, consumo de azúcares totales y 

producción de etanol con C. humicola: a) OJ-31; b) QN-52. 

Claves: Azúcares reductores ( ); actividad β-glucosidasa ( ); etanol ( ). 
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6.9.6 Producción de etanol con C. humicola OJ-31 y QN-52 a partir 

de sacarificado de bagazo de caña obtenido con el concentrado 

enzimático de C. flavigena PR-22 

Se utilizó un sacarificado de bagazo de caña obtenido con un concentrado 

enzimático de C. flavigena PR-22, para probar la capacidad de producción de etanol 

de las mutantes de C. humicola QN-52 y OJ-31 a partir de los SBC con diferentes 

concentraciones de celobiosa. El contenido de azúcares reductores del SBC fue de 

7.40 g/L, de los cuales 1.15 y 2.11 g/L correspondieron a celobiosa y xilosa, 

respectivamente. La celobiosa en los SBC es baja por lo se realizaron experimentos 

independientes donde se adicionó celobiosa para ajustar la concentración a 8, 20 y 

30 g/L. La fermentación en lote se realizó como se describe anteriormente y se 

tomaron muestras a las 0, 24 y 48 h.  

La primera fermentación fue un control con SBC sin celobiosa adicional, con 

un contenido de 7.1-7.4 g/L de azúcares reductores totales, de los cuales sólo 0.8-

0.9 g/L corresponden a celobiosa. En las primeras 24 h de fermentación, ambas 

mutantes de C. humicola consumieron el total de celobiosa y alrededor de 2.30 g/L 

de azúcares reductores. La producción de etanol de C. humicola OJ-31 y QN-52 fue 

de 1.21 y 1.23 g/L, respectivamente, ambos con rendimientos de 0.52 g/g. Al 

extender la fermentación a 48 h, la concentración de etanol de QN-52 disminuyó a 

0.79 g/L y la de OJ-31 se mantuvo en 1.14 g/L, (Figura 22).  
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Figura 22. Fermentación del sacarificado de bagazo de caña adicionado con 

celobiosa a 20 g/L. Producción de etanol y consumo de azúcares reductores totales y 

celobiosa con las mutantes de C. humicola: a) OJ-31; b) QN-52. 

Claves: Azúcares reductores ( ); celobiosa ( ); etanol ( ). 
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Se realizó otra fermentación de SBC con celobiosa adicional, donde se tuvo 

aproximadamente 14.70 g/L de azúcares reductores totales, de los cuales, casi 8 g/L 

correspondieron a celobiosa. A las 24 h de fermentación, las mutantes C. humicola, 

OJ-31 y QN-52 consumieron cerca de 10 g/L de azúcares reductores que 

corresponden al 67 % de los azúcares reductores totales (Figura 23). Se agotó la 

celobiosa y la producción de etanol de C. humicola OJ-31 y QN-52 fue de 4.77 y 5.90 

g/L con rendimientos de 0.49 y 0.52 g/g, respectivamente. La producción de etanol y 

consumo de azúcares reductores se mantuvieron constantes hasta las 48 h (Figura 

23). Bajo estas condiciones de trabajo, la producción final de etanol de C. humicola 

QN-52 fue 19 % mayor que la de OJ-31. Aunque no se presentó una diferencia 

estadísticamente significativa (P = 0.218) entre la producción de etanol de las 

mutantes. 

Se realizó otra fermentación incrementando la celobiosa inicial alrededor de 20 

g/L, con una concentración de azúcares reductores totales de aproximadamente 25 

g/L. El consumo de azúcares reductores de C. humicola OJ-31 y QN-52 al final de la 

fermentación fue de 19.37 y 21.39 g/L, respectivamente. C. humicola consumió el 78 

% de la celobiosa presente en el medio, mientras que QN-52 consumió un 89 % 

durante las primeras 24 h de fermentación, ambas agotándose a las 48 h (Figura 

24). La producción de etanol de C. humicola OJ-31 fue de 7.48 y 9.00 g/L con 

rendimientos de 0.52 y 0.46 g/g a las 24 y 48 h de fermentación, respectivamente 

(Figura 24a). Mientras que en C. humicola QN-52 la producción de etanol a las 24 h 

fue de 9.69 g/L y a las 48 h 10.63 g/L con rendimientos de 0.53 y 0.50 g/g, 

respectivamente (Figura 24b).  
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Figura 23. Fermentación del sacarificado de bagazo de caña adicionado con 

celobiosa a 8 g/L. Producción de etanol y consumo de azúcares reductores totales y 

celobiosa con las mutantes de C. humicola: a) OJ-31; b) QN-52.  

Claves: Azúcares reductores ( ); celobiosa ( ); etanol ( ). 
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Figura 24. Fermentación del sacarificado de bagazo de caña adicionado con 

celobiosa a 20 g/L. Producción de etanol y consumo de azúcares reductores totales y 

celobiosa con las mutantes de C. humicola: a) OJ-31; b) QN-52. 

Claves: Azúcares reductores ( ); celobiosa ( ); etanol ( ). 
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Ambas mutantes de C. humicola consumieron el total de la celobiosa, aunque 

C. humicola QN-52 superó a OJ-31 en producción de etanol con 29.54 % y 18.11 % 

más a las 24 y 48 h de fermentación, respectivamente (Figura 24). Sin embargo, no 

se presentó una diferencia estadísticamente significativa (P= 0.301) entre la 

producción de etanol de estas dos mutantes. 

Por último, se realizó otra fermentación de los SBC adicionando celobiosa a 

una concentración de 30 g/L con las mutantes de C. humicola, OJ-31 y QN-52. Se 

evaluó la producción de etanol a partir de aproximadamente 36.50 g/L de azúcares 

reductores totales, de los cuales 30 g/L corresponden a celobiosa. El consumo de 

azúcares reductores de C. humicola OJ-31 a las 24 y 48 h de fermentación, fue de 

15.04 y 24.04 g/L, respectivamente. Los cuales corresponden a celobiosa casi en su 

totalidad. Además, la producción de etanol de OJ-31 fue de 7.25 y 7.46 g/L con 

rendimientos de 0.48 y 0.31 g/g a las 24 y 48 h, respectivamente (Figura 25a). 

Mientras que C. humicola QN-52 a las 24 y 48 h de fermentación, consumió 19.18 y 

29.62 g/L de los azúcares reductores totales, de los cuales 17.78 y 27.95 g/L 

corresponden a celobiosa, respectivamente. La producción de etanol fue de 9.69 y 

14.36 g/L con rendimientos de 0.50 y 0.48 g/g a las 24 y 48 h de fermentación, 

respectivamente (Figura 25b). 

La producción de etanol de C. humicola QN-52 a las 24 h de fermentación fue 

33.65 % mayor que la de OJ-31, mientras que a las 48 h casi dobló su producción. 

Además, el consumo de azúcares de QN-52 fue 27.54 y 23.21 % mayor que el de 

OJ-31 a las 24 y 48 h de fermentación, respectivamente (Figura 25). En la 

fermentación de SBC con 30 g/L de celobiosa, la producción de etanol de C. 

humicola QN-52 superó a la de su cepa madre OJ-31, presentándose una diferencia 
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estadísticamente significativa (P = 0.017) entre ambas mutantes. Bajo estas 

condiciones, el consumo de celobiosa no fue completo y la máxima producción de 

etanol fueron 14.36 g/L. En los experimentos anteriores se observó que las mutantes 

de C. humicola no pudieron producir cantidades de etanol mayores a los 14.5 g/L, 

aun en lote alimentado. Por lo que un efecto tóxico del etanol sobre las levaduras 

podría ser un factor en la limitación de consumo de los azúcares y fermentación. 

Además, anteriormente se observó que concentraciones de celobiosa de 30 g/L 

disminuyen un 29.33 % de la actividad β-glucosidasa de OJ-31, mientras que en QN-

52 sólo es el 7.41 %. Esto podría ayudar a relacionar el por qué C. humicola QN-52 

tuvo un mejor desempeño en la fermentación de los SBC con 30 g/L de celobiosa. 

En general, durante las fermentaciones del control de SBC y los SBC 

adicionados con celobiosa a concentraciones de 8 y 20 g/L, la producción de etanol 

de las mutantes C. humicola OJ-31 y QN-52 fue similar. Sin embargo, al llevar la 

celobiosa a 30 g/L, se presentó una diferencia en la producción de etanol de las 

mutantes, donde C. humicola QN-52 demostró capacidades fermentativas 

significativamente mejores en comparación con su cepa madre OJ-31. 

Existen reportes de la fermentación de celobiosa con diferentes levaduras. La 

cepa recombinante S. cerevisiae MT8-1 contó con la coexpresión de endoglucanasa 

y celobiohidrolasa de Trichoderma reesei y β-glucosidasa de Aspergillus aculeatus, 

en 60 h de fermentación de 10 g/L de celulosa pretratada produjo 2.10 g/L de etanol 

con un rendimiento de 0.21 g/g (Yanase et al. 2010). En la fermentación de 24 h de 

medio sintético con 20 g/L de celobiosa, Dekkera bruxellensis produjo 4 g/L de etanol 

(Silva Reis et al. 2014). Mientras que en la fermentación de 25 g/L de celobiosa por 

24 h, Candida shehatae produjo 5.8 g/L de etanol con rendimiento de 0.23 g/g, y 
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Scheffersomyces stipitis produjo 10.3 g/L de etanol con rendimiento de 0.41 g/g 

(Parekh y Wayman 1986). Estas son algunas de las levaduras más utilizadas en la 

fermentación de los SBC y de acuerdo a lo obtenido en este trabajo, C. humicola QN-

52 y OJ-31 superó la producción de etanol a partir de celobiosa de estos reportes. 

Dentro de las levaduras más utilizadas para la fermentación de SBC se tienen 

aspectos positivos y negativos en cada una. Por ejemplo, S. cerevisiae posee una 

alta tolerancia a etanol e inhibidores, sin embargo, no puede asimilar xilosa y 

celobiosa (Jorgensen 2009; Talebnia et al. 2010). S. stipis fermenta glucosa, 

galactosa, celobiosa y xilosa, sin embargo, no tolera altas concentraciones de etanol 

y reasimila el alcohol formado (Nigam 2001). Kluveromyces marxianus fermenta un 

amplio espectro de azúcares, sin embargo presenta una baja tolerancia a etanol y 

una pobre fermentación de xilosa (Banat et al. 1992; Kumar et al. 2009b). Candida 

shehatae posee la capacidad de fermentar xilosa, sin embargo, se obtienen bajos 

rendimientos de etanol y una baja tolerancia al alcohol (Zaldivar et al. 2001; Limayem 

y Ricke 2012). De igual manera, C. humicola OJ-31 y QN-52 producen etanol a partir 

de celobiosa, sin embargo, presentan baja tolerancia a etanol. 
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Figura 25. Fermentación del sacarificado de bagazo de caña adicionado con 

celobiosa a 30 g/L. Producción de etanol y consumo de azúcares reductores totales y 

celobiosa con las mutantes de C. humicola: a) OJ-31; b) QN-52. 

Claves: Azúcares reductores ( ); celobiosa ( ); etanol ( ). 
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VII Conclusiones 

Cryptococcus humicola OJ-31 no fue capaz de producir etanol a partir de 

xilosa y no fue posible obtener una mutante que sí fermentara este azúcar. 

Se obtuvo una mutante de C. humicola OJ-31, llamada QN-52. La capacidad 

de producción de etanol a partir de ≥30 g/L de celobiosa fue mayor con C humicola 

QN-52 en comparación con su cepa madre, OJ-31. C. humicola QN-52 superó la 

producción de etanol de OJ-31 en un 88 % en la fermentación de 40 g/L de 

celobiosa. Mientras que en la fermentación de 48 h de sacarificados de bagazo de 

caña con 30 g/L de celobiosa, C. humicola QN-52 produjo 92 % más etanol que OJ-

31. 

La producción de etanol por C. humicola OJ-31 y QN-52 a 40 g/L de celobiosa 

se vio afectada negativamente. Así mismo la presencia de 30 g/L de etanol afectó la 

fermentación alcohólica de estas cepas.   

Se localizó la β-glucosidasa de C. humicola OJ-31 y QN-52 intracelularmente. 

Esta enzima fue inducida por celobiosa, pero a concentraciones ≥ 30 g/L de este 

azúcar se presentó una inhibición en la actividad de β-glucosidasa de ambas 

mutantes. El efecto inhibitorio de la celobiosa sobre C. humicola OJ-31 fue 296 y 83 

% mayor sobre el de QN-52 a 30 y 40 g/L de celobiosa, respectivamente. Lo que le 

confiere a la β-glucosidasa de C. humicola QN-52 una mayor tolerancia a la 

inhibición por sustrato. 
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VIII Perspectivas 

Cryptococcus humicola es una levadura con potencial industrial, ya que posee 

la capacidad de producir etanol a partir de celobiosa, así como la maquinaria 

enzimática para asimilar xilosa. Otra ventaja es que su β-glucosidasa es intracelular, 

por lo que al utilizar celobiosa no se presenta represión por glucosa sobre el 

transporte de xilosa al interior de la célula. Permitiendo así la co-utilización de 

celobiosa y xilosa, lo cual ha sido reportado en como un factor que ayuda en la 

mejora de la productividad de etanol y reducción de costos de la sacarificación. 

Las limitaciones de C. humicola en ausencia de oxígeno son la fermentación 

de xilosa y la poca tolerancia a altas concentraciones de etanol. Por lo que se podría 

trabajar con técnicas de ingeniería genética o mutagénesis al azar para obtener 

cepas de C. humicola que toleren mayores concentraciones del alcohol, presenten 

un mejor reciclaje de cofactores redox y que puedan fermentar xilosa. 
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