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RESUMEN

Hidréllsis enzimética de celulosa. Purificaclén vy propledades de
enzimas celuloliticos de productos naturaies y ds microorga-
nlamos .

PALABRAS-CLAVE: Celulosa - Celulssa (enzima) - Producto natursl -
Inhibidor - Microorganismo

Se lleva a cabo una revisién bibliogréfica de la accién de enzimas
celuloliticos sobre celulosas vy sus derivados, mislamiento, purificacién y
modos de actuacién. Se hace una especial referencia a la presencia de
inhibidores.

SUMMARY

Enzymatic hydrolysis of cellulose. Purification and properties of.

cellulolytic enzymaes from natural products and microorganisma

KEY-WORDS: Cellulose - Celiuisss (onzyme) - Natural Product - Inhibi-
tor - Microorganism

A review about isolation, purification and sctivity of cellulolvtic en-
zymes is reportad. A special reference on inhibitors has been done.

INTRODUCCION

En la Naturaleza, la celulosa se degrada por ac-
cién de microorganismos y en el hombre lo hace
parciaimente por la microflora del colon (20). Es
necesario aumentar su sensibilidad a los ataques
quimicos y enziméticos, lo que harfa posible que en
un futuro no muy lejano la celulosa constituya una
fuente inagotable de materias primas para la indus-
tria alimentaria y quimica, ya que podria degradarse
a glucosa y esta, a través de procesos fermenta-
tivos y quimicos, transformarse en grasas, proteinas
y una gran variedad de productos (12) (14).

A diferencia de las condiciones drésticas en que
es preciso realizar la hidrélisis quimica, la celulosa
se puede degradar por accién de enzimas especi-
ficos llamados celulasas, en condiciones suaves. La
hidrélisis es moderada, se origina glucosa y no se
forman productos indeseables como consecuencia
de la degradacién de esta ultima (41).

De una manera sistemética, se vienen estu-
diando los métodos de produccién de enzimas celu-

loliticos, asl como su bioquimica, con el fin de esta-
blecer un sistema adecuado y econémico de saca-
rificacién de celulosa (39) (40) (41) (43) (54).

En el estudio que se realiza sobre el problema
que presenta el ablandamiento de aceitunas desti-
nadas al consumo de mesa, se ha detectado la
presencia de enzimas celuloliticos que actian sobre
la celulosa de la fibra, degradéndola a aziicares
sencilios (26), y actualmente se procede a la iden-
tificacién de los mismos que, como ya se ha indi-
cado, constituyen un complejo heterogéneo (27).

En el presente trabajo se hace una revisién bilio-
gréfica de la accién hidrolitica de este tipo de en-
zimas, aislamiento, purificacién y formas de actua-
cién, tanto en productos naturales como en dife-
rentes sustratos, que servirdn de base para su es-
tudio en aceitunas.

CELULASAS

Las celulasas pueden ser de origen vegetal, o
bien estar producidas por microorganismos capaces
de degradar celulosa. Constituyen un complejo en-
zimético cuya composicién es muy variada, segin
su origen, llegéndose a aislar hasta doce compo-
nentes del mismo (57). Esta multiplicidad se da en
celulasas de varios microorganismos celulolfticos
(10) (16) (21) (45) (60).

El guisante (Pisum sativum) sintetiza dos formas
de celulasa con actividades diferentes (13) (29). En
el tomate se han identificado cuatro enzimas (61)
(66) y en la habichuela roja (Phaseolus vulgaris) se
han encontrado dos carboximetilcelulasas con un
nivel de actividad relativamente alto (34) (55).

En el melocotén se detecta una endo-celulasa
que degrada carboximetilcelulosa, pero cuya accién
«in vivo» en la celulosa natural es desconocida (28).
Aparece también celulasa en détiles, cuya actividad
aumenta extraordinariamente durante el proceso de
maduracién y ablandamiento (25) e igualmente
existe actividad celulolitica tipo «endo» en fresas
sobremaduras (3).

En 1974 fue encontrada por primera vez celulasa
en aguacate (35) con peso molecular comprendido
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entre 50.000 y 55.000. Se aislé6 una forma l&bil al
calor con actividad endocelulasa (49). Frente a 85
unidades de actividad/gramo de peso fresco en la
zona de abscisién de la habichuela y 150 unidades
en el tomate, el aguacate presenta 116.000 unida-
des/g peso fresco (1).

En fechas muy recientes (48) se ha detectado
también actividad celulolitica en la papaya (Carica
papaya).

En los Gltimos afios se han establecido las.con-
diciones 6ptimas de extraccién y purificacién de
estos enzimas como base para posteriores estudios
en la regulacién de su sintesis y mecanismos de
accién en la maduracién del fruto (2).

Més abundantes que los enzimas producidos por
el fruto son los de origen micrpbiano. Segin los
trabajos originales de Reese {51) 158 enzimas clasifi-
cados como C, son endo- f-glucanasas que atacan
las formas altamente ordenadas de celulosa (celu-
losa cristalina), pero para ejercer su accién nece-
sitan la colaboracién de C, o exo-p -glucanasas.

Estos (ltimos se han aislado de diversos micro-

organismos, tales como Trichoderma viride (38)°

(44), Trichoderma koningii (67), Fusarium solani
(71), Penicillium funiculosum (59), etc. En relacién a
C«, todos los autores coinciden en que es un’com-
ponente heterogéneo que contiene multiplicidad de
enzimds.

Se ha aislado el componente C, de 7. koningii
demostréndose que tanto este como C, son capa-
ces de degradar derivados de celulosa pero no las

formas altamente ordenadas de la misma, para lo-

cual se requiere el sinergismo entre ambos (70) (72).

Igualmente, se han encontrado celulasas proce-
dentes del hongo termofllico Thermoascus auran-
tiacus (18) (56) (58) del cual se han obtenido cuatro
enzimas purificados, siendo uno de ellos una B-
-glucosidasa. Todos son activos frente al papel de
filtro pero s6lo dos lo son hacia carboximetilcelulosa
(63).

Muchos filtrados de cultivos contienen C, pero
no C,; sin embargo, lo inverso no ocurre, es decir,
siempre que existe C, le acompafia C, , compro-
béndose su actividad sinergistica en varios sustratos

(72)

Los tres componentes principales de Tricho-
derma son B-glucosidasa (celobiasa), 1,4- B-gluca-
- nohidrolasa (endoglucanasa, o C,) y 1,4- B-glu-
cano-celobiohidrolasa (Celobiohidrolasa, o exo-glu-
canasa, o Cy). Estos enzimas parecen tener entre sl
una interdependencia compleja (22). Por acci6n de
la celobiohidrolasa sobre la celulosa se produce ce-
lobiosa mediante un mecanismo end-wise y simul-
thneamente se origina la actuacién al azar de la
endo-glucanasa. Entonces interviene la celobiasa
que hidroliza la celobiosa a glucosa. A veces, la
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celobiosa producida actGa de inhibidor de la celo-
bio-hidrolasa; aunque este efecto desaparece por la
accion de la celobiasa, no obstante ésta es inhibida
por la misma glucosa.

En 7. reesei se ha determinado la naturaleza de
los componentes celulolfticos: existe una endo-
glucanasa y dos celobiohidrolasas, diferentes entre
s, asf como una B-glucosidasa que aparece en una
proporcién muy baja, del orden del 1%. El es-
M_N,%Bm de actuacién que se propone es el siguiente

Endo- u.m_:om:mmm Iro_mnomno»:.nom

Celulosa > +
Exo- B -celobiohidrolasa Glucosa
Oligosacéridos B glucosidasa o, \,c05A

Segln se deduce de un estudio detenido de la
literatura cientffica en relacién a esta materia, no
existe criterio unénime respecto a la forma de ac-
tuacién de los enzimas.

Berghem, investigando el mecanismo secuencial
de degradacién ‘'de celulosa por enzimas de 7. vi-
ride, llega a la conclusibn de que las fibras de
celulosa son atacadas en las regiones menos orde-
nadas por endo-glucanasas lo que origina un incre-
mento de restos libres en el sustrato, susceptibles al
ataque por exo-glucanasas que liberan sucesiva-
mente unidades de celobiosa y finalmente la § -
glucosidasa completa el proceso de degradacién hi-
drolizando la celobiosa o glucosa (7).

Wood (72) sugiere que C, es el primero de un
proceso en dos pasos que comprende rotura de
enlaces de hidrégeno, seguido de -hidrélisis me-
diante C, . Supone que C, es un factor prehidro-
litico que produce una celulosa activada capaz de
ser atacada por enzimas hidroliticos, segin el es-
quema:

Celulosa Cx

Celulosa Ci
reactiva — [Glucosa], ~ 1—6

cristalina m

Reese (57) no estd de acuerdo con esto y pre-
senta una nueva hip6tesis modificada sobre la suya
original, que responde al esquema siguiente:

o:ao.@_cnm:mwom > Oligémeros

¥

—> Celobiosa

¥

> Glucosa

celobiohidrolasa

glucohidrolasa
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INHIBIDORES

Existen inhibidores naturales y producidos por
microorganismos en plantas, y concretamente inhi-
bidores de enzimas celuloliticos, lo que ha llevado
a estudiar su funcién en la regulacién de la activi-
dad de celulasas durante el crecimiento y desarrollo.
Posiblemente son una defensa de la planta para
resistir la invasién de microorganismos celuloliticos.

Estos inhibidores pueden ser un instrumento Util
para investigar problemas tales como mecanismos
de accién de celulasas, comparacién de enzimas de
diferente origen, estudio de diversos componentes
de una celulasa determinada y. su papel para im-
pedir el ablandamiento de los frutos.

Hay diferentes formas de inhibicién, bien de tipo
fisico, o debida a una accién quimica.

Se consideran factores fisicos que conducen a la
inhibicién aquellos que inciden en las condiciones
en que se lleva a cabo la hidrélisis enzimética, mo-
dificandola. La forma més simple es evitando que
haya contacto enzima-sustrato, para lo cual un
medio es retener el enzima en carb6n activo o en
arcilla. También puede dificultarse la accién enzimé-
tica estableciendo una barrera que obstaculice la
aproximacién del enzima al sustrato (37). La pre-
sencia natural de lignina en materiales celulésicos
dificulta el acceso enziméatico y microbiolégico a la
celulosa (42).

Otros factores que afectan la actividad son con-
centracién de sustrato, temperatura, pH, etc.

Respecto a la accién quimica, puede producirse
inhibiciébn mediante la formacién de sales de me-
tales pesados, de amonio ocm»o:._m;o\ presencia de
agentes oxidantes o reductores, etc., ‘que conducen
a un tipo de inhibicién no especifica.

Se ha comprobado que existen diferentes tipos
de sustancias que pueden inhibir celulasas de hon-
gos y de ellas se encuentran cuatro de tipo fenélico
en el tomate (31) (37). Sin embargo, sé6lo el 4cido
clorogénico es inhibidor de la celulasa del tomate,
afladido a una concentracién de 0,02 % (29).

La celobiosa es un dimero de la glucosa que se
separa como producto de la hidrélisis enzimética de
la celulosa. Ensayando su accién sobre la actividad

de endo-glucanasas se ha visto que presenta un.

gran efecto inhibidor en el tomate (46). Mandels y
Reese indican que la celobiosa inhibe la accién de la
mayor parte de las celulasas cuando actan en ce-
lulosa (37). La celulasa producida por Clostridium
thermocellum es fuertemente inhibida por celobiosa,
pero su accién disminuye cuando se afiade P -
glucosidasa (32). También se sabe que inhibe endo-
glucanasas (Cx) de hongos (15) y de otros orga-
nismos (37). Sin embargo, como contraposici6n, la
celulasa C, de varios hongos es fuertemente acti-
vada por la celobiosa cuando se emplea como sus-
trato carboximetilcelulosa. Por tanto, la inhibicién
de Cx por celobiosa no es un fenémeno general.
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La lactosa inhibe algunas celulasas cuando sg
afiade a concentraciones del 1%. El mayor efecto
se observa para la celulasa de Penicillium pusillum
que resulta inhibida diez veces més que con la celo-
biosa, pero en genreal es un inhibidor débil, al igual
que ocurre con la maltosa. ’

Altas concentraciones de azicar inhiben este
tipo de enzimas (43), y asl la B-glucosidasa es
inhibida competitivamente por glucosa y por glu-
cono-lactona. Aunque Veibel afirmé que las 8-glu-
casidasas se inhiben por accién de formaldehido y
compuestos con grupos carbonilo, Reese indicé
posteriormente que hay poca o ninguna inhibicién
por este tipo de compuestos (52) (65).

La D-glucono-lactona resulta un poderoso inhi-
bidor competitivo de la celobiasa presente en el
tomate, pero pricticamente no inhibe exo- y endo-
glucanasas. Se han estudiado los efectos de diferen-
tes concentraciones de glucono-lactona y del ana-
lisis de su cinética de inhibicién se sigue que la
actividad del enzima se reduce en un 50% con una
concentracién de inhibidor menor de 0,25 mM. Cal-
culando ld :constante de inhibicién resuita que la
afinidad aparente del enzima del tomate por la glu-
cono-lactona es del orden de diez a quince veces
superior que por la celobiosa (46).

El ablandamiento de pepinillos aderezados es
debido a la presencia de enzimas pectinoliticos y
celuloliticos en la salmuera los cuales proceden de
las flores que, parcialmente secas, permanecen
unidas al fruto y en las cuales ha habido desarrollo
de hongos superiores con actividad enzimética. Se
ha encontrado que las hojas de uvas contienen una
fraccién, soluble en agua, inhibidora de enzimas
celuloliticos. Entre las variedades estudiadas, la
americana Vitis rotundifolia es la que presenta una
mayor concentracién de inhibidor, cuya naturaleza
no se describe en la bibliografia (4) (17).

En bayas y otros productos naturales, los poli-
fenoles son fuertes inhibidores (37).

PURIFICACION DE ENZIMAS

Dada la naturaleza multienzimética del sistema-
«celulasas» s8 hace necesaria una separacién de
sus componentes para establecer una forma de
actuacién en el sustrato, fase de desarrollo en que
aparecen en un producto natural determinado y ti-
pos de inhibidores necesarios, en su caso, para
eliminar o disminuir su accién.

En la bibliograffa aparecen abundantes datos de
sistemas de aislamiento y purificacién de compo-
nentes de celulasas producidos por microorganis-
mos (30) (36) (69) (63), pero son escasos los rela-
cionados con los enzimas propios del fruto. En tér-
minos generales comprenden una precipitacién frac-
cionada y posterior purificacién de las fracciones
por cromatografla de cambio iénico, cromatografia
de filtracién sobre gel, determinacién de puntos iso-

&
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eléctricos por isoelectroenfoque y de pesos molecu-
lares por electroforesis en gel de poliacrilamida.

Entre los enzimas de productos naturales puri-
ficados figuran dos formas de celulasa de habi-
chuela que presenta alta actividad celulolitica. En la
precipitacién con sulfato aménico se obtienen cua-
tro fracciones, de las cuales sélo tres son activas,
presentando pl de 4,5 y 4,8 dos de ellas, mientras la
tercera es una mezcla de las anteriores (34). Sin
embargo en un trabajo reciente Koehler realiz6 una
purificacién del extracto enzimético y sélo obtuvo
una celulasa (33).

También se han purificado dos celulasas de gui-
santes que se separan inicialmente por su solubili-
dad en tampén fosfato. La fraccién soluble se pasa
a través de columnas rellenas de DEAE-celulosa y
Sephadex G-25 y el eluato se somete a eléctro-
foresis. La fraccién insoiluble se solubiliza mediante
la aplicacién de un gradiente de cloruro sédico Yy se
realizan varios pasos de filtraci6n por DEAE-celu-
losa, Sephadex G-100, concentracién, etc. Los pl
son 5,2 y 6,9 y sus respectivos pesos moleculares
20.000 y 70.800. En las fracciones asf purificadas no
se detecta actividad de B-glucosidasa ni de B-1,3-
glucanasa (11).

En el tomate, por precipitacién con sulfato amoé-
nico y posterior purificacién, se han separado cua-
tro fracciones en las que se han identificado otros
tantos enzimas: una f-glucosidasa inespecffica, una
exo- B-1,4-glucanasa y dos endo- f -celulasas, sien-
do estas Ultimas adecuadas para hidrolizar derivados
insolubles de celulosa (61). Wallner identific6 tam-
bién una B-1-3-glucanasa de peso molecular 12.000
(68).

Awad llev6 a cabo la purificacién de una celu-
lasa de aguacate a partir de un extracto liofilizado,
empleando columnas de polvo de celulosa CF-11,
obteniendo por iso-electroenfoque un pl de 4,7. Su
peso molecular, determinado por electroforesis es
49.000 (2).

Existen muiltiples trabajos sobre identificacién de
enzimas celuloliticos procedentes de microorganis-
mos, entre los que cabe destacar los llevados a
cabo por Wood en relacién a la purificacién de
enzimas producidos por Trichoderma koningii y Fu-
sarium solani y los de Berghem referidos a Tricho-
derma viride.

Para la purificacién de exo-B-glucanasa (C,)
procedente de 7. koningii se realiza la precipitacién
usual con suifato aménico y se separan los com-
puestos de bajo peso molecular mediante paso por
columna rellena de Sephadex G-75, se retinen las
fracciones de alto peso molecular pasandolas segui-
damente por DEAE-Sephadex en el cual queda re-
tenido C,, que se eluye posteriormente mediante
solucién de cloruro sédico. Al someterio a electro-
foresis se separan dos enzimas, ambos correspon-
den a dos formas de C;. E Cx es un enzima
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multiple y al purificarlo se obtienen tres fracciones
de pesos moleculares 13.000, 31.000 y 38.000. To-
dos se comportan de manera similar en la degrada-
cién de carboximetilcelulosa (70).

En la celulasa producida por F. so/ani se realiza
una purificacién de sus componentes a partir de las
fracciones recogidas por precipitacién fraccionada,
identificéndose una B-endo-glucanasa (C, ) de peso
molecular 37.000 y una B-glucosidasa de peso mo-
lecular 400.000 (69). En trabajos posteriores, Wood
lleva a cabo la purificacién de C, para lo cual hace
una separacion previa de la B-glucosidasa por cro-
matografia de tamiz molecular en Ultro-Gel AcA-54
(71). ’

Durante los afios 1972 a 1976 se realizan en
Suecia una serie de trabajos encaminados al estudio
del mecanismo de degradacién enzimética de celu-
losa. Entre ellos figura el aislamiento y purificacién
de los enzimas producidos por 7, viride. C, quedé
definido como el enzima que actia tanto solo como
en sinergismo codn el Cx para solubilizar fibra de
algod6n o celulosa cristalina. Su aislamiento com-
prende paso por columna de tamiz molecular Bio-
gel P-10, cromatografia de cambio i6nico y determi-
nacién de punto isoeléctrico, que resulta ser 3,79,
con un peso molecular medio de 42.000. En una de
las fracciones separadas de la de C,, se contiene
B -glucosidasa, cuyo peso molecular es 47.000 y su
pl 5,74. El tercer componente es Cx, necesario
para el ataque a la celulosa natural. Se aislaron dos
enzimas de este tipo que, purificados por las téc-
nicas usuales, presentan pl de 4,6 y 3,39 y pesos
moleculares de 12.500 y 50.000, respectivamente (6)
(8) (9) (10) (50).
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Este texto discute los muchos atributos de las grasas de
la dieta que contribuyen a la nutricién del hombre y &l placer
de comer. B autor parte de la base de que ningln alimento
puede considerarse como bueno o malo «per se» desde un
punto de vista nutritivo, sino que hay que analizar su papel
dentro de la dieta como un todo y, por ello, realiza un
estudio detallado de la funcién de las grasas en la dieta
interrelacionado con el papel nutricional de otros componen-
tes de los alimentos.

€l libro esté dividido en 2 partes que incluyen cada una de
ellas cuatro interesantisimos capftulos con los siguientes tf-
tulos:

Parte |, «Naturaleza, existencia y caracterizacién de gra-
- sas biolégicamente importantes»:

1.—«Qué son las grasas?».

2.—«Tipos de grasas en el organismo y sus funcionesy.
3.—u«las grasas en los alimentosy.

4.—«Determinacién de cantidades y tipos de grasas en

alimentosy. .

Parte Il, «El papel metabdlico y nutricional de las grasas».

Libros

6.—«H lugar de la grasa en la dieta».

6.—«Como se procesan las grasas en el organismo: meta-
bolismo bésicoy.

7.—«Grasas esenciales en la dietan.

8.—«las grasas en la salud y en la enfermedady.

La primera parte del libro constituye la base para discutir
posteriormente en detalle los procesos més importantes que
tienen lugar en el organismo, as/ como su papel en el man-
tenimiento de una buena salud y su posible contribucién al
desarrollo de ciertas enfermedades como aterosclerosis, cén-
cer y obesidad.

Este magnffico texto, en la misma linea de claridad que el
anteriormente publicado por M. I. Gurr y A. T. James (Lipid
Biochemistry: An introduction), demuestra la capacidad de
sintesis y de relacién de su autor, que combina por una parte
un tratamiento detallado donde es necesario, con la posi-
bilidad de ampliar conocimientos en puntos colaterales a

. través de una informacién bibliogréfica que, junto al autor y

titulo, incluye un breve resumen del Interés de! trabajo citado
en relacién con el tema. ]

En conclusién se trata, en nuestra opinién, de un exce-
lente texto, de fécil comprensién, buena estructuracién y
amena lectura que seré sin duda muy apreciado tanto por
cientfficos y tecnélogos de alimentos como en los Departa-
mentos y Centros de Nutricién y Bioquimica.—M. C. Dobar-
ganes.




