
Vol. 17, No. 1 (2018) 365-377
Revista Mexicana de Ingeniería Química 

 
CONTENIDO 

 
Volumen 8, número 3, 2009 / Volume 8, number 3, 2009 
 

 

213 Derivation and application of the Stefan-Maxwell equations 

 (Desarrollo y aplicación de las ecuaciones de Stefan-Maxwell) 

 Stephen Whitaker 

 

Biotecnología / Biotechnology 

245 Modelado de la biodegradación en biorreactores de lodos de hidrocarburos totales del petróleo 

intemperizados en suelos y sedimentos 

 (Biodegradation modeling of sludge bioreactors of total petroleum hydrocarbons weathering in soil 

and sediments) 

S.A. Medina-Moreno, S. Huerta-Ochoa, C.A. Lucho-Constantino, L. Aguilera-Vázquez, A. Jiménez-

González y M. Gutiérrez-Rojas 

259 Crecimiento, sobrevivencia y adaptación de Bifidobacterium infantis a condiciones ácidas 

 (Growth, survival and adaptation of Bifidobacterium infantis to acidic conditions) 

L. Mayorga-Reyes, P. Bustamante-Camilo, A. Gutiérrez-Nava, E. Barranco-Florido y A. Azaola-

Espinosa 

265 Statistical approach to optimization of ethanol fermentation by Saccharomyces cerevisiae in the 

presence of Valfor® zeolite NaA 

 (Optimización estadística de la fermentación etanólica de Saccharomyces cerevisiae en presencia de 

zeolita Valfor® zeolite NaA) 

G. Inei-Shizukawa, H. A. Velasco-Bedrán, G. F. Gutiérrez-López and H. Hernández-Sánchez 

 

Ingeniería de procesos / Process engineering 

271 Localización de una planta industrial: Revisión crítica y adecuación de los criterios empleados en 

esta decisión 

 (Plant site selection: Critical review and adequation criteria used in this decision) 

J.R. Medina, R.L. Romero y G.A. Pérez 
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Resumen
El costo de las enzimas comerciales es un factor limitante para la producción de bioprodutos a partir de materiales
lignocelulósicos, siendo necesario estudios de catálisis enzimática direccionados a la obtención de enzimas celulolı́ticas a
partir de materias primas de bajo costo. En este sentido, las enzimas β-glucosidasas producidas por Aspergillus niger ATCC
1004 durante fermentación sumergida a partir de bagazo de caña de azúcar se caracterizaron de acuerdo a la estabilidad en
diferentes temperaturas; la evaluación del efecto combinado del pH y la temperatura sobre la actividad enzimática y el perfil
electroforético. El concentrado enzimático mostró alta estabilidad en 4°C y 37°C. Los mayores valores de actividad enzimática
se alcanzaron en los intervalos de 47 - 52.7 °C de temperatura y 3.6 - 5.2 de pH. Se identificaron dos tipos de β-glucosidasas,
con masas moleculares 167.9 y 119.0 kDa estimadas mediante SDS-PAGE. De esta forma, las caracterı́sticas del concentrado de
β-glucosidasas sugieren su aplicación en procesos de sacarificación y fermentación simultaneas.
Palabras clave: material lignocelulósico, enzimas celulı́ticas, estabilidad térmica, actividad enzimática.

Abstract
The cost of commercial enzymes is a limiting factor for the production of bioproducts from lignocellulosic materials, encouraging
studies of enzymatic catalysis in order to obtain cellulolytic enzymes from low cost raw materials. β-glucosidase enzymes
produced by Aspergillus niger ATCC 1004 using submerged fermentation and sugarcane bagasse as carbon source was
characterized in terms of stability at different temperatures, activity by combining the effect of pH and temperature, and
electrophoretic profile. The enzymatic concentrate was highly stable at 4°C and 37°C. The highest enzymatic activities were
achieved in the temperature and pH range between 47.0- 52.7°C and 3.6-5.2 respectively. Two types of β-glucosidases were
verified and their weights of 167.9 and 119.0 kDa were estimated by SDS-PAGE. The characteristics presented by the β-
glucosidase concentrate suggests its application in simultaneous saccharification and fermentation processes.
Keywords: lignocellulosic materials, cellulolytic enzymes, thermal stability, enzymatic activity.

1 Introducción

La búsqueda de alternativas para reducción de los
impactos ambientales ha llevado al surgimiento de
investigaciones direccionadas al desarrollo de métodos
de contención de emisiones y de tecnologı́as para la
obtención de biocombustibles y substancias quı́micas

dentro de la quı́mica verde. Todo esto asociado a la
reducción del consumo de energı́a, al aumento de
la eficiencia de conversión y utilización de materias
primas alternativas como residuos agroindustriales,
entre ellos, los materiales lignocélulosicos (Liao y col.,
2015; Rodrigues y col., 2017; Marques y col., 2017).

Siguiendo esta lı́nea, la producción de bioetanol
a partir de materiales lignocelulósicos, denominada
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producción de segunda generación (2G) se presenta
como alternativa biotecnológica, donde la materia
prima no tiene ningún tipo de competencia alimento
contra energı́a y adicionalmente es de bajo costo,
en comparación con las materias primas tradicionales
(Balat y col., 2008; Liao y col., 2015; Ferraz y col.,
2017). A pesar de que la conversión biológica a
partir de materiales lignocelulósicos ofrece numerosos
beneficios, el desarrollo a gran escala de este
proceso se encuentra limitado por factores económicos
y tecnológicos, relacionados principalmente con el
pretratamiento del material y la producción de enzimas
para disponibilización de azúcares fermentables por
hidrólisis enzimática (Alvira y col., 2010; González y
col., 2011).

Los materiales lignocelulósicos están formados
por dos estructuras de polisacáridos, la celulosa y
la hemicelulosa, las cuales se encuentran asociadas
a una estructura aromática denominada lignina, que
se presenta como un material recalcitrante que no
permite una disponibilidad natural y simple de los
azúcares para bioconversión. El uso de pretratamientos
permite la remoción de la lignina y la hemicelulosa,
aumentando la porosidad de la fracción celulósica,
facilitando el acceso de las enzimas para el proceso
de hidrólisis que lleva a la obtención de glucosa para
fermentación (Cardona y col., 2010; González y col.,
2011; Santos y col., 2016).

La hidrólisis enzimática de la celulosa es
conducida por enzimas celulolı́ticas llamadas
celulasas, las cuales son un complejo enzimático
formado por tres grupos principales: (i) las
endoglucanasas, que atacan las regiones de baja
cristalinidad; (ii) las exoglucanasas, que degradan
las moléculas, generando celubiosa por acción en
los terminales reductores y no reductores; (iii) las β-
glucosidasas, que hidrolizan la celubiosa produciendo
la liberación de moléculas de glucosa (Santos y
col., 2016; Rodrigues y col., 2017). Estos grupos
enzimáticos presentan diferente especificidad y modo
de acción, siendo que su acción conjunta genera un
sinergismo durante el proceso de hidrólisis. En este
complejo enzimático, las β-glucosidasas contribuyen
con la eficiencia del proceso una vez que reducen
la inhibición de la celubiosa sobre las exoglucanasas
(Arantes y Saddler, 2010; Junior y col., 2014; Liao
y col., 2015; Abdella y col., 2016). Adicional a
su uso en la hidrólisis de la fracción celulósica de
materiales lignocélulosicos, las β-glucosidasas tienen
otras aplicaciones industriales como la hidrólisis
de glucósidos de isoflavonas para la producción de
agliconas y para la liberación de hidroxitirosol de

subproducto de oliva (Quian y col., 2012; Abdella y
col., 2016).

Algunas bacterias y hongos filamentosos presentan
capacidad de producción de diferentes tipos de
enzimas en forma de cocteles enzimáticos que pueden
presentar la mezcla de diversos tipos de enzimas
(Ramos y col., 2017). En el caso de bacterias, la
capacidad de producción de celulasas es baja, llevando
a que los estudios para producción de estas enzimas se
encuentre direccionado al uso de hongos filamentosos,
como especies de Trichoderma, Penincilium y
Aspergillus (Sun y Cheng., 2002; Balat., 2011; Brito
y col., 2017). Los cocteles enzimáticos producidos
comercialmente por Trichoderma reesei presentan alta
actividad de endoglucanasas y exoglucanasas, pero la
cantidad de β-glucosidasas no es suficiente para una
eficiente conversión de la biomasa, siendo necesaria
la complementación con β-glucosidasas (Liao y col.,
2015; Abdella y col., 2016).

Diferentes especies de hongos filamentosos como
Penincilium y Aspergillus presentan capacidad para
producción de β-glucosidasas (Moretti y col., 2012).
Entre ellos, las mejores producciones son observadas
con el uso de especies de Aspergillus a partir
de substratos tradicionales. Para el caso de la
producción de β-glucosidasas a partir de residuos
agroindustriales, la eficiencia y caracterı́sticas de las
enzimas producidas se encuentran influenciadas por el
tipo de cepa microbiana usada y las condiciones de
cultivo (Quian y col., 2012).

En este contexto, una alternativa para la viabilidad
económica de bioprocesos de segunda generación es
la producción de enzimas a partir de materiales de
bajo costo para formulación de cócteles enzimáticos.
De esta forma, el objetivo de este trabajo era la
caracterización de las β-glucosidasas producidas por
Aspergillus niger ATCC 1004 a partir de bagazo de
caña de azúcar, incluyendo estudios de estabilidad
térmica, electroforesis y del efecto combinado del pH
y la temperatura sobre la actividad β-glucosidasica.

2 Metodologı́a y materiales

2.1 Micro-organismo

En este estudio se utilizó una cepa de Aspergillus
niger ATCC 1004. Para su conservación se realizaron
repiques periódicos en medio Agar Papa Dextrosa
(Potato Dextrose Agar, PDA). Las esporas para
realización de los experimento se obtuvieron después
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que el micro-organismo se cultivó en medio PDA
a 30ºC por 10 dı́as, posteriormente las esporas se
removieron por raspaje de forma aséptica con 10
mL de agua destilada estéril y la suspensión se
colocó en tubos Eppendorf estériles con solución de
glicerol al 20% para conservación y almacenada bajo
refrigeración a 4 °C.

2.2 Pretratamiento del bagazo de caña

El material lignocelulósico se lavó, secó y molió.
Se realizó una etapa de pretratamiento con ácido
sulfúrico (1% v/v) a 121°C por 40 min para hidrólisis
de la fracción hemicelulósica, el material resultante
denominado lignocelulosa se lavó para eliminación del
ácido y la hemicelulosa residual. El pH del material se
ajustó en un valor de 5.0 y posteriormente secado. La
lignocelulosa se sometió a un pretratamiento alcalino
con una solución de hidróxido de sodio (0.5 mol/L)
a 121°C por 30 min, posteriormente la lignina se
removió mediante lavados sucesivos, el pH ajustado
en un valor de 5.0 y secada. Finalmente el material
resultante, denominado lignocelulosa parcialmente
deslignificada se molió, quedando a disposición para
la etapa de producción.

2.3 Producción del complejo enzimático

La producción enzimática por Aspergillus niger ATCC
1004 se llevó a cabo por fermentación sumergida
en biorreactor (BioFlo®310, New Brunswick
Scientific) con condiciones de operación controladas:
temperatura 28°C, oxı́geno disuelto 30%, pH 4.0
y volumen de trabajo de 3.0 L. El medio de
producción contiene: extracto de levadura (10.0 g/L),
lignocelulosa parcialmente deslignificada (7.5 g/L),
(NH4)2SO4 (4.3 g/L), KH2PO4 (3.0 g/L) y tween-
80 (7 mL/L). Este medio se esterilizó a 121ºC por
20 min. Se empleó un inoculo lı́quido (10% v/v)
proveniente de un pre-inoculo obtenido a partir de 1
mL de solución de esporas. El tiempo de fermentación
es de 107 horas y el complejo celulásico producido,
denominado de extracto crudo se concentró utilizando
un sistema de filtración tangencial Hollow Fiber®
(Quix stand GE Healthcare, São Paulo, Brasil) de
membranas de polisulfona.

2.4 Determinación de la actividad β-
glucosidasica y contenido de proteı́nas

La actividad β-glucosidasica se determinó incubando
a 50ºC por 15 min la mezcla compuesta por 50 µL del

extracto enzimático y 50 µL de solución de celubiosa
(2% preparada en tampón de citrato de sodio 0.1 M
/pH 5.0), la reacción se detuvo colocando las muestras
en agua en ebullición durante 10 min. Posteriormente
se adicionó 1 mL de reactivo enzimático glucosa-
oxidasa y la muestra fue incubada a 37ºC por 15 min.
Finalmente se adicionaron 910 µL de agua destilada
y se realizó la lectura de absorbancia a 505 nm en
espectrofotómetro Spectrumlab 22pc. La actividad β-
glucosidasica se expresó en unidades internacionales
(UI), donde una unidad equivale a la cantidad de
extracto enzimático necesario para liberar 1 µmol de
glucosa por minuto (Ghose, 1987). Las muestras se
analizaron por triplicado.

Para la determinación del contenido total de
proteı́nas solubles se utilizó un Kit de proteı́nas
comercial de Biorad, basado en el método de Bradford
(1976), teniendo como estándar albumina bovina.
Se adicionaron 800 µL del extracto enzimático
diluido y 200 µL del reactivo de Bradford (Kit-
BioRad), la mezcla se incubó a 25 ºC por 5 min,
seguido de la lectura de absorbancia a 595 nm en
espectrofotómetro Spectrumlab 22pc. El factor de
dilución varió dependiendo de cada muestra, siendo
100 el valor máximo.

2.5 Estabilidad térmica

La estabilidad térmica de la actividad β-glucosidasica
se evaluó a través de la incubación del concentrado
crudo a temperaturas de 37 y 50°C. Muestras
para determinación de la actividad enzimática se
tomaron cada tres horas durante las primeras 24
horas y posteriormente cada 24 horas por 16 dı́as.
La estabilidad de la actividad β-glucosidasica del
concentrado crudo se verificó para la temperatura de
almacenamiento (4°C) por un periodo de 60 dı́as.

2.6 Influencia combinada del pH y la
temperatura sobre el concentrado
enzimático

Para estudiar el efecto combinado del pH y la
temperatura sobre la actividad β-glucosidasica
del concentrado enzimático se planteó un diseño
Compuesto Central Rotacional (Central Composite
Rotational Design CCRD), donde el pH y la
temperatura actuaron como variables independientes
y la actividad β-glucosidasica como variable
dependiente o de respuesta.
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2.7 Análisis electroforética

Para la separación electroforética se utilizó un sistema
de electroforesis vertical a temperatura de 25°C,
utilizado gel separador de poliacrilamida 15% y gel
apilador 4% (SDS-PAGE). Luego de la electroforesis,
el gel SDS-PAGE se sumergió en una solución
colorante Coomassie blue por tres horas, seguido de
una decoloración con solución de ácido acético al
10%. Posterior a la separación de proteı́nas y para
relevación de las bandas, el gel de zimograma se
sumergió en una solución Triton X-100 (1%) durante
20 minutos y lavado con agua ultrapura seguida
de una solución tampón de citrato de sodio 50
mM/pH 5.0 por 20 minutos para eliminar el SDS.
Para revelar las bandas se empleó una solución de
esculim 0.1 % (6,7-dihydroxycoumarin 6- glucosida)
con incubación a 50°C por 30 min acompañada de
agitación, finalmente se adicionó la solución de clorito
de hierro (0.03%) a temperatura ambiente (Kwon y
col., 1994). El gel fue analizado con el software Gel-
Pro Analyze (Media Cybernetics) para estimación de
las masas moleculares y la caracterización de proteı́nas
se llevó a cabo por comparación de patrones Full-
range Rainbow.

2.7.1 Diseño experimental y análisis estadı́stico

El efecto combinado del pH y la temperatura sobre la
actividad β-glucosidasica del concentrado enzimático
se analizó usando un diseño Compuesto Central
Rotacional (CCRD), compuesto de 4 experimentos
factoriales, 4 puntos axiales y 3 puntos centrales.
En este diseño el pH y la temperatura corresponden
a las variables independientes y la actividad β-
glucosidasica es la variable de respuesta. Los
resultados se analizaron con un Diagrama de Pareto y
un Análisis de Varianza (ANOVA) con 5% de nivel de
significancia, utilizando los software STATISTICA®
v.7.0 (Statsoft, USA) y DESIGN-EXPERT® v.7.0
(Stat-Ease, USA).

3 Resultados y discusión

El extracto crudo producido presentó 16.0 U/mg
de proteı́nas, un valor de actividad enzimática β-
glucosidasica de 4882 U/L y una concentración
final de proteı́nas de 309 g/mL. Estos resultados se
presentan similares a los obtenidos por Sohail y col.
(2009) para la producción de celulasas por Aspergillus
MS82 en las mejores condiciones encontradas. La

producción enzimática realizada en modo batch por
107 horas presentó un comportamiento linear, sin
presencia de una fase de adaptación prolongada,
contrario a lo observado por Abdella y col. (2016)
donde la producción de β-glucosidasas por Aspergillus
niger NRRL 3112 inició luego de 72 horas de
fermentación con 5400 U/L para 240 horas de
proceso, usando células libres a partir de salvado
de trigo y glicerol. Para el concentrado enzimático
se alcanzó un valor de actividad enzimática β-
glucosidasica de 49331 U/L. Durante la separación
del material microbiológico se registraron perdidas
alrededor de 12% ocasionadas por la retención de
material conteniendo proteı́nas en el sistema de
filtración.

La actividad β-glucosidasica obtenida para el
extracto crudo en el presente trabajo se presenta
favorable en comparación con resultados reportados
en la literatura para diferentes especies y cepas de
hongos, utilizando diferentes substratos, en diversas
condiciones y modos de fermentación. Lan y col.
(2013) presentaron la producción de β-glucosidasas
por T. viridi a partir de bagazo de caña y salvado
de trigo en fermentación sumergida, obteniendo 260
U/L. Usando P. simplicissimum y a partir de diversos
materiales lignocelulósicos Bai y col. (2013) indicaron
150 U/L. La cepa P. jamthinellum usada por Sharma y
col. (2015) presentó una producción máxima de 3100
U/L usando salvado de arroz. De Cassia (2015) trabajó
con fermentación en estado sólido para producción de
β-glucosidasas por Thermomucor indicae-seudaticae
N31 a partir de harina de soya, obteniendo 2400 U/L.
Vasconcellos y col. (2015) presentaron la producción
por A. oryzae 3T5B8 a partir de bagazo de caña,
obteniendo 5000 U/L para fermentación sumergida y
1900 U/L para fermentación en estado sólido.

Valores mayores de actividad β-glucosidasica
pueden ser encontrados en la literatura, asociados
principalmente al uso de micro-organismos
genéticamente modificados y fermentación en estado
sólido. Sin embargo la producción a escala industrial
relacionada al uso de micro-organismos modificados
puede estar limitada por las normas de bioseguridad,
que buscan garantizar la protección de la salud
humana, del medio ambiente y de la diversidad
biológica, respecto de los efectos adversos que podrı́an
causarles las actividades con micro-organismos
modificados, esto incluye la evaluación de riesgos en
relación con los micro-organismos modificados y los
sistemas de expresión biológica, el uso de cámaras de
seguridad biológica y medidas de contención, como
barreras fı́sicas y/o combinación de con barreras
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quı́micas o biológicas, adicional a los problemas
relacionados con estabilidad genética (OMS, 2005;
DOF 06-03-2009). Por otro lado, la producción
industrial en estado sólido es de difı́cil escalamiento,
teniendo en cuenta los problemas relacionados
con la esterilización del sustrato, el control de
las variables operacionales como temperatura, pH,
humedad, agitación y aeración; también existe la
necesidad de grandes cantidades de inóculo, dificultad
para determinación del crecimiento microbiano y
mantenimiento de la pureza de los cultivos; se requiere
de grandes espacios fı́sicos, prolongados tiempos
de operación con dificultad para recuperación del
producto (Pandey, 2003; Jackson y col., 2004; Couto
y Sanromán, 2006; Mitchell y col., 2011).

De esta forma es importante continuar con estudios
de producción, optimización y caracterización de
enzimas por fermentación sumergida, la cual puede
ser realizada en diferentes modos de operación como
lote alimentado y operación continua, que permiten
disminuir problemas de inhibición y aumentar
los rendimientos. Ası́, los resultados sugieren la
alta capacidad de producción de β-glucosidasas
por Aspergillus niger ATCC 1004 a partir de
material lignocelulósico, lo que presenta beneficios
económicos y ambientales.

3.1 Evaluación de la estabilidad del
concentrado enzimático

Las propiedades de las enzimas producidas
microbiologicamente dependen del micro-organismo
productor y las condiciones del proceso de
producción, de esta forma, la caracterización del
complejo enzimático producido por Aspergillus
niger ATCC 1004 es fundamental para conocer
su comportamiento y direccionar las posibles
aplicaciones y condiciones de trabajo. En la Fig.
1 (a) se presenta la estabilidad de la actividad β-
glucosidasica del concentrado enzimático crudo para
las temperaturas de 37 y 50°C, se observa que en 37°C
se presentó, con una pérdida de solo 3% de la actividad
inicial durante las primeras 3 horas y a partir de 6
horas se entra en una fase de estabilización con 87%
de actividad residual. Para la temperatura de 50°C se
observó que durante este mismo periodo de tiempo
se presentó una notoria disminución de la actividad
β-glucosidasica, llegando a 30% de actividad residual
con un tiempo de vida medio de 2 horas. La perdida de
actividad continuó de forma menos acentuada durante
el transcurso del tiempo llegando a menos de 5% de
actividad residual a partir de 15 horas, siendo el ensayo

 

 

Figura 1. Estabilidad térmica para la actividad β-glucosidasica del concentrado enzimático 

crudo producido A. niger ATCC 1004, expresada como actividad residual (%). Actividad   

β-glucosidasica inicial 56407 U/L. Muestras analizadas por triplicado. (a) temperaturas de 

37 y 50°C por 18 horas; (b) temperatura de 37ºC por 384 horas. 

Fig. 1. Estabilidad térmica para la actividad β-
glucosidasica del concentrado enzimático crudo
producido A. niger ATCC 1004, expresada como
actividad residual (%). Actividad β-glucosidasica
inicial 56407 U/L. Muestras analizadas por triplicado.
(a) temperaturas de 37 y 50°C por 18 horas; (b)
temperatura de 37ºC por 384 horas.

de estabilidad a 50ºC detenido con 18 horas. La
evaluación de estabilidad a 37°C continuó por un
tiempo total de 384 horas, como se presenta en la Fig.
1 (b), durante las primeras horas se observó una ligera
pérdida de actividad β-glucosidasica del concentrado
enzimático y a partir de 50 horas se alcanzó un valor
sin grandes variaciones, con alrededor de 80% del
valor inicial de actividad.

El comportamiento de la actividad enzimática a
50ºC no resulta del todo sorprendente, una vez que
la incubación de extractos enzimáticos producidos por
micro-organismos mesófilos en temperaturas igual o
superiores a los 50°C genera pérdida de actividad
enzimática debido a la desnaturalización de las
enzimas (Liao y col., 2015). En este sentido, diferentes
autores evaluaron la estabilidad de β-glucosidasas
en diferentes temperaturas. Farinas y col. (2010)
observaron una actividad residual próxima a 50% para
una temperatura de 50ºC luego de 100 horas. Elyas
y col. (2010) encontraron actividades residuales entre
15 y 20% para 60°C después de seis horas. Ramani
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y col. (2012) indicaron un tiempo de vida medio
de una hora para β-glucosidasas producidas por P.
funiculosum NCL1. Junior y col. (2014) evaluaron la
estabilidad térmica de β-glucosidasas producidas por
A. niger 12 a 50ºC por aproximadamente 95 horas,
indicando una fuerte disminución de la actividad,
llegando a un residual de menos de 10% después
de 20 horas y un residual final menor de 5%, este
este resultado es similar al obtenido en el presente
trabajo, indicando la baja estabilidad térmica de las β-
glucosidasas producidas por A. niger en temperaturas
alrededor de 50ºC.

De forma similar Liao y col. (2015) encontraron
una baja estabilidad térmica a 50ºC para β-
glucosidasas producidas por P. oxalicum GZ-2 con una
actividad residual casi nula luego de 0.5 horas. Santos
y col. (2016) presentaron un tiempo de vida media de
36 min y una actividad residual de aproximadamente
30% pasados 50 min a 60ºC para β-glucosidasas
producidas por Gongronella butleri. En estos dos
casos, las enzimas obtenidas por los autores son
menos estables que las β-glucosidasas del presente
estudio. Adicional a la caracterı́stica mesófila de
las enzimas producidas por hongos filamentosos, el
proceso de concentración o purificación parcial puede
tener una influencia negativa sobre la estabilidad
térmica, una vez que son retiradas proteı́nas como
proteasas que pueden formar agregados con las
β-glucosidasas, favoreciendo la estabilidad térmica
a altas temperaturas. Sin embargo el proceso de
purificación es necesario y serı́a posible mejorar la
estabilidad con la adición de estabilizantes térmicos
(Junior y col., 2014).

Para la temperatura de 37ºC Farinas y col. (2010)
observaron una actividad residual un poco inferior
a 90% corridas 100 horas. Elyas y col. (2010)
reportaron una actividad residual entre 81y 92% para
la evaluación de estabilidad a 40 ºC después de seis
horas. Junior y col. (2014) observaron que en 37ºC
las β-glucosidasas de A. niger 12 presentaron una
pérdida constante de actividad enzimática, llegando
a una actividad residual alrededor de 30% luego de
95 horas. Considerando los resultados anteriores, las
β-glucosidasas de A. niger ATCC 1004 obtenidas en
este trabajo presentan una satisfactoria y prolongada
estabilidad en temperaturas alrededor de 37ºC ya
que luego de 384 horas se tiene una actividad
residual de 80%, esta caracterı́stica sugiere la
posibilidad de aplicación en procesos de sacarificación
y fermentación simultaneas, donde las condiciones de
operación se encuentran en temperaturas entre 37-
40°C y tiempo de 3 dı́as (Pejó y col., 2008; Olofsson y

col., 2008).
Finalmente, la estabilidad del concentrado

enzimático en temperatura de almacenamiento
(4°C) presentó como valor medio de actividad β-
glucosidasica residual para los treinta primeros dı́as
un valor de 99,5% y posterior a 60 dı́as un valor
99, 2%, demostrando una destacable estabilidad de la
actividad enzimática del preparado en condiciones de
almacenamiento por prolongados periodos de tiempo.

3.2 Evaluación de la influencia combinada
del pH y la temperatura sobre la
actividad β-glucosidasica

El efecto combinado del pH y la temperatura sobre
la actividad enzimática se estudió como parte de
la caracterización de las β-glucosidasas producidas
por A. niger ATCC 1004 con el objetivo de
seleccionar condiciones operacionales para su uso.
En la Tabla 1 se presentan los resultados del diseño
experimental DCCR realizado para esta evaluación,
puede observarse que de acuerdo con las condiciones
estudiadas, la actividad β-glucosidasica varió entre
11101 ± 356 y 64395 ± 637 U/L. Los mayores
valores de actividad enzimática se alcanzaron en
los experimentos 2 (pH 4.0- 50.0ºC) y 8 (pH 5.0-
52.7ºC), los cuales presentan las mayores temperaturas
evaluadas, de esta forma se observa la relación
de la actividad β-glucosidasica con el aumento de
temperatura, por otro lado debe considerarse que en
altas temperaturas se tiene un aumento del número de
colisiones moleculares que lleva a la desnaturalización
progresiva de la estructura proteica y consecuente
disminución del tiempo de estabilidad (Santos y col.,
2013).

A partir de los resultados obtenidos (Tabla 1) fue
construido el diagrama de Pareto que se presenta en
la Fig. 2, en este grafico puede observarse que la
temperatura se presenta como la variable con mayor
influencia positiva sobre la actividad enzimática,
sugiriendo el aumento de la actividad enzimática en
temperaturas más elevadas. Cuando se aumenta la
temperatura, se genera una mayor energı́a cinética,
resultando en colisiones más productivas entre las
moléculas y en este caso resultando en una mayor
actividad enzimática. Sin embargo, si las moléculas
absorben mucha energı́a las enzimas pueden ser
desnaturalizadas, perdiendo su actividad catalı́tica,
con lo cual es posible tener tiempos de estabilidad
cortos para estas mayores actividades enzimáticas
(Santos y col., 2013; Junior y col., 2014).
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Tabla 1. Matriz de experimentos del diseño experimental Compuesto Central Rotacional (DCCR) para evaluación
del efecto combinado del pH y la temperatura sobre la actividad β-glucosidasica del concentrado enzimático crudo

producido por A. niger ATCC 1004 a partir de bagazo de caña de azúcar.

Experimento pH Temperatura Actividad* (U/L)

1 4.0 (-1) 37.0 (-1) 23743 ± 487
2 4.0 (-1) 50.0 (1) 51516 ± 857
3 6.0 (1) 37.0 (-1) 11615 ±410
4 6.0 (1) 50.0 (1) 22835 ± 267
5 3.6 (-1.41) 43.5 (0) 24849 ± 236
6 6.4 (1.41) 43.5 (0) 11101 ± 356
7 5.0 (0) 34.3 (-1.41) 21531 ±208
8 5.0 (0) 52.7 (1.41) 64395 ±637
9 5.0 (0) 43.5 (0) 40849 ± 385
10 5.0 (0) 43.5 (0) 39388 ±265
11 5.0 (0) 43.5 (0) 40573 ±538

Los valores codificados para las variables son presentados en paréntesis.
*Muestras analizadas por triplicado.

Tabla 2. Análisis de varianza para el modelo cuadrático reducido de la actividad β-glucosidasica del concentrado
enzimático crudo producido por A. niger ATCC 1004 en función del pH y la temperatura.

Fuente de
variación

SC GL CM FCalculado Valor P

Modelo 2.596
E+009

3 8.65E+08 29.51 0.0002

pH 4.535
E+008

1 4.54E+08 15.46 0.0057

T 1.24E+09 1 1.24E+09 42.31 0.0003
pH2 9.02E+08 1 9.02E+08 30.76 0.0009

Residuos 2.05E+08 7 2.93E+07
Total 2.80E+09 10

R2 0.927
Ftab 4.35
Fmodelo/ Ftab 6.78

 

Figura 2. Diagrama de Pareto para evaluación de la influencia combinada del pH y la 

temperatura sobre la actividad β-glucosidasica del concentrado enzimático crudo producido 

por A. niger ATCC 1004 

Figura 2. Diagrama de Pareto para evaluación de la
influencia combinada del pH y la temperatura sobre la
actividad β-glucosidasica del concentrado enzimático
crudo producido por A. niger ATCC 1004.

Por otro parte, la variable pH presentó un efecto
negativo, de esta forma, valores de pH bajos
resultan en mayor actividad enzimática. Ası́, las β-
glucosidasas de este estudio presentan mayor actividad
en condiciones de pH ácidos y temperaturas alrededor
de 50ºC.

A partir de los resultados fue posible obtener
un modelo cuadrático reducido Ec. (1) que relaciona
la actividad β-glucosidasica en función del pH y
de la temperatura con una significancia de 95%.
El análisis de varianza (ANOVA) del modelo se
presenta en la Tabla 2, donde se muestra que
el coeficiente de correlación (0.927) y el valor
de F calculado (6.8 veces mayor al F tabulado)
son satisfactorios para la predicción del modelo,
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confiriendo significancia estadı́stica. Este modelo
representa el efecto combinado y sinergia de la
temperatura y el pH sobre la actividad β-glucosidasica
en los intervalos estudiados de cada variable. Se
obtuvo un factor lineal positivo para la variable
temperatura, indicando la relación directa entre la
actividad enzimática y el aumento de la temperatura
en las condiciones evaluadas. Para el pH se observó
un factor linear negativo, indicando un aumento de
la actividad enzimática en menores valores de pH;
para esta variable también se encontró un coeficiente
cuadrático, que sugiere que dentro del intervalo
estudiado y por efectos sinérgicos se presenta un punto
o región de pH óptimo, a partir del cual cambios de pH
llevan a alteraciones estructurales de los sitios activos,
disminuyendo la actividad enzimática.

Actividad β− glucosidasica (U/L) = 40822.65

− 7529.20pH + 12453.73T − 12079.51pH2 (1)

El estudio combinado de pH y temperatura permiten
entender la acción catalı́tica de las enzimas en
diferentes condiciones, diversos autores, entre ellos
Elyas y col. (2010), Farinas y col. (2010), Ni y
col. (2012), Liao y col. (2015) Santos y col. (2016),
Brito y col. (2017), Silva y col., (2017), Marques
y col., (2017) indican rangos de pH y temperatura
donde se presentan altas actividades enzimáticas para
diferentes enzimas obtenidas a partir de diversos
micro-organismo y materias primas, siendo que la
mayorı́a de estudios presenta el efecto de estas
variables de forma separadas, diferente del estudio
combinado realizado en este trabajo. El estudio de
superficie de respuesta realizado permitió definir un
rango de trabajo para las β-glucosidasas de Aspergillus
niger ATCC 1004 de forma eficiente incluyendo los
efectos individuales y combinados de estas variables.
A partir de los datos experimentales y del modelo
Ec. (1) se construyó el grafico de contorno para la
actividad enzimática en función de la temperatura
y del pH como se presenta en la Fig. 3, en este
grafico puede observarse que la región con los
mejores resultados se encuentran el intervalo de
combinaciones de pH entre 3.6 - 5.2 con temperaturas
entre 47.0 - 53.0°C. Usando las herramientas de
optimización numérica de Desing-Expert y teniendo
como criterio de mayor peso la maximización de
la actividad β-glucosidasica dentro de los intervalos
estudiados, es posible resolver el modelo Ec. (1) para
la determinación de una condición óptima teórica en
pH 4,69 y temperatura de 53.0 °C donde se estima una
actividad β-glucosidasica de 60197.5 (U/L).

 

Figura 3. Gráfico de contorno de la influencia combinada del pH y la temperatura sobre la 

actividad β-glucosidasica del concentrado enzimático crudo producido por A. niger ATCC 

1004 

 

Fig. 3. Gráfico de contorno de la influencia combinada
del pH y la temperatura sobre la actividad β-
glucosidasica del concentrado enzimático crudo
producido por A. niger ATCC 1004.

Diferentes autores han evaluado el efecto del pH
y la temperatura sobre la actividad enzimática de
diversos complejos enzimáticos, en su mayorı́a de
forma individual. Singh y col. (2009) evaluaron el
efecto individual de diferentes variables incluyendo
la temperatura y el pH sobre la actividad enzimática
de un complejo enzimático producido por A.
heteromorphus, indicando que la mayor actividad
enzimática fue observada en pH 4.8 y temperatura de
60°C. Elyas y col. (2010) presentaron que el punto
óptimo de actividad enzimática para un complejo
celulósico se encuentra en el intervalo de pH entre
3.0 y 4.0 con una temperatura de 60°C, siendo que
temperaturas superiores llevan a la pérdida de la
actividad enzimática. Farinas y col. (2010) estudiaron
el rango de pH entre 2.4 a 6.6 y temperatura de 23° a
87°C, reportando el pH como la variable con mayor
efecto, los mayores valores de actividad estuvieron
entre 34 a 60°C y pH de 4.0 a 5.5, estando la máxima
actividad en pH 4.5 y temperatura 55°C. Ni y col.
(2012) indicaron que las mejores actividades para β-
glucosidasas de A. niger se encontraron en pH entre
4.5-5.0 y temperaturas entre 55- 60 ºC. Liao y col.
(2015) evaluaron de forma independiente el efecto del
pH y la temperatura sobre la actividad de enzimas
celulolı́ticas de P. oxalicum GZ-2, para la actividad β-
glucosidasica se observó que las mejores actividades
se encuentran en el intervalo de pH de 4.0 a 5.0 y
de temperatura de 60ºC. Santos y col. (2016) en su
estudio individual del efecto del pH y la temperatura
para β-glucosidasas de G. butleri, encontró la actividad
óptima en pH 4.5 y 65°C, con tiempo de vida media de
36 min.
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Figura 4. Zimograma de la actividad β-glucosidasica en condiciones nativas 

 

 

Fig. 4. Zimograma de la actividad β-glucosidasica en
condiciones nativas.

Junior y col. (2014) presentaron un estudio
combinado del efecto del pH y la temperatura para β-
glucosidasas A. niger 12, encontrando que los efectos
cuadráticos de ambas variables y el efecto lineal de
la temperatura presentaban un efecto negativo sobre
la actividad enzimática, diferentes de lo observado
en el presente trabajo, donde la temperatura mostró
la mayor influencia y efecto positivo. Esta diferencia
puede deberse a las condiciones evaluadas por Junior y
col. (2014) que llegaron a temperaturas de 87ºC donde
puede ocurrir la desnaturalización de las enzimas,
de acuerdo con las condiciones evaluadas por esos
autores, se reportó que en el rango de pH entre 4.0-
6.5 y de temperatura entre 40-65ºC se presentaron
las mejores actividades. Este rango de pH se muestra
similar al resultante en este estudio, por otro lado,
para la temperatura se presenta una pequeña diferencia
como consecuencia de los diferentes intervalos de
temperatura evaluados y las caracterı́sticas propias de
las β-glucosidasas obtenidas.

3.3 Evaluación electroforética del
concentrado enzimático

Se llevaron a cabo pruebas en condiciones nativas
mediante zimograma para identificación de las formas
de β-glucosidasas presentes en el extracto enzimático
y en condiciones desnaturalizantes mediante SDS-
PAGE para determinación de la masa molecular
de las formas de β-glucosidasas identificadas.

 

Figura 5. Electroforesis gel SDS-PAGE en condición desnaturalizante Fig. 5. Electroforesis gel SDS-PAGE en condición
desnaturalizante.

La Fig. 4 presenta el zimograma de actividad β-
glucosidasica, donde se identificaron dos formas de
β-glucosidasas y de acuerdo al orden decreciente de
su peso molecular se nombraron β-glucosidasa I y β-
glucosidasa II. Las bandas teñidas para la actividad
β-glucosidasica se hacen más intensas a medida que
transcurre el tiempo, de esta forma se pudo determinar
que la forma β-glucosidasa I presenta mayor actividad,
esto se observó para el extracto crudo y el extracto
concentrado.

El análisis del gel SDS-PAGE usando el software
Gel-Pro Analyzer 4.0 permitió identificar bandas
con pesos moleculares de 167.9, 119.0, 95.0, 77.5,
72.5 y 67.6 kDa como se presenta en la Fig. 5.
Para las formas β-glucosidasa I y β-glucosidasa
II se estimaron los pesos moleculares de 167.9
y 119.0 kDa respectivamente. La presencia de
bandas adicionales a las β-glucosidasas previamente
identificadas indica la presencia de otras proteı́nas
con actividad enzimática diferente, correspondiendo
posiblemente a endoglucanasas o exoglucanasas, las
cuales muestran bajos valores de actividad en el
extracto enzimático. De esta forma el complejo
enzimático producido por A. niger ATCC 1004
está formado principalmente por dos formas de
β-glucosidasas que presentan variación del peso
molecular debido a posibles diferencias en el tamaño
de las cadenas polipeptı́dicas.

Las β-glucosidasas producidas en fermentación
sumergida por A. niger ATCC 1004 presentaron
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valores de peso moleculares dentro lo reportado por
otros autores para enzimas de este grupo producidas
por diferentes especies de hongos. Yan y Lin (1997)
encontraron pesos de 107 kDa para β-glucosidasas
producidas por A. niger, para esta misma especie
Rashid y Siddiqui (1998) reportaron pesos de 330
kDa y Narasimha y col. (2015) estimaron un peso
molecular de 95 kDa. Li y col. (2005) encontraron para
β-glucosidasas producidas por Valvariela valvacea
pesos moleculares de 380 kDa. Kaur y col. (2007)
reportaron para β-glucosidasas de Melanocarpus sp.
MTCC 3922 valores de peso molecular entre 92
y 102 kDa. Joo y col. (2010) presentaron para β-
glucosidasas de P. pinophilum pesos de 120 kDa y
más recientemente Borgi y Gargouri (2016) reportaron
altos pesos moleculares para β-glucosidasas de
Beauveria bassiana con pesos entre 400 y 600
kDa. Los valores de peso molecular encontrados en
este trabajo concuerdan con valores reportados en
la literatura y también con los indicados para β-
glucosidasas producidas comercialmente de 135 kDa.
De forma conjunta, los resultados obtenidos en este
trabajo y los reportados por otros autores muestran
la variabilidad del peso molecular de las diferentes
formas β-glucosidasa producidas por diferentes cepas
A. niger y por otras especies de hongos, indicando la
importancia de la caracterización de estos complejos
enzimáticos.

Conclusiones

La producción enzimática por Aspergillus niger
ATCC 1004 a partir de bagazo de caña se mostró
favorable para aprovechamiento de este residuo con
la obtención de un complejo enzimático con alta
actividad β-glucosidasica. El análisis combinado del
efecto del pH y la temperatura sobre la actividad β-
glucosidasica con el uso de metodologı́a de superficie
de respuesta, permitió identificar que los mejores
resultados experimentales de actividad enzimática se
encuentran en pH entre 3.6 y 5.2 con temperatura
entre 47.0 y 52.7°C. La solución del modelo resultante
del diseño experimental DCCR permite estimar como
condiciones óptimas teóricas pH 4,69 y temperatura
53.0 °C. En términos de estabilidad térmica, el
concentrado enzimático crudo se presentó altamente
estable a temperatura de almacenamiento 4ºC y
37ºC. En la temperatura de 50ºC el concentrado
enzimático presentó un tiempo de vida media
de 2 horas. Finalmente la electroforesis permitió

identificar dos formas de β-glucosidasas, cuyos pesos
moleculares se estimaron en 167.9 y 119.0 kDa. De
esta forma, las caracterı́sticas presentadas por la β-
glucosidasas producidas por A. niger ATCC 1004
sugieren su aplicación en procesos de sacarificación y
fermentación simultaneas para producción de diversos
productos entre ellos biocombustibles como etanol.
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Nomenclatura

ANOVA análisis de variancia
ATCC American Type Culture Collection
CCRD Central Composite Rotational Desing
F valor de Fisher
KDa Kilodalton
PDA Potato Dextrose Agar
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate-

Polyacrylamide Gel Electrophoresis
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