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1.INTRODUCCTION.

En laé Gltimas décadas y como'consecﬁencia de la sobrepo-
blacién mundial, surge la necesidad de satisfacer una mayor de
manda de vivienda, empleo y alimentos principalmente, ademis -
de solucionar los problemas de contaminacién ambiental que - -

plantea la explosidn demogr&fica.

Con base en ésto, los cientfficos contribuyen a la solu--
cién de dichos conflictos buscando fuentes no convencionales -
de alimento, como los residuos celulSsicos que son desperdicia
dos en parte actualmente y cuyo aprovechamiento representa una
de las alternativas de mayor interés, pues son excelentes sus-
titutos de otras fuentes de carbono m&s comunmente empleadas -
para la produccién de biomasa o protefna unicelular. Por otro_
lado, la utilizacién de estos residuos disminuye la contamina-

cién ambiental originada por su acumulacién.

Muchos de los materiales celulSsicos son residuos que se_
clasifican de acuerdo a su origen en:
a) Residuos agrfcolas: bagazo, paja, olote, hojas, rastrojo, -
etc.
b) Desperdicios del procesamiento de alimentos: cdscara de fru
tas, pedazos de vegetal, pulpa, etc.
c) Desperdicios de madera: aserrin, astillas, corteza, etc.

d) Residuos municipales: basura, papel. (45,55).

Este tipo de materiales presentz como constituyente prin-

cipal a la celulosa, gque es un conpuesto orgénico abundante en



la naturaleza y ocupa una tercera parte delia;maféria'vege-;
tal de toda la Tierra. Su estructura es la de‘un polisacdri-
do éompuesto de unidades de d—glucoéa polimériiadés mediante
enlaces fbh_i,u—glucosidicos; sin embargo, esta forma estruc
tural no es asimilable por organismos superiores a excepcidén
de los rumiantes que poseen un complejo enzimdtico que efeq~
tda su degradacién. De la misma manera existe una gran varie
dad .de microorganismos entre los cuales se destacan los hon-
gos por ser capaces de liberar su enzima celulolitica al me-
dio de cultivo sin necesidad de romper sus células, fendmeno
que se requiere en bacterias y protozoarios con actividad ce

lulolitica. (32)

En este sentido, una hidr@lisis enzim&tica sobre la ce-
lulosa produce glucosa a partir de la cual, mediante distin-
tos procesos fermentativos, se obtienen productos de gran va
lor industrial como alcoholes, §cidos orginicos, antibiSti--
cos, ete., mientras que una hidr6lisis dcida desprende azica
res de peso molecular heterogéneo, ademds de ser un proceso_

.muy costoso. (31)

Por esta razbn, se han realizado numerosos estudios pa-
ra encontrar microorganismos con alta actividad celulolftica

asi como para purificar su enzima (celulasa).

Dada la relativa facilidad para obtener y manejar los -
cultivos fingicos y su mayor capacidad celulolitica en rela-

cién con otros ricroorganismos, el presente estudio se enfo-




appovechado
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2. OBJETIVO.

El ob]etlvo fundam ntallde este trabajo es medir la capa
cidad degradatlva de las celulasas produ01das por hongos ais-
lados de dlversaS'fuentes ‘'sobre la cubierta de la mazorca de_
maiz, proveniente del mercado de "La Merced", pues es un resi
duo agricola abundante y poco aprovechado en nuestro pafs. --

Por su contenido de celulosa representa una fuente potencial _

de carbono, ya que mediante hidrélisis enzimftica es factible .

obtener un azﬁcar simple como producto final y que resulte ==

aprovechable en otras industrias de fermentacidn.

Por otro lado, se pretende detectar la actividad celulo-
litica de las enzimas producidas, pues actualmente; el aisla-
miento y purificacién de sistemas enzimfticos altamente acti-
vos permiten aplicarlos en otros procesos de interés indus---

trial.,



3. GENERALIDADES.‘
3.1 Sustratos.

A fin de fécilitar el:aprbvechaﬁiépto‘de‘1osrresiduos
ceiulésicos en la bﬁsQueda de fuentes no convencionales de -
alimentos, para ayudar a resolver la ecrisis alimentaria mun-
dial, se ha considerado una amplia variedad de sustratos que
por su abundancia, carécter renovable y bajo costo, represen
ten una fuente potencial de carbono, aprovechable en proce--
sos industriales para producir compuestos quimicos de gran -
interés, como son: protefna unicelular, azdcares reductores,

celulasas y otros productos de fermentacién. (6,52)

Entre dichos sustratos, los que representan mayor impor
tancia industrial se encuentran aquellos que en base a su -
origen se pueden clasificar en: (45)

- Residuos agricolas: bagazo, paja, hojas, etec.

- Residuos del procesamiento de alimentos: cdscaras de .

frutas, pedazos de vegetal, pulpa, etc. _

- Desperdicios de madera: corteza, astillas, aserrin; -

etc,

- Basura municipal y papel. 7

En la tabla 1,se muestra 1la composicién_qpfmicaidé éigg

nos residuos celulSsicos.

. Aldn cuando las caracteristicas mismas de lo

celuldsicos disponibles hacen que‘1a>sé1
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de ellos como sustrato de fermentac16n no- sea s;mple y ‘que’ -

deban de con51derarse los aspectos 81gu1ent's

D1§p9n1b11 dad..

- Localfzaéi n.

- Usos alternatlvos

Caracterfstlcas f151c

Las bféctéés ovcﬁbieffas’de la mazorca del,méiz (suétra—
to utilizado en esté trabajd) repreéentan una alternativa de:
uso como fuente de carbono aprovechable en diversos procesos_
industriales, pues ofrecen algunas ventajas en funcién de su_
bajo costo y amplia disponibilidad durante précticamente todo
el afio; sobre todo, considerando que su utilizacién actual es
Gnicamente de tipo doméstico.

TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DE ALGUNOS RESIDUOS CELULO-

SICOS (% EN PESO SECO). ‘

COMPONENTE.  BAGAZO. _ PAJA DE TRIGN.  MADERA. — PAPEL
Celulosa L6 34 L4-50 75
Hemicelulosa 25 25 20-26

Lignina 20 13 7-12 10

Sflice, grasa,

ceras, cenizas 9 : © 28 Balance 15

FUENTE: (u45)

En México, el cultivo de mafz ocupa un lugar preponderan
te dentro de las actividades agricolas, ya que es producto bd
sico en la alimentacién. Ademds tiene un aprovechamiento inte

gral en numerosas industrias pues ninguna de sus partes se --
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desperdicia; el grano es rico en nutrimentos, 1la planta'cdns-
tituye un excelente forraje ya sea verde o ensilado, y:aﬁn‘—r
el mismo olote ha probado ser ﬁtil en la engorda del ganadbvé;

vacuno o como combustlble y en materiales de construccldn y =

fertilizantes. Por otro lado, el almldén y la harlna se. em“
plean en la fabricacién de gomas, 1nsect101das y explos“
como materla prima para fermentaciones. Asi mismo, '

brién se extrae aceite comestible. (49)

La planta del mafz se compone de las siguienteé parfes};
la mazorca integrada por los granos, el olote (donde se.imf——r
plantan los granos) y las brécteas o cubiertas de la mazorca_
(1lamadas en M&xico: Totomoxtle); el tallo o tronco, el pie -
de cafia; raices y la flor, cima o plumero. La proporciénrde.-
estas diferentes partes en la planta seca es:

PARTES: COMPOSICION (en 100 partes de planta -

, seca)

Grano 30-35

Olote 12-20

Brécteas 6-10

Tallo : 1 30-45

Pie y rafces 12-14

Cima 2-15 FUENTE: ~ (14)

Vemos que las bfécteas constituyen la menor proporcidn -
de la planta, pues representan en promedio el 8% de la planta
y su utilizacién es hasta ahora en forma doméstica para la --
elaboracién de tamales y artfculos de ornato §, en el mejor -

de los casos, mezclada con rastrojo para emplearse como forra
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je o paja en la alimentécién‘del ganado.  (49)

Sin embargo, considerando que lé produccién. anual de --
mafz es elevada y que las brﬁéteas se manejan como un residuo
su utilizacién como un sustrato potencial para la transforma-
cidn de celulosa (uno de los principales componentes) a sus--

tancias de gran interés a nivel mundial resulta aceptable.

En las tablas 1a, 1b y 1lc¢, se disponen datos sobre la --

produceibn de residuos agricolas en México.

TABLA la. PRODUCCION ANUAL DE LOS PRINCIPALES RESIDUOS -
AGRICOLAS (Promedioc de 1972-1976)

_ Residuo Ton. )

Mafz (rastrojo y olote) 103 623 675 80.28
Sorgo (rastrojo) 12 488 0up 9.87
Cafia de az@car (bagazo) 8 398 6u6 680
Trigo (paia) 2 519 381 1.95
Frijol (paja) 617 818 0.48
Arr?z Paléy (casca#i;§§a§ 506 527 | 0_39

FUENTE: (37,2)

TABLA 1b. COMPOSICION QUIMICA DE ALGUNOS DESPERDICIOS «-
CELULOSICOS (% en peso seco)

Componente Rast;ojo de md?é. JPaja de trigo. Madegﬁ.
Celulosa 29 34 44-50
Hemicelulosa 36 25 20-26
Lignina 14 , 13 - 07-12
Sflice, grasas, .

ceras, cenizas. 5 .28 ... Balance

FUENTE : (45)



TABLA 1c. PRODUCCION NACIONAL DE ESQUILMOS AGRICOLAS -

EN 1978.

Producto. ' Toneladas.
Rastrojo de maiz ] 16 618 532
Paja de sorgo — 2 482 874
Paja de trigo 1 723 870
Paja de frijol : ©11-320 716 -
Punta de cafia de azficar . - 1 205 557
Cascarilla salvado de trlgo "» , 750@172:‘
Paja de cebada S B3N Tue
Paja de avena 4-”5l2?’j’fisi'321
Frutas y hortalizas no comer- G A
ciales. Sooaeoioo 79 8585
Cascarilla y arroz {'.i 59309
Paja de cacahuate = 43 379
Paja de garbanzo , 25 134

~ 24 980 265
FUENTE: (37,u44)

3.2 Microorganismos celulolfiticos.

Por conveniencia, los microorganismos capaces de -
biodegradar a la celulosa se dividen en cuatro grupos, de--
pendiendo de su temperatura de crecimiento, sus necesidades
de oxigeno y de acuerdo al habitat que ocupen. Asi, los me-
sofilicos aerébios ¢ anaerdbios dominan a temperaturas mode
radas (20 a 45°C), mientras que una flora termofilica ya --
sea aerébia o anaerdbia se desarrolla por arriba de los —f"

4¥5°C.

Dentro de la microflora aerébia se ha propuesto Qerldé;f

hongos son los agentes principales de la degradaéiﬁn»éﬁf}frii



suelos hﬁmédos. Los basidiomicetos son especialmente activos
en la destruccién de materia orgénica forestal, lefia y teji-
dos lefiosos, pero han recibido poca atencién por crecer po--
bremente en medios de cultivo convencionales. Por otro lado,
los actinomicetos céluloliticos han recibido poca atencién -
ya que aunque tienen las enzimas necesarias para el desdobla
miento de la celulosa, son mucho més lentos para atacar el =~
polisacérido que la mayoria de hongos y bacterias y no son -

buenos competidores por el sustrato. (1,12)

Por lo que respecta a la microflora mesofflica anaerfbi
ca, la descomposicidén de la celulosa procede principalmente _
de 1la acci§n de bacterias, mientras que loé hongos‘y actino~
micetos, no son muy comunes. El microorganismos celulolitico
anaerSbico. mis comln en la "Naturaleza" es miembro del géne
ro Clostridium, bacteria que se ha encontrado en suelos, ~ -
compostas, abonos, lodo de rios, aguas negras. Ciertos hon--

gos como Merilius y Fomes, pueden desarrollarse lentamente -

en ausencia de oxigeno, asi como algunos actinomicetos gue -

pueden crecer ocasionalmente.

En relacidén a la descomposicidén termofilica, a pesar -~
de la amplia distribucién de este tipo de microorganismos, -
es probable que su participacién en la transformacién de ce-
lulosa sea menor, aiin cuando los termdéfilos aerSbios y anae-
rébios son agentes activos de la celulolfsis, teniendo velo-

cidades de biodegradacién mds altas que las correspondientes
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a meséfilos. Un termdfilo comin es Clostridium thermocellum,

anaerébio formador de esporas que se ha utilizado para produ
cir dcidos orgénicos, con una temperatura Sptima de creci---

miento de §5 a §5°Cy pH cercano a la neutralidad.

Considerando los factores anteriores, existen diversas_
fuentes de aislamiento de microorganismos capaces de efed--—
tuar la biodegradacién de la celulosa; entre ellas, destécah
primordialmente las siguientes: suelo, rumen, compoSta,>ese-

tiércol, paja, abono y vegetales en descomposicién. (39)

Ademds, cada una de las variedades de organismos celulp
1fticos es afectado en forma diferente por las condiciones -
del medio ambiente, como son: pH, humedad, presencia y con-«
centracién de oxifgeno, tipo de sustrato, composicidn de la =

microflora presente, ete. (47)

Asi, algunas de las especies gue se pueden aislar de -~
las fuentes menciocnadas anteriormente, y que son capaces de_
utilizar celulosa, son bacterias mesofilicas aerdbias o an;g'

-rébias, hongos filamentosos, basidiomicetos, bacterias termo

filicas y actinomicetos. (30)

La tabla 2 muestra algunos de los géneros- celuloliticos
mds comunes, incluyendo hongos, bacterias y actinomicetos, -

tanto anaerébicos como aerfbicos.

Aunque algunos de estos microorganismos han sido estudia

dos solo en cultivos puros, la accién natural es claramente el
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presultado de una‘COmunidad'compleja. A lo mejor, es diffeil_
comparar cultivos purocs con las diversas poblaciones activas
"in vivo", ya que existe una intensa competencia por los nu-
trimentos y cambios esenciales en la composicién de la micro

flora con el tiempo.

TABLA 2. ALGUNOS MICROORGANISMOS CAPACES DE UTILIZAR --

CELULOSA.

HONGOS - BACTERIAS - ACTINOMICETOS
Alternaria Bacillus Micromonospora
Aspergillus Cellulomonas Nocardia
Chaetomium Clostridium Streptomyces
Coprinus Corynebacterium Streptosporangium
Fomes Cytophaga
Fusarium Polyangium
Myrothecium Pseudomonas
Penicillum - Sporocytophaga
Polyporus Vibrio
Rhizoctonia
Rhizopus
Trichoderma*

Trichothecium . = . . L LA SE

* Actualmente se reconoce como el microorganismo con mayor ac
tividad celulolitica.

FUENTE: (1

Independientemente del género del microorganismo que ==
efectle la descomposicifn de la celulosa, se pueden apreciar
ciertas diferencias en los mecanismos aerébico y anaerébico.
Asi, en la celulolisis aerébica, los microorganismos convier-

ten la celulosa a dos productos: CO, y sustancias celulares,-
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no hay acumulacién de intermediarios carbondceos y la concen-
tracién de dcidos opgdnicos raramente es apreciable; mientras
que en anaerobibsis, los microorganismos. liberan como prbduc—
tos finales varias sustancias orgénicas. Las principales susg-
{ancias que se acumulan en ausencia de ox@geno son: 002, HZ,—
etanol y &cidos orgdnicos como acético, férmico, suceinico, -

butfrico y léctico. (47,51)

Por otro lado, la celulolisis sin oxigeno.es‘lentq,_iﬁqg,
pendientemente del grupo de gque se trate y, a diferencié-dé -
‘los microorganismos aerShios, los anaerdbios no son tan ééhff
sibles a la acidez y han side encontrades en suelos de:pﬁ de;

4,3
3.3 Celulosa.
.3;3.1 Caracteristicas de la celulosa.

La celulosa es el m&s abundante de los compues
tos orgdnicos y representa un recurso renovable, producido -~
por la mayoria de las plantas verdes, pues es el polisacdri-

do estructural y constituyente de la pared celular. (1,19)

Es un polimero formado por unidades de d-glucosa con en-
laces [f.1,4~-glucosidicos, a diferencia del almidén (también
integrado por unidades de d-glucosa) que presenta enlaces - -

o=l ,4-glucosidicos.  (9)

Se -ha calculado que el peso molecular miximo de la celu-
losa de diversas procedencias varia de 50 000 a 2 500 000 - -

que es el equivalente de 300 a 15 000 restos de glucosa. Por
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otro lado, a pesar de su abundancia en la naturaleza, no se -
encuentra en forma pura, ya que usualmente se presenta en -~ -
combinacién con otros polimeros como lignina, pectina, hemice
lulosa, etc. Sobre la base de una produccién mundial, se ha -
calculado que las plantas de la Tierra producen 24 Ton/perso-
na/afio, y aunque posee una elevada afinidad por el agua, es -

completamente insoluble en ella. (4,23)

La celulosa se encuentra en las semillas germinadas de -
las plantas, en algas, en muchos hongos, en quistes de algu--
nos protozoarios y en la materia orgénica del suelo. Dentro -
de la pared celular, la celulosa se encuentra en agrupaciones
submicrosc§picas conocidas como micelas que integran el micro
fibrillo. Asimismo, probablemente es organizada en unidades -
discretas separadas por un espacio a menudo llenade por ligni
na. E1 contenido de celulosa de las plantas superiores nunca_
es fijo, ya que su concentracién aumenta conformé ﬁ,la edad y
tipo de planta. Asi, el carbohidrato es especialmente abundan
te en sustancias leflosas, en la paja, rastrojo y hojas. Los -
tejidos tiernos, son comunmente pobres en celulosa, pero su -
concentracién aumenta conforme la planta madura. De esta mane
ra, una concentracién promedio de 15 a 45% incluye a la mayo-
ria de las especies cosechadas ordinariamente, siendo el limi

te inferior tipico de las plantas més jévenes. (1)

3.3.2 Hidrdlisis de la celulosa.
A pesar de que la celulosa es el carbohidrato mis_

abundante en la naturaleza, no es digerible para los monogds-
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tricos y s§1o_lo es parcialmente para los rumiantes (especie

mds estudiada con respecto a tratamientos tendientes a hacer

a la celulosa una fuente de carbono aprovechable), y para =~

ello han considerado dos rutas: 1) HidrSlisis de la celulosa
produciendo azdcar y su posterior fermentacifn, y 2) la fer-

mentacién directa de los residuos celuldsicos. (9,45)

Aungue hay upa gran cantidad de métodos para hidrolizar
los residuos celul@sicos, de acuerdo al catalizador gue se -
use se pueden clasificar en dos vias: Hidrflisis fcida e hi-

drélisis enzimtica.
3.3.2.1 Hidrélisis écida.

Este proceso consiste en tratar material celul$
sico a altas presiones y temperaturas en un medio acucsec con
una baja concentracidén de fcido; de esta forma, se obtienen_

- § ) Y L
azucares reductores que se emplean para la produccidn de pro

teina unicelular, etanol y algunos otros productos.

La hidrélisis &cida presenta ventajas en. el aspecto eco
némico-con respecto a la hidrélisis enzimﬁtica, pero toda--
via debe demostrarse que los problemas tecnol@gicos del reac
tor de hidrﬁlisis pueden ser resueltos, principalmente por -
que al operarse a alta temperatura es necesario aumentar la_
presién del sistema para que &ste continde lfquido, lo que -

repercute en una mayor inversién econémica.

En la tabla 3, se muestran datos referentes a este pro-

ceso.
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TABLA’Q. PRINCIPALES CARACTERISTICAS ECONOMICAS DEL -PROCE-
SO DE PRODUCCION DE AZUCARES POR HIDROLISIS ACIDA
DE PAPEL. (Ano de est1mac16n. 1969)

S T i

Tamafio de la planta 80 80 L
(Ton/dia)

Producto (Ton/dfa) 30.75 31,25

Inversién total ($x10° ) 1.09 .58

Costo ($/1b azgcan).f,

1

FUENTE:  (45)
3.3.2.2 Hidrélisis enzimdtica.

Este proceso se basa en la utilizacifn de enzimas-
para que]efectuen la hidrélisis de la celulosa. Consiste en la_
produccién de celulasas, su purificacifn y su aplicacién al des
perdicio celul§siéo, y consta de dos fases:

a) La produccidén. de la celulasa y su purificacidn.

b} Su'utilizacién como agente sacarificante.

En la primera fase se recurre a los microorganismos celu-«
loliticos de los que hablamos anteriormente. Actualmente el hon

‘go Trichoderma viride es reconocido como el mejor organismo -~

celulolitico (20) le siguen en orden de importancia, M. verruca
ria y otros organismos. Estos micreorganismos crecen en un me--~
dio cuya tniea fuente de carbono es la celulosa, ya que la celu
lasa es una enzima inducida (40). El sistema se maneja en las -
condiciones Sptimas para la procduccién de la enzima y finalmen-
te se procede a su purificacidn. Sirn embargo, esta etapa presen

ta algunos problemas y por elle en muchas ocasiones se utiliza
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directamente el caldo de fermentacifn sobre el desperdicio -

celulésico;L(FiéuraTi)!”

Celulosa 4P, Recirculadién AN
molida de enzima y
celulosa no | ]

Solucidn Celulosa 30%
Enzimatica Enzima 0.1% oo,

pH=t .8 T=50°C i bAcor de
Fermentador O O
¢/T. viride

Fig. No. 1

En la figura 1, se observa que es necesario emplear un ~
sistema de recuperacidn de la enzima para establecer su recip

culacién, asi como también de la celulosa no hidrolizada.

EX proceso de sacarificacién por hidrdlisis enzimditica -
presenta ventajas tecnoldgicas y de operacidén en cuanto a la_
temperatura y pH de operacidn, que son de bajo orden, pero el
costo parece aﬁn no ser competitivo. Producir azlcares por es
e medio y después fermentarlos para crear biomasa es proba--
=le que no se realice, aunaue la produccifn de glucosa con =~
2Tres fines puede ser atractiva comercialmente (23,2E)f”sema_
nan realizado varios estudios econfmicos ;aré evaluar la PO~

tencialidac de este proceso. En la tabla &, se incluyen estos



- 18 -~
datos.

TABLA 4. PRINCIPALES CARACTERISTICAS ECONOMICAS DEL PROCE
SO DE SACARIFICACION POR HIDROLISIS ENZIMATICA.

BPROCESGY T e AR

MATERIAL: PAPEL

Tamafio de la 10 100 . 218

planta (ton/adfa) FEE

Producto .15 :91.5 100 . - B,

(Ton/dia) Do et

Inversidén total  1.87 ' 1

($x10%) - e

Costo ) D e L ‘
(§/1b azdcar) 0.233° .0.07% .0.045 0,166 . 0.078 0.064% 0.013

FUENTE: (45)

La otra alternativa de uso para los residuos celulésicos -
consiste en fermentarlos directamente con un microorganismo que
tenga actividad celulolitica. Este proceso tieme la particulari
dad de requerir un tratamiento previo a la fermentacidn, en for

ma similar al de la hidrSlisis enzimftica.

Los materiales celulésicos naturales o procesados presen--~
tan muchos problemas en relacién a su susceptibilidad a la hi-~
dr8lisis enzimitica debido a las diferencias estructurales que_
condicionan su degradacifn que incluyen: el tamafic y difusibili
dad de las moléculas de la enzima en relacién al tamafio y pro ~
piedades estructurales del microfibrillo y las moléculas de ce-
1ulosa,asi como la naturaleza de las sustancias con las que se_

asocian.
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Para superar las dificultades anterioxes y debido a la_
amplia utilizacibn de:fibv&s-celul§sica5,en,las.fermenxaciOn
nes, se ha recurride a diversos tipos de tratamientos pre- -~
vios que facilitan su digestifn enzimé&tica, y son: (18,38,54)

a) Molienda mecénica o por ultrasonido para oﬁtener una

reduccién del tamafio molecular. .

b) Tratamiento quimico alcaline para remover la lignina

y facilitar el ataque enzimdtico a la estructura.

¢) Oxidacifn por diferentes métodos para modificar la -

resistencia de los residuos celuldsicos.

d) Combinaciones de los anteriores.

Por el momento, el tratamiento alcalino parece ser el -
que ofrece los mejores resultados; sin embargo, otro trata--
miento previo que podrfa incrementar la susceptibilidad y su
perficie de la hidrSlisis enzimdtica para materiales celuld-
sicos, comprende una molienda seguida del tratamiento alecali

no con vapor. (27)

Por otro lado, Krupnova y colaboradores (citado en 15),
encontraron que un tratamiento con calor y una molienda redu
ce la cristalinidad de los materiales celulésicos y los hace

mis susceptibles a hidr6lisis dcida.

No obstante, se ha encontrado que la celulosa tratada -
con calor, debido a alteraciones en su molécula, da rendi-~--
mientos menores de celulasas y que los efectos inhibidores -

pueden deberse a los factores sigulentes:
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a) Secado excesivo .de las fibras.

b). Oxidacién de una parte de. la. celulosa.

¢) Reorientacién de' moléculas de celulosa en las. fibras.
“d) Aparicién de sustancias téxicas duprante el. tratamien-

to y que inhiben la sintesis de celulasas.

- Finalmente, los sistemas H202+Fe2+parecen'ser significa~ .
tivamente importantes como tratamiento potencial de matepria--
les celulésicos debido a las condiciones moderadas de pH y -~
temperatura a las que se efectda y a que los productos fina--

les no son téxicos. (15)
3.4 Celulasas.

Son las enzimas encargadas de la hidrflisis de 1a --

celulosa.

Desafortunadamente,. el hombre‘ygotros.apimhlgs~ﬁo‘puéden
digerir la celulosa. Para usarla como alimento, primero debe
ser hidrolizada. Cuando la hidrélisis se realiza por\égaAenzi
mitica, se necesita la presencia de un complejo multienzimdti
co denominado "celulasa" que consta de tyes diférentes-compo-

nentes: C,, Cx y B -glucosidasa. (50,59)

C,: Pertenece al grupo de las exo- 8 -1,4 glucanasas --
pues remueve sucesivamente unidades de glucosa a partir de --
terminales no reductoras de la cadena de célulosa. Se le cono
ce también como celobiohidrolasa, ya que las exoglucanasas --

empiezan la degradacién por los extremos de la cadena por eli
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minaci§nrhidpdl§tica de unidades de celobiosa (34). Su ac~
tividad se.manifiesta‘sobre sustancias celuldsicas altamﬁﬁ
te ordenadas, sSlidas y naturales como el algodfn. Précti-
camente,‘c1 prepara la celulosa para ser atacada por los -
componentes Cx y ?f -glucosidasa, ya que por sf misma no -~

es hidrolitica.

C,: Pertenece al grupo de las endo- 8 -1,4 glucana-~-
sas, ésta hidroliza cadenas de celulosa fortuitamente a --
unidades de glucosa a partir de finales no reductores de -
la cadena de celulosa. Es la enzima hidrolitica; actﬁa so-
bre derivados de celulosa solubles, usualmente carboxime~w

tilcelulosa (C.M.C.).

E}-glucosidasa: Se le copoce también. como T@;"glqu
dimerasa por tener habilidad sobre todos los | -dimeros_
de glucosa, incluyendo a celobiosa que se transforma en --

dos unidades de glucosa.

Petterson (citade en 6) propuso un esquema de la de--
gradacién secuencial de celulosa natural a glucosa. Supone
que existe un factor de iniciacién, responsable de la con-
versidn de la celulosa natural a un estado activo que puede
ser atacado por las exo y endo glucanasas para producir - -
aziicares. Posteriormente las regiones de baja cristalinidad
en las fibras de celulosa son atacadas por las endo-glucana
sas liberando extremos de la cadena, Estos extremos son de-

gradados por las exo-glucanasas formando unidades de celo--
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biosa. Finalmeﬁte;'1a~celobi95a‘es,hidrolizada a glucosa por
la acci§n'qéjlas:’@g—glucosidasasf €33,34,20)

'DIFERENTES POSTULADOS ‘ACERCA DEL MECANISHO DE ACCION DE ‘LAS
‘CELULASAS.

Celulosa (cristalina) Celulosa Celulosa (cristaiiha)
4 l Gt GG
: , v
Celulosa (amorfa) . Celulesa ~ Celulosa '
{extremos libres) (amorfa/reactlva)
c, | R
v o +
Celulosa (reactiva) Celobiosa
Cx
v
Glucosa .

FUENTE:  (43)

La actividad celulolitica es de gran importancia biolé-
gica siendo la mayor reaccidén hidrolitica natﬁral, pues con~
tribuye anualmente con 95 000 millones de toneladas de carbo
no a la atmésfera. Desde el punto de vista prdctico, dicha. -

actividad tiene un gran potencial de ser utilizada. (48)

De hecho, las celulasas ya son empleadas en la indus---
tria textil y farmacéutica asi como en la transformacidn de_
alimentos; la hidrdélisis de desechos agricolas, éstos resul-
tan un sustituto excelente del petrdleo, siempre y cuando, -
sean adecuadamente reciclados para recuperar la bicenergia -

contenida en ellos; sin embargo, el principal interés de la_
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utilizacién de las celulasas es la conversifn de la celulosa
de materiales celuldsicos ge'desecho.eh.aéﬁdaresfsolubles de

importancia industrial. " (18) °

Las celulasas son producidas por una gran‘kariedad de w=
hongos y bacterias. En general, los hongos son los que prodg‘
cen filtrades suficientemente activos para,lle?ar.a-cabd'ig -
vitro una sacarificacidn de la celulosa. Entre los mejores -
hongos productores de celulasas se encuentran: Trichoderma -
viride;'Chrysdsporium‘lignorum;‘Trichoderma‘kdninggigy Asper

gillus niger. (5,41}

A pesar de los intentos»Que se han realizado por utili-
zar a las celulasas para la sacarificacidn de la celulosa y_
la amplia informacién acerca de los hongos menciopados, no -
existe en la actualidad ningin proceso industrial de sacari-
ficaci6n enzimdtica de la celulosa, por las razones mencicna

das anteriormente. (43)

Para lograr la conversifn de la celulosa a azicares se_
requiere, ademés de una enzima suficientemente activa, un --
pretratamiento de la celulosa para eliminar lignina y otras_
sustancias interferentes con el propbsito de aumentar su -~ -
susceptibilidad. Si la proporcién y extensifn de la hidréli-
sis es alta, la copcentracidén del azdcar tambiép debe serlo,
dependiendo de su facilidad de recuperacién. Si la recupera-
cién del azicar no es prdctica, el digerido crudo se podria_

usar directamente para obtener otro producto de fermentaciﬁn
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o bien, un producto de gran importancia actualmente debido a_
la escacez de proteina y alimentos en general: La protefna --

“undcelnlar. (21)
3.5 Protefna Upicelular.

La escacez de proteina en los paises pobres, la re--
duccibn en la captura de algunas. especies pesqueras,. la alfq;
tasa de crecimiento demogrdfico y los incrementos de los pre-~
cios de las:fuentes tradicionales de proteinas para consumo -
humano y animal han hecho que inQestigadores'y,gobierno de.?g
rios paises esfén considerando la produccidén a gran escala de
protefna unicelular como una solucién al problema de la ali--

mentacién. (24)

La proteina unicelular es el término genérico que se apli
ca al concentrado proteinico obtenido de microorganismos uni--
celulares (levadura, hongos, bacterias y algas), los cuales =--
pueden cultivarse en una gran variedad de medios relativamente
abundantes y baratos tales como residuos del petréleo y deriva
dos, gas natural, aguas negras, heiazas, etanol, metanol y re-
siduos.celulésicos entre otros (5). La produccidén de proteinas
en forma de proteina unicelular, por medios no convencionales_
tiene caracteristicas que la hacen particularmente atractiva,-
siendo su alto contenido prbtefﬁo y su rapidez de duplicacidn_

de masa de las mds importantes.

El poco tiempo que los microorganismos unicelulares necesi

tan para reproducirse significa una gran ventaja, ya que mien-
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tras un becerro de 450 kg produce zkg de protefina cada 24 horas
450. kg de planta de soya producen 40. kg em un periodo de 150 ~-
dfas y 450 kg de microorganismos producen k50 kg de proteina en

s6lo 2 horas. (5)°

Por otro lado, la wvelocidad con que se reproducen estos mi
croorganismos ofrece. ventajas para la experimentacifn genética_
pues se obtienen generaciones completas en periodos de 3 a 5 --

dfas. Ademfs, se requiere de poco personal especializado.

Proceso de elaboracién: Los altos precios de la proteina -

han propiciado la creacién de diversos procesos de interés eco-
némico , incluyendo: (23)
a) Hidr6lisis 4cida, seguida por fenmentacién con levadura
b) Fermentacién por actinomices termofilicos.
c) Crecimiento de bacterias celulolfiticas mesofilicas a --

partir de materiales celuldsicos pretratados:

Como vemos, una de las posibles fuentes de proteina unice-
lular la representan los recursos celu1§sicos (10), sin‘embar--
go, deben considerarse algunos aspectos para su eleccidn (45),-

como son:

.1. Disponibilidad en cantidad y en tiempo (con base en - -
ello se determina el tamafio de la planta).

2. Localizacidn (pues si es’necesdrio recolectarlo y trans
por{arlo, el costo aumenta considerablemente).

3. Usos alternativos: como combustible, alimento directo -

al ganado, papel, etc.
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Y, Caracterfsticas fisicas y quimicas, como su densidad,

composicin quimica, tamafio de partfcula, etc.

En general, la protefpa unicelular se obtiepe mediante -
‘un proceso. en el que el fermentador es la clave. La ruta més__
estudiada es la de cultivo sumergido aerdbico. ' Su disefio in-
cluye un sistema de agitacién de la biomasa, suministro de --
agua, sustrato, nutrimentos, oxigeno y fuente de nitrogéno --
(7,45). Todos los insumos son esterilizados previamente para_
evitar la contaminaci6n del cultivo. Como la fermentacidn es_
exotérmica, debe contarse con un sistema de refrigeracién pa-
ra mantener la temperatura §ptima de crecimiento. La veloci=--
dad con la que el oxigeno se transfiere a los organismos se -
acelera con sisteﬁas de oxigenacidn que rompen las burbujas -
de aire. Para separar 1los microorganismos del SQStrato, se -—

suelen utilizar centr@fugas.

La proteina unicelular generalmente contiene més del 50%
de proteina de gran calidad. Otras sustancias presentes en -~
ella son los &cidos nucléicos (ARN y ADN), azicares, grasas,-
agua, fésforo, potasio y fibra. La proporcién de estos compo~
nentes varia en funcién del organismo especifico v del sug--

trato en el que ha crecido.

La proteina unicelular destinada al consumo humano debe_
ser refinada para eliminar su elevado contenido de &cidos nu-
cléicos, pues su ingestidn elevada incrementa el desarrollo -~

de cdlculos biliares & puede provocar "gota'.
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Mediante la hidbﬁlisis de la biomasa, el contenido de dei

dos nuclelcos se reduce a menos del 5%. Los écxdos nuclelcos -

obtenidos se utilizan como saborizantes en dlversos productos.*‘7

La proteina "unicelular destinada para los anlmales no. requle—

re la separacidén de los &cidos nucléicos.

Una vez removidos. los &cidos nucléicos, la proteina;unicg
lular se somete a tratamientos para elevar su concentracién‘y;
mejopar su digestibilidad. Los-concentrddos de protein&‘unicea
lular pueden ser hilados para fabricarse fibras y tejidos QUé;
imitan a la textura de la carne de la misma manera que se han_

utilizado las proteinas de soya.

En la tabla 5, se observa la composici§n~de'proteinas‘uQi
celulares tipicas, crecidas en diversos sustratos comparadas -
con dos fuentes convencionales de proteinas como son la harina
de pescado y la harina de soya, observéndose las diferencias -

en el contenido de lisina, metionina y grasa.

En la produccién de proteina unicelular, tanto microorga-
nismos mesofilicos y termofilicos utilizan la celulosa en una_
concentracién razonable, aunque la biodegradacidn de lignina y
complejos lignina-celulosa constituye el mayor obstdculo para_
la utilizacibn comercial de los residuos celuldsicos (10). Ac-
tinomices termofilicos parecen ser los organismos mis efecti--
vos para la produccién de proteina unicelular a partir de resi
duos celuldsicos, ademds de ser un proceso econdmicamente via-

ble. (u8)



- FULNTES CONVENCIONALES DE ‘PROTEINAS.

TABLA 5. COMPOSICION DE PRODEINAS UNICELULARES TIPICAS.
PROTEINA  PROTEINA
ORGANISMO SUSTRATO et ov B TeS  VERDADERA (3) LIS%NA MET%ONINA GRQSA
: Metanol 80 65 2.2 8
BACTERIAS  Metano §0 50 3.0 10
Parafinas 60 53 1.8 g
LEVADURAS Kerosinas 68 60 1.8 2
Etanol 54 45 1.5 6.
ALGAS co, 45-60 4050 R TLAE ;S;‘
 HONGOS Carbohidra :
R ; tos, 35-50

- 8¢ ~.

HARINA DE PESCADO

"HARINA DE SOYA

60~85

FULNTE:  (5)
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Flnalmente, podemos»aflrmar que la produccién de prote1-

1a actualldad Trlchoderma ‘viride es la mejor fuente de celu-‘

’1asa activa, sin embargo, la composicién del medio y las,conﬁ-
diciones de cultivo afectan la produccién enzimétiéa‘(iS). o
Larobtenciﬁn de enzimas en gran escala se puede ver favorécij
da ‘por una adecuada seleccién y mejoramiento de los microorgi
nismos capaces de lleQar a.cabo esa produccién y del desarro-
llo de métodos de fermentacibén accesibles econbmicos y tecno-

légicos.
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4, MATERIAL Y METODOS‘V'

H.i:MeleS utlllzados ep- el alslamlento y\conserva“--

__11‘1 Alslamlento. “
- ‘Se emp1e§ el mé;
KH2P04,..; S
KHPO, .« o .
MgS0, " TH,0 . .
PEPTONA . .

DEXTROSA .+ ‘
ROSA DE BENGALA. . .

ESTREPTOMICINA . . . « . . . 0.03g.

AGAR + « v « v v v « » + . .417.00g

Aforado a 1 litro con agua destilada.

La adicién de estreptomicina se realizé justo

el agar solidificara, por ser termoldbil.

MEDIO DE DUBOS  (11)
KHPO, ¢+ o o .+ . . . 1.00g

NaNOa. ISR .

MgS0, . 7H,0
KCl.. ..
,FeSOu.7H20?

Sérintrodujeron tiras‘de—pépe1 filfro,(1x9cm)

antes de ‘que

Aforar a un lltro ésfiiadafy ajustar el --

en cada tubo

o PRSI .
de cultivo quedando una porcién ce papel fuera de la superficie
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del medio 1iquidd 1Séieéteviliz§.én aﬁtqclaVefaf15 li§ras:ppr

15 minutbé‘x

Sélméééiéﬁén enyﬁartes igualéé
de sodio dilu;do a 7° Baumé (sblu§ﬁ§h;6§héi¢§%1‘dil
aproximadamente) y una solucién dé:ﬁél a‘iégiBaﬁﬁé‘téolp
comércial diluida a 1!3 aproximédaméﬁfé);Qﬁéigad

sobre el -deido con agitacidn.

,jéndolas'abiébtés~sobb

damente 30 horas),

Dentro de un recipienté grande se procedi@féi'la§a§d”de;
las cajas en agua corriente hasta la eliminacién déx.exCéso'-
de dcido y se control§ el pH con papel indicador. Eiglaféd§1;

se realizd en 20 horas aproximadamente.

Impregnacidn de las placas: Antes de su'utilizééi§n,wse;r‘
sumergieron las placas durante 5 minutos en agué h;@?iénte-_;
(con el fin de esterilizarlas). Una vez hecho ésto;aSefadicig
né un disco de papel filtro estéril en cada placa‘y”épfokiﬁé;,

damente 3 ml. de la solucidn nutritiva estéril. (11

Inoculacin de las placas: Sobre el papel filtro se dis-
tribuye uniformemente una suspensién de esporas de cada cepa_
fingica, incubando a 29°C durante 3 meses; se rehidrataron: -~

las placas con solucidn nutritiva de Dubos una vez por semana.
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4.1.2 Cpnsér?aci§n, S

f,:Se ut11L26 el medlo:de SABQﬂRAUD‘”(SS)' S

"PROTEOSA/PEPTONA
"DEXTROSA._. .*.;,
AGAR. . . . .

Aforado a 1. litro

oL 100

e o woveg
.o .. 15.0g

‘con agua destilada.

Una vez obtenido el desarrollo del hongo, el medio sétéuA

bri6 con vaselina estéril para evitar desecacién.

%.1.3 Medio de esporulacidn.

El medio empleado

para favorecer la esporulacién_

fué: AGAR-V/8. (56) -

Juge VW8 . . . .
CaCOs R
AGAR . . . .

Aforado a 1 litro

-.- . v e 205-

con agud destilada.

4.1.4 Medio de fermentaci§n. (42)

Se preparS el medio mineral de Reese (47), adicig

nado del sustrato (cubierta de la mazorca del maiz).

KH, PO, . .

(NH,),S0,. + . .
UREA . . . . . .
MgSOLTHO L L

CaCl2 (anhidro)*

Scolucidn elemehtos traza

e e s o 2.0g
’ll.lV“? ”l 1.ug

.. 0.3g

Afcrado con agua destllada a 1 lltro
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La solqéi@nﬂdé'elémgntoé‘iﬁéidi?résenxélldisiguiente com—

posicidn: .

el SR

‘Znc1, & ins0, 4g respectiva--

CoCl,y. "
HC1 al 19%.

Aforado con agua destilada a i litro. = -

Se esterilizé durante 15 minutos a 121‘C;'En‘e1'momento -

de usarlo se colocaron 50 ml. en matraces Erlenmeyer de 300 ml,
4.2 Aislamiento de microorganismos celulolfticos.

Las cepas de hongos aislados se obtuvieron a partir ge
materiales cémo estiércol de diversos animales estabulados en =
la Facultada de Veterinaria, UNAM, de liquido del rumen,conse--
guido en el Rastro Municipal de Naucalpan de Judrez, Estado de_
México, de composta elaborada en la Planta de Desechos Sélidos_
de la Ciudad de México, ubicada en San Juan de Aragén, D.F., --
y suelo de las zonas verdes de Ciudad Universitaria, D.F., De -~
las muestras recolectadas en frascos estériles y diluidas con -
una solucién isotdnica estéril se tomé una alicuota de 1 ml. -~
Con ella se hicieron diluciones progresivas y se inocularon en_
cajas de Petri estériles, afiadiéndoles el medio de cultive de -
Rosa cde Bengala. De aqui, se aislaron varias cepas de hongos. -
Una vez aisladas las cepas, se conservaron en el medio de Sabou

raud recubierto con vaselina para su seleccién posterior.
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4.3 Selec¢i§h‘de;lds.microdrganismos.

Iniéiﬁiﬁéhte, se ensay§ la actividad celulol;tica de
cada cepa en uri medio 1£Qﬁido (Dubos)' y en un medié's§lido -
(placas de silica gel), aquéllas que presenxaron’uné mayor aﬁ
titud degradati?a del papel filtro en ambos medios, SQ:inééu;
laron en el medio de fermentacifn, para observar EU’capédid&d"

de degradacibn hacia el sustrato especifico.

Ya en este medio de éulti&o, se determin§,la concentra--
cidén de azdcares reductores totales sélo a las cepas que. vi--
sualmente mostraron un mayor ataque hidrolftico sobre la ce;g'
losa del sustrato. Para la determinacién de azicares reducto-
res totales se empled el método del dcido dinitrosalicilico -

(D.N.S.). (38)

Lok Identificacién de los microorganismos celuloliticos.

Los hongos seleccionados se identificaron en base a_
las caracteristicas morfolégicas de las estructuras reproduc-

tivas que desarrollaron en los microcultivos. (3)
4.5 Preparacién del inoculo.

La suspensién de esporas de las cepas mis actiQas, -
desarrolladas en agar-V/8, se obtuvo por agitacién en un agi-
tador Vortex. Se‘ajusté el nﬁmero de esporas a 5% ¥ 108 espo-
ras/ml. eproximadamente, desarrollando con anterioridad una -

curva turbidimétrica.
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4.6 F&énfe,déthtéhé§§n del 3ustratp;

‘Como Ffuenté ‘de celﬁldéaﬁée.émp1e§ la: cubierta de‘la -~

mazorca del mafz rentes Lugares de la Repiiblica Mexica-

na.

4.7 Tratamientos del sustrato, |

Inicialmente las cubiertas de la mazorca‘delfﬁgii

fueron secadas en estufa, ya secas, Se molieron en un molin

tipo Wiley a fin de someterlas a los siguientes tratam
4%.7.1 Tratamiento quimico.

El sustrato se mezclé con una soludi§h‘de NaOH_

al 1.5% en proporcién 1:8 (sustrato-sosa) durante 20 horas a -
29°C. EL exceso de dlcali se retirS con agua destilada hasta -

lograr un pH de 7 y el agua residual se eliminé por filtra¢i§n'

al vacio. El secado se efectud a 120°C durante 10 minutos.
4.7.2 Tratamiento fisico y quimico.

El sustrato se trat6 de la misma forma que en -
el tratamiento anterior, modificando el tiempo (1 hora) a - -

120°C y a una presi@n de 1.5 kg/cm2 en el autoclave. (25}
4.8 Métodos analiticos.

Una vez inoculado el medio de fermentacibén con un ni-
mero conocido de esporas, se realizaron las siguientes determi-

" naciones:



- 36 - .
4.8.1 Efecto de los tratamientos sobre el sustrato,

En matraces Eplehmeyer de. 300 ml.'ylﬁor dupliéadp;—
se adiciond al medio de fermentacidn una concentracifn de 1% -
de sustrato sometido al tratamiento quimico. Se incubaron a --
29°C y 120 rpm en una méquina agitadora modelo New Brunswick -
durante 10 dfas. Diariamente se determind la concentracién de

azlicares reductores totales por el método del D.N.S.

De igual forma se procedid para el sustrato con tratamien

to fisico y quimico, que reporté los mejores resultados.
4,8.2 Efecto de la concentracién del sustrato.

Para ambas cepas, se probaron concentraciones de --
0.2, 0,5, 1.0 y 2.0% de sustrato con tratamiento fisico \'g qu@-
mico. Durante 10 dias se les determiné: concentracifn de azﬁcé
res reductores totales, actividad en papel filtro‘y.actiQidad;

en C.M.C.

4.8.2.1 Determinacién de azlcares reductores totales.
Se recurri6 al método del D.N.S. (29,38), que - -
consta de los siguientes reactivos:
Reactivo A:
Na2503 e e e e e e
Aforando a 100 ml con agua destilada.

. 0.05g

Reacti&o 3: )

MaOH « v vev v v v e o o . 1.0 B

Fenol. . « .+« .. ... 02g
DaN.Se v v e ;Ein,Dfé"j’
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Aforando a 100 ml con agua destilada.

El D. N S. se agregé minutos. antes de su uso)y s

la cantidad de soluclén necesaria para trabagar*f'

Reactivo C

Sal Rochelle (tartrato doble de sodlo

Solucién patrén de gluéoééi
Glucos& anhidra. . . . . 1.0 g
Acido benzoico . . e e 0.?Sg',
Aforando a 100 ml con aguad destiladé. Dé'esta solu4?

cién se hicieron diluciones para desarrollar la curva patrén.

Solucidn amortiguadora de citratos (pHﬁu}Q). (57

Citrato de sodio. . . . . 3.3 g en 50 ml de agud
Acido citrice . . . . . . 1.8 g
Acido fenilmercurico. . . 0.04% en 5 ml de agua

Aforar a 100 ml con agua destilada.

Ajustar pH a 4.8, guardar en frasco de polietileno.

Procedimiento:

Cada 2% horas, en tubos de ensaye, se colocaron 3 ml del
filtrado del medic de fermentacién  inoculado con el hongo,-
1 ml de reactivo A y 1 ml de reactivo B. Se mantuvieron en --
ebullicién durante 15 minutos, despufs se enfriaron al chorro
del agua. In ese momento se adiciond 1 =1 de reactivo C y se_

aforé a i ml. Se leyS en un espectroictémetro Zeiss modelo -

PM2A & S7% nm. Los datos se reportan en mg de glucosa/ml.
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La actlvldad celulollt 1& de- cad fcepa'se'enSayG'medidn-

te,la»determlnacmén en-papel: filtpo y: arboxlmetllcelulosa.

u"éalz._» \ctividad. er ,‘pap'el"fyilt:i:'dﬁj(JC"l). ‘L(sjs)

' En tubos de ensaye se introdujeron tiras de Papel
Whatman No. 1 de 50 mg (1x6 em) y se les agregé 1 ml de solu--
cibén amortiguadora de citratos de pH=4.8 y 1 ml de filtrado --
del cultivo del hongo. Se incubaron por una hora a 50°C en agi
tacidén de 120 rpm. Inmediatamente se les determiné azqcares”ré

ductores totales por el método del D.N.S.
4.8.2.3 Actividad en‘éafboximetiiééluiosa?(C*).Vﬂ(35)

En tubos de ensaye, se mezclaron' 1 ml de solu—n—
cibén de C.M.C, al 1%, 1 ml de solucifn amortiguddora de citra-
tos de pH=4.8 y 1 ml del filtrado del cultivo del hongo calen~
tando a 50°C por 30 minutos sin agitacién evinmediat&mente'Se;
procedié a determinar azilicares reductores por el método del ~-

D.N.S.
4.8.3 Tiempo de mixima actividad celulolitica.

Se determiné mediante la preparacién de una grifica
donde’ se anota la concentracién de azdcares reductores por ac-
tividad en papel filtro en la ordenada contra tiempo en la - -

abcisa (grdfiea 5.2.f).
4.8.4 Determinacién de proteina extracelular.

Durante. 10 dfas se determind la concentracién’de'--
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proteina extfacelular en,el medic de fermenxaci§n’mediahféaé,

el método de Lowry (28), en el que selempleaﬁ laéis‘”"f“;

reactivos:

Reactivo Ay ,[~jf[fﬁf'
NayCOy « + + o
NaOH . « o v v
Aforando a'l litr
Reactivo Bj
Cuzsou.5329, v
Tartrato de sodi
Aforando a 1 litro
Reactivo C:

Mezelar 1 ml de féééf;VOiA‘

reposar por un dia.
Reactivo D: :
Reactivo de Folin-Ciocalteu diluido a una concentraciﬁn-?,
1 N. La cantidad de este reactivo a diluir se determin§ pog;-jri, :

titulacién con NaOH y fenolftaleina.

Reactivo E:

Solucidn patr§n de alblimina bowvina cristalina.;D

solucidn se hicieron diluciones para desarrollar la‘curva pa-

tr§n de proteina extracelular,

Procedimiento:

Por cada muestra de filtrado del cultivo del hongo, se ~

mezc1§ 1 ml del mismo con 1 ml de reactiQo C. Se mantuvo la -
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mezcla en:repoéb "rante 10 mlnutos a temperatura ambiente e

tré y se- 1levo ‘a peso constante la cantldad de sustrato no ‘hi:
drollzadp por cada cepa. El porcentaje de peso seco se obtuvo
junto con el micelio del hongo dada su diffcil separacién del
residuo celuldsico. Al mismo tiempo se determind la variacién
‘de pH en el medio de fermentacidn con un potencifmetro modelo

Digi-Sence.
4.8.6 Efecto de aditivos.

Al medio de fermentacién con 1% de sustrato se adi
cion§ 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.4% de Tween 80 y durante & dias se
determind su efecto en: a) Actividad en papel filtro; b) Acti
vidad en C.M.C., asimismo, se probd el efecto de la adicién -

de la proteosa-peptona al 0.1% y 0.2%.

4.8.7 Identificaciéh de azficares.

del medio de :e“renta01on se. sometlo

a una hidrél cntro de una ampoe~
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ileta, volﬁmengs igualés del filtrado y HCl.SM;ng*’ r
la ampolleta bien sellada en una esfqu”a 100°C'§ﬁfé@fé
ras. Posteriormente se abri§ la ampolleta y se-cbiéﬁé';viun~, 
desecador a Qacio (matraz Kitazato con KOH para nédfraiiiéf;‘r
el HC1l) con objeto de concentrar la muestra. Con el concéﬁ4—
trado se realizf una cromatografia ascendente en papel, uti-
lizando como eluyente una mezcla de isopropanol-dcido acéti-
co-agua, en proporcidn- 3:1:1, y como revelador 0.9 g de &ci
do ox4lico, 1.8 ml de anilina en 200 ml de agua destilada, -~

(8,58)
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5, RESULIADQS'_ BRI

microorganismos.
aislados, resultaron se-

Cepa 1‘ alslada de’” suelo de las zonas: verdes de c. U.,
Cepa 2. alslada de. composta de. 1a Planta de Desechos -
Sélldos de la Ciudad de Méxlco, ublcada en San

‘ Juan de Aragén, D.F.

Los m crocultlvos mostraron las caracteristlcas morfologl

cas descrltas para 1os géneros.

. Cepa 1: Mucor SE

Cepa 27 Aspenglllus sp.

§.2 Métodos analiticos.

5.2.1 Efecto del tratamiento sobre el sustrato.

5,2.1,1 Tratamiento quimico.

, En las grdficas 5.2.b y 5.2.c se exponen
los resultados de la concentracidn de azlcares reductores obte
nidos a partir de sustratos sometidos a tratamientos quimico y

fisico v quimico e inoculados con las dos cepas.

5.2.1.2 Tratamiento fisico y quimico.
‘En las gréficas anteriores se observa --
que 1la concentracién de azficares recductores totales es rayer -
con este ‘tratamiento; razén por la cual fué utilizado en las -

determinaciones posteriores.
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5.2.2 Efecto de la concentracién dglfshSﬁygtcf-_

2% de ‘sustra

808, "

referentes a esta determinacién
aparecen riores. Con la concentracién de
sustrato-al: 1% obtuvieron los valores mds altos en ambos_

<Casos. :
5.2.2.3 Actividad en carboximetilcelulosa.

Para la cepa 1, la mayor actividad corres
ponde a la concentracién de Sustratq al 1% mientras Que; pa-~
ra la cepa 2, la concentracién de'mayor'actiﬁidad es de.é%;~r

Ver grdficas 5.2.d y 5.2.e.
5.2.2.4 Tiempo de mixima actividad-celulolitiéé.;

Como la actividad en papel fiLtrb indica_

la accién de la fraceién C,, la grdfica 5.2.f revela que la_

1!
concentraciéhfde sustrato al 1% arroja los valores méximos -
al i/er. aia péra ambas cepas. Sin embargo, la cera 2 no ma-
nifesté aétividad en papel filtrc en las concentracicnes res

tantes.
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5.2.3 Detéfminaciﬁn;d'“pbqiégnéigxxracelular.

se obtuvo al?i

mo para 1a,é€p

5.2.47betéb dién fdé‘Eﬁétpafo_bésiduﬁl‘yg&griaqi§n:+f

de pH.

ée nota uria franca dismihuci§h del éorcentaje en;
. peso seco Eonfqrme transcurre la degradacién del sustrato, -
ver grdfica 5.2.h. Con respecto a 1a<§ariaci§n de pH, los da
tos se encuentran en la grdfica 5.2.i, observindese un com=--
portamiento m&s o menos constante ‘entre el 3o. y 6o, d;as de

incubacién.
5.2.5 Efecto de aditins.

§.2.5.1 Adicidn de Tween 890.
Pueden obser#arse los resultados para es~-
ta determinacidén en las gréficas 5.2.(j,k,j',k') referentes_
a la actividad en papel filtro y C.M.C para la cepa 1 y 5.2~

(1,m,1*,m') para la cepa 2.
§.2.5.2 Adicidn de proteosa-peptona.

Las grdficas 5.2.n y fi muestran los resul
tadcs obtenidos para esta determinaciénveﬁ la cepa 1. Para -
la cera 2, ver grdficas 5.2.0-y §.2.p. ‘

Er general tanto la adicidn de Tween 80 ‘como de proteo

ga-peptona tlenden a reducir la actlvldad celulolitlca, que
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sélo se incrementé con proteosa—peptonﬁ al 0,2% para la acti-

. vidad en C. M.C. y no para ‘1 'act v;dad en papel £iltro, De mo
do que’ podemos'con51q§ra que no result§ favorable su utlllZE

cidn.
5.2.6 Identificaci§ﬁ‘dé ahﬁcares.

La cromatografia revelé que el azﬁcar reductor 11

berado fue xllosa, tal como se observa en la flgural2.;
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Fig. 2.- Cromatograma en papel Whatman No.1 ascendente
desarrollado con isopropanol - ac. acetico - agua (3:1:1)

revelado con ac. oxalico -anilina.
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6. DISCUSION.

Para este trabajo, sé seleccionaron'hongos ¥y no otro
tipo de microorganismos celuloliticos en razén de que crecgen
répidamente en medios simples, no requieren de factores de -
crecimiento y la enzima que producen es de tipo extracelular

As{ no es necesario lisar la cé&lula para extraer las enzimas.

Tnicialmente se aislaron. 45 cepas, las cudles se fueron
eliminando por su escaso desarrollo en el medio de cultivo -
con papel filtro.Los hongos que desarrollaron en forma abun=
dante se inocularon en el cultivo de paja de mafz. Se cuanti
fieé la produccidn de azlcares reductores totales y con base
en ésto&a escogieron finalmente las dos cepas reportadas en_

el trabajo.

Con referencia a los microorganismos seleccionados, 1a;
cepa 1 (Mucor sp.) no se reporta en la literatura como espe-
cie celulolitica, sin embafgo en nuestro trabajo, se manifqé
t6 aln con mayor capacidad hidrolitica que la cepa 2 (éﬁégﬁ-
gillus sp.), género reportado como celulolitico (ver grdfica
5.2.a).

Por otro lado, la mayor actividad celulolitica de la ce
pa 1 puede explicarse debido a que la suspensi§n de esporas_
contiene una fraccifn micelial dadas las caracteristicas mor
foldgicas del hongo. Esto faQorece un crecimiento répido y =

produccién de enzima mas temprana. (35)
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Es recomendable para trabajos posteriores, determinar el
~ inbculo fptimo de esporas, ya que las condiciones de cultivo_
fueron constantes durante la fermentaciﬁn. Un nﬁmero excesi&o
de esporas no aprovecharia eficlentemente los nutrimientos y_
en consecuencia la hidr§1isis serﬁa deficiente. Probablemente
&sto caus6é un bajo rendimiento de celulasas en nuestro traba-

jo.

La cubierta de la mazorca del mafz como sustrato celulé-
sico se sometiS a tratamientos para facilitar su ataque enzi-
mético. Seglin Krupnoﬁa y colaboradores (15), el tratamiento -
de molienda seguido con éalor, reduce la cristalinidad de los
materiales celulésicos y los hace mis susceptibles a la hiars

lisis.

El tratamiento fisico y guimico que se utilizé en este -
‘trabajo contempla los aspectos anteriores y efecti\}amente, r_é_
porta los mejores resultados de los dos trafamientos efectua-
dos (ver gréficas 5.2.b y 5.2.c), No obstante se presentaron;
algunos factores que inhibieron la accién de las celulasas, -
tales como: irregularidades en la superficile de contacto, - =~
pues la molienda no se realiz§ en el mismo molino. Krupnova -
menciona otros inconvenientes: secado excesivo de las fibras,
reorientaci§n de moléculas de celulosa, aparicién de sustan--
cias téxicas producidas durante el tratamiento del residuo vg
getal,

En su trabajo de‘investigacién, Mandels y Weber (35) re-

portan una concentracién Sptima de sustrato (celulosa) de .--



- 48 -

0.5 a 1% para la produccién de ceiulasas.fEn.huestro.trabajp,
encontramos que ‘una concentracidn der'celulosa al 2% Libera mé
yor cantidad de azficares reductores totales (ver gréficas ~-
5.2.d y 5.2.e); aunque cabe recalcar que. nuestro interés se -
orienta hacia la obtencién de mayor actividad de C1 medida -~
por la técnica de papel filtro. Y que con las dos cepas de -~
hongos se observé que la'concentracién Sptima de sustrato fué
la misma (1%) pard manifestarse la actividad de las enzimas‘-
¢y, ¥ Cy medidas por las técnicas de papel filtro y de C.M.C,~

respectivamente (ver grdficas 5.2.d y 5.2.e),

En cuanto a la actiQidad en papel filtro, la cepa 1 pro-~
dujo 0.44 mg/ml de azlGcares reductores, mientras que la cepq;
2 solamente produjo 0.12 mg/ml. Para la actividad en C.M.C. -
la cepa 1 produjo 0.41 mg/ml y la cepa produjo 0.12 mg/ml ---

(ver grdficas 5.2.d y §.2.e)

En experimentos realizados por Mandels y Weber (35) con_

varias cepas de Trichoderméﬁviride, la actividad en papel fil

tro mas alta fué de 2.82 mg/ml y la mds baja fué de 0.22 mg/ml
De estos valores puede sefialarse que la cepa 1 es més eficieﬁ
te que la cepa 2 en la produccién de enzimas C1 y Cx. Al com-
pararsele con los. valores reportados para T. viride, se obser
va que la enzima C1 de gggéé sp (cepa 1) representa un valor_

de 16% del valor de la enzima C, de T. viride.

En estudios realizados (35) con celulasas de T. viride,-

el tiemro de mé@xima actividad celulolitica con diferentes con
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centraciones de sustrato se obsepva que. varfa de 7 a 15 dids_
de incubacién. En nuestro trabajo, el -tiempo de méxima activi
dad celulolftica se presenté al tercer dfa, ésto indica una -
mayor capacidad de sintesis de celulasas por las cepas de‘ﬁg-
cor sp. y Aséefgiiiﬁé ég.(?er gréfica 5.2.£) en comparaci§n -

con la de T. viride.

En la produccién de celulasas por ZJJQifiaéfée hag:éﬁof:{
tado como esencial la utilizacién de proteosa-pebtona por éli‘
cultivo del hongo. Estudios hechos por Ghose y coiaboradores;
(15) reportaron una concentracién de proteina extfacelular de
2 mg a los 9 dfas de incubacién, en un medio de cultivo adi-;
cionado de 0.075% de proteosa-peptona y 0.2% de Tween 80. Sin
embargo, para las cepas 1 y 2 no resulté favorable su utiliza
cién. Puede observarse que la presencia de ambos aditivos prg
duce baja concentracién de azdcares reductores o la concenfré
cibn es pricticamente nula. Solamente hay un incremento de =~
azlicares reductores con 0.2% de proteosa-peptona en actividad
en C.M.C., aunque nos interesaba més'la actividad en papel e~
filtro. Por ello no empleamos aditivos en nuestras determina-
ciones. Esto significaria una ventaja importante de nuestras_

cepas sobre T. §iride (ver grdficas 5.2.j hasta p).

La m&xima concentracién de protefna extracelular que se_
determiné fué‘de 1.1 mg/ml al ho. dfa. Es de hacerse notar la
aparicién de la mayor cantidad antes cel 90. dfa (ver grdfica.
5.2.g). De acuerdo con estes resulfados, la cepa‘z mdstf§ la;

concentracién mds alta de proteina extracelular y en conse~--
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cuencia debid maﬁifestar ﬁayor actividad celulolitica, sin -~
embargo la concentrac;ﬁn de azucares reductopres. totales llbe
rados al medio de cultlvo fué més baja, Esto nos indica que -
su capacidad dggradatlva_es menor en comparacién con la cepa_

1.

Los.valbreé de pH Ffueron muy~ﬁariables, igual cosa suce
dié con la concentracién de azicares reductores totales. Posi
blemente cada cepa consumid los azilicares liberados al medio y
al agotarlos, no teniendo otra fuente de carbono asimilabdble,-
recurrié nuevamente a la celulosa, La liberacidn de azﬁcares;
reductores al medio de cultivo por hidrélisis de la celulosq;
causd un descenso en el pH y a medida que se consumieron di--
chos azfcares se elevé el pH del sistema. Cuando se presenté;
la méxima actividad celulolitica expresada por la méxima can-
tidad de azlcares liberadns,el valor de pH fué de 3.55 para -
las 2 cepas (ver gréfica 5.2.i.). De acuerdo con la literatu-
ra consultads, para una hidrdlisis amplia de celulosa, el va--
lor 6ptimo de pH es de 4.8 (35), tal vez debido a este bajo -
valor de pH nuestras cepas presentaron baja actividad enzimd-

tica.

El porcentaje de sustrato residual se determind cada 24_
horas como filamento micelial dada la dificultad de la separa
cién de la paja no hidrolizada. Péra la cepa 1, la disminu---
cidn del contenldo de paﬂa -ue was notcria que para la cepa 2

(ver gr@flcQ»S.Z,h.) Justamerte al dfa ciguiente de la m§x1ma
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actividad'ehzim§xig§;.7*

‘Para la cepa'2, el porcentaje’de sustrato residudl fué -~
mayor, lo égdliindiéi:u

21 lolftica d’e'. esta-
cepa de Aspergillus’sp. : ey

Finalmente, la cromatogra i’?é?@l§;ﬁﬁef¢l,§?§%r

car liberado al medio fu§£x1lqsa;




7.  CONCLUSIONES.

eleccionados; |

Entre 10s hongos aislados 'y
(Mucor sp.) most:
(Aspergillus sp.)

1dr011t1ca en los

La cepa 1 presenté mayo ‘
sustratos de papel flltro y_carbox1met11celulosa, aun cuando‘
la concentrac;én de su prote;na extracelular haya sido mds ba
ja que paﬁarlaﬂéﬁfa'cépa:' Ademds se encontr8, que el porcen-
.tajerde,pAﬂé fé§idﬁéi; fué menor. En cambio, la cepa 2 actud

con mayor actividad hidrolitica sobre carboximetilcelulosa.

Al comparar la actividad celulolitica de las dos cepas -

de hongos seleccionados con la actividad de Trichoderma viri-

de, se encontrd que ésta es menor con respecto a T.viride.

Los posibles-factores que pudienonihaber influido en és—

to son:
~ La naturaleza quimica del sustrato que pudo presen -~
tar obstdculos para el ataque enzimdtico.

- E1 tratamiento allque se sometid el sustrato no fué
uniforme y ésto pudo haber causado alteraciones al -

sustrato.

- Los aditivos empleados no mejoraron la actividad celu-

lolitica de las cepas de hongos.

- En el +rabajo no se controld el pH durante la biodegra-
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daci§n dé‘lafcgiﬁlqéq.A o

-"la concentrac16 del lnﬁculo funglco, tal “ez,

adecuada.

Sin embérgp, es posible que opfimizando ésrqéf'

y experimentando otros aditivos podrfa incrementarse

vidad celulolitica_éobﬁg-esfé”bﬁétr&to;,‘
Las aplicaciones que podria tener este trabajo son:

-'La'utilizacién de este residuo agricola en la induss-7
trid de fermentaciones para obtener azucares 51mples,
ya que su uso,. actualmente es de tipo doméstlco y all~»

menticio, como forraje.

- Como perspectiva en la produccidn de biomasa, ya‘Qué -
s6lo de manera visual, se observé que la adicién de -~
proteosa-peptona y tween 80, incrementa notablemente =

el desarrollo fingico.

- Finalmente, otra aplicacidn puede ser la obtencién de_
xilosa, que actualmente se obtiene de las hojuelas de_
nafz y se emplea en el curtido y tefiido, asi como tam-

bién en alimentos para diabéticos,
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8. RESUMEN. =

1a@iéﬁ£§ﬂdéih§ngdsﬂc65-caﬁéqidad Eé,
luiélitiéf:de; ustratos ﬁaies.éémd;esiiércol de diversos ani-
males;'liqgidb,bg@ihal, éomposta y suelo de jardiﬁ de Ciudaq;
Universitafia;”D;F;,4emp1éahdo el método de diluciones cre-~-
cientes éon inobuIaci§n en el medio de Rosa de Bengala-Estrep
tomicina-Agar. Al utilizar esta técnica, se aislaron 4S5 cepas

de hongos pertenecientes a diferentes géneros.

La actividad celulolitica de las 45 cepas fu§ probada en
el medio lfquido de Dubos y en el medio sdélido de Silica-gel;
ambos conteniendo papel filtro como lnica fuente de carbono.-
Con ésto, se logrd hacer una primera seleccidn de los hongos;

celuloliticos.

Los hongos escogidos fueron sometidos a‘unﬁ segunda . se=~
leccidn al ser inoculados al medio de cultivo mineral de Ree-
se, adicicnando como sustrato celul§sico la cubierta de la mé
zorca de maiz. La capacidad celuloiitica de los hongos fué dé
terminada mediante la cuantificacién de los azlcares reducto-
res liberados al medio, por el método D.N.S. De estos experi-
mentos se seleccionaron dos cepas de hongos celuloliticos‘que
de acuerdc con sus cafacter;sticas morfolSgicas de microculti
vo corresponden a los géneros EEESE‘EE y Asgéfgiilus sp. E1 -
primero fué aisladc de un suelo de jardin de la Ciudad Univer
sitaria y el segundo de una composta prccecente de la Planta_

de Desechos S$6lides de San Juan de Aragén, D.F.
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En cuanto al sustraté éeiulésicb (buﬁierfa dejla méiérca
del malz) fue sometlda a un tratamlento quimlco y a uno fisxco
y quimlco, encontrandose que en e‘ segundo método hubo mayorf—
liberacidn de azficares reductores wotivo por el cual fué se——'

leccionado y empleado en todos los experimentos 51gulent‘

Para determinar la concentracién Sptima de SustrafOTCélg{

en matraces utilizando el medio mineral de Reese adlclonado r-'
del sustrato celuléslco en cantidades 0.2, 0.5, 1.0y 2. 0% —
Los matraces fueron inoculados con una suspens;on de esporas -

de los hongos Mucor _R y Asperg llus ;2 respectlvamente y. des~-

pués de ser incubados se determind la actividad de celulasa me
diante la técnica de papel filtro y carboximetilcelulosa, mi--
diendo la cantidad de azﬁdares reductores. liberados con el mé—
todo del D.N.S. Se encontrdé que la concentracién &ptima de Sué
trato celulésico fué de 1% para las dos cepas de hongos y en -

especial para la prueba de papel filtro. La midxima actividad -
celulolitica aconteciS al tercer dia de incubacidn.

Para la determinacién de la proteina extracelular se em--
ple6 el metodo de Lowry, encontrandose su mayor cantldad a los
6 dfas de crecimiento de los hongos Mucor _2 y Aspergillus sp
con valores de 0.63 mg/ml y 1.1 mg/ml de medio de cultivo, res

pectivamente.
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En cuanto al porcentaje de sustrato.reSiduél (paja no“f
atacada) la cepa de nﬁéég”gé dej6. sin atacar 16.5% de éusfbg*'
to y la cepa dé‘Aéﬁérgiilﬁs'ég, 26,6%. Esto indica 1a_§re5eé
cia de un complejo enzimdtico mids activo en la cqpa dg;ﬁgééi

5p-

El pH fu€ medido durante todo el proceso fermentati&o -
observédndose que las. variaciones m&s notables coincidieron -
con el tiempo de méxima actividad celulolitica (3/er.dfa) y_

mayor concentracién de protefna extracelular (6/o.dfa).

Al adicionar al medio de Reese, proteosa-peptona o =~ =
tween 80 a diferentes concentraciones, se encontré que dichas

sustancias no incrementaron la actividad celulolitica.

El anflisis de cromatograffa en papel del medio de fer-
mentacién indicé que el azlcar reductor liberado por la hi--

drélisis enzimtica de la paja corresponde a xilosa.

Debido a la baja capacidad celulolfitica encontrada en -
las cepas de hopngos aisladas, se supone que optimizando las_
condiciones de biosintesis se podria aumentar la produccién_

de celulasas.

Finalmente, las aplicaciones précticas de este trabajo_

podr@an sepy en:

- La utilizacién de un residuo agricola abundante.
- La obtencién de xilosa para su empleo en diversos prg

cesos industriales.
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