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1. IN T Ro D u e e I o N . 

En las últimas décadas y como consecuencia de la sobrepo~ 

blaci6n mundial, surge la necesidad de satisfacer una mayor d~ 

manda de vivienda, empleo y alimentos principalmente, además -

de solucionar los problemas ,de contaminaci6n ambiental que - -

plantea la explosi6n demográfica. 

Con base en ésto, los científicos contribuyen a la solu-­

ción de dichos conflictos buscando fuentes no convencionales -

de alimento, como los residuos celulósicos que son desperdici~ 

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 producci~n de biomasa o proteína unicelular. Por otro_ 

lado, la utilizaci6n de estos residuos disminuye la contamina­

ción ambiental originada por su acumulación. 

Muchos de los materiales celulósicos son residuos que se 

clasifican de acuerdo a su origen en: 

a) Residuos agrícolas: bagazo, paja, olote, hojas, rastrojo, -

etc. 

b) Desperdicios del procesamiento de alimentos: cáscara de fru 

tas, pedazos de vegetal, pulpa, etc. 

c) Desperdicios de madera: aserrín, astillas, corteza, etc. 

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

Este tipo de materiales presenta como constituyente prin­

cipal a la celulosa, que es un co~puesto orgánico abundante en· 
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la naturaleza y ocupa ·Una tercera parte de la materia vege-­

tal de toda la Tierra. Su estructura es la de un polisacári­

do compuesto de unidades de d-glucosa polimerizadas mediante 

enlaces ;'·'tfr._ 1, l/-glucosídicos; sin embargo, esta forma estru~ 

tural no es asimilable por organismos superiores a excepci6n 

de los rumiantes que poseen un complejo enzimático que ef ec­

túa su degradaci6n. 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 celulolítica al me­

dio de cultivo sin necesidad de romper sus células, fen6meno 

que se requiere en bacterias y protozoarios con actividad ce 

lulolítica. (32) 

En este sentido, una hidr6lisis enzimática sobre la ce­

lulosa produce glucosa a partir de J.a cual, mediante distin­

tos procesos fermentativos, se obtienen productos de gran v~ 

lor industrial como alcoholes, ácidos orgánicos, antibi6ti-­

cos, etc., mientras que una hidr6lisis ácida desprende azúc~ 

res de peso molecular heterogéneo, además de ser un proceso_ 

muy costoso. (31) 

Por esta raz?n, se han realizado numerosos estudios pa­

ra encontrar microorganismos con alta actividad celulolítica 

así como para purificar su enzima (celulasa). 

Dada la relativa facilidad para obtener y manejar los -

cultivos fúngicos y su mayor capacidad celu1·01ítica en rela­

ci6n con otros r.-.icroorganis::ios, el presente estudio se enfo-
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ca a la búsqueda de hongos con ',buena actividad degrada ti va -

sobre ias,hojas de la mazor6ade·~a:rz'.y~ que repr~sen~an un 

residuo ampliamente dispoz.tible yque practicamente no es 

aprovechado. 
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2. OBJETIVO. 
/ 

El objetivo fündalllental de este trabajo es medir la cap~ 

cidad degradativa de ias celulasas producidas por hongos ais­

lados de diversas fuentes sobre la cubierta de la mazorca de 

ma·Íz, proveniente del mercado de 11 La Merced 11 , pues es un res! 

duo agr~cola abundante y poco aprovechado en nuestro país. -­

Por su contenido de celulosa representa una fuente potencial_ 

de carbono, ya que mediante hidr6lisis enzimática es factible 

obtener un azúcar simple como producto final y que resulte -­

aprovechable en otras industrias de fermentación. 

Por otro lado, se pretende detectar la actividad celulo­

lítica de las enzimas producidas, pues actualmente, el aisla­

miento y purificaci~n de sistemas enzimáticos altamente acti­

vos permiten aplicarlos en otros procesos de inter~s indus--­

trial. 
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3. GENERALIDADES. 

3.1 Sustratos. 

' A fin de facilitar el aprovechamiento de los residuos 

celul6sicos en la búsqueda de fuentes no convencionales de -

alimentos, para ayudar a resolver la crisis alimentaria mun­

dial, se ha considerado una amplia variedad de sustratos que 

por su abundancia, carácter renovable y bajo costo, represe~ 

ten una fuente potencial de carbono, aprovechable en proce-­

sos industriales para producir compuestos químicos de gran -

interés, como son: proteína unicelular, azúcares reductores, 

celulasas y otros productos de fermentaci6n. (6,52) 

Entre dichos sustratos, los que representan mayor impoE_ 

tancia industrial se encuentran aquellos que en base a su -

origen se pueden clasificar en: (45) 

- Residuos agrícolas: bagazo, paja, hojas, etc. 

- Residuos del procesamiento de alimentos: cáscaras de 

frutas, pedazos de vegetal, pulpa, etc. 

- Desperdicios de madera: corteza, astillas, aserrín, -

etc. 

- Basura municipal y papel. 

En la tabla 1,se muestra la composici6n qu~micade alg}! 

nos residuos celul6sicos. 

Aún cuando las características rnisl!las de · 1ós 'reeiÚ1~ós . _;; '::'_,_::;.:,, ' . 

celu16sicos disponibles hacen que la selec.c.i6ri de ic~.h~Jiera 
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de ellos como sustrato de fermentaci6nno sea simple y que -

deban de 

- DisponibiÍiaa~. · 
- Localiz~iÚn •.. 

- Característicás 

Las brácteas o cubiertas de la mazorca del.maíz (sustra-

to utilizado en este trabajo) representan una alternativa de~ 

uso como fuente de carbono aprovechable en diversos procesos_ 

industriales, pues ofrecen algunas ventajas en función de su_ 

bajo costo y amplia disponibilidad durante prácticamente todo 

el año; sobre todo, considerando que su utilización actual es 

únicamente de tipo doméstico. 

TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DE ALGUNOS RESIDUOS CELULO­

SICOS (%EN PESO SECO). 

¡ 
' COMPONEÑTE. BAGAZO. PAJA DE TRIG(\. MADERA. PAPEL 

Celulosa 46 34 44-50 75 
Hemicelulosa 25 25 20-26 
L:lgnina 20 13 7-12 10 
SÍlice, grasa, 
ceras, cenizas 9 28 Balance 15 

FUENTE: ( 45) 

En México, el cultivo de maíz ocupa un lugar prepondera~ 

te dentro de las actividades agrícolas, ya que es producto b~ 

sico en la alimentación. Además tiene un aprovechamiento int~ 

gral en numerosas industrias pues ninguna de sus partes se --
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desperdicia; el grano es rico en nutrimentos, la planta cons­

tituye un excelente forraje ya sea verde o ensilado, y a~n -­

el mismo olote ha probado ser útil en la engorda del ganado -

vacuno o como combustible y en materiales de construcció.n y -

fertilizantes. Por otro lado, el almidón y la harina se. ·em-:-"."­

plean en la fabricación de gomas, insecticidas y explosiyos.o 

como materia prima para fermentaciones. Así mismo, del em..:'---· 

brión se.extrae aceite comestible. (49) 

La planta del maíz se compone de las siguientes partes:-

1~ mazorca integrada por los granos, el elote (donde se im--­

plantan los granos) y las brácteas o cubiertas de la mazorca 

(llamadas en México: TotomoKtle); el tallo o tronco, el pie -

de caña; raíces y la flor, cima o plumero. La proporción de 

estas diferentes partes en la planta seca es: 

PARTES: COMPOSICION (en 100 partes de planta -
seca) 

Grano 30-35 

O lote 12-20 

Brácteas 6-10 

Tallo 30-45 

Pie y raíces 12-14 

Cima 2-15 FUENTE: (14) 

Vemos que las brácteas constituyen la menor proporci6n -

de la planta, pues representan en proreedio el 8% de la planta 

y su utilización es hasta ahora en forma doméstica para la --

elaboración de tamales y artículos de ornato 6, en el mejor -

de los casos, mezclada con rastrojo para emplearse como forra 
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je o paja en la alimentaci6n del ganado. (49) 

Sin embargo, considerando que la producci~n anual de 

maíz es elevada y que las brácteas se manejan como· un residuo 

su utilizaci6n como un sustrato potenci.al para la transforma­

ci6n de celulosa (uno de los principales componentes) a sus-­

tancias de gran inter~s a nivel mundial resulta aceptable. 

En las tablas la, lb y le, se disponen datos sobre la -­

producci6n de residuos agr~colas en México. 

TABLA la. PRODUCCION ANUAL DE LOS PRINCIPALES RESIDUOS -

AGRICOLAS (Promedio de 1972-1976) 

Residuo Ton. t 

Maíz (rastrojo y olote) 103 623 675 80.28 

Sorgo (rastrojo) 12 488 040 9.67 

Cafia de azúcar (bagazo) 8 396 646 siso 
Trigo (paja) 2 519 361 1.95 

Frijol (paja) 617 819 0.48 

Arroz palay (cascarilla y 506 527 0.39 : paja). 

FUENTE: (37 ,2) 

TABLA lb. COMPOSICION QUIMICA DE ALGUNOS DESPERDICIOS 

CELULOSICOS (% en peso seco) 

Rast~ojo mal'.z. 
2 

~omEonente de Paja de tri~o. Madera. 
Celulosa 29 34 44-50 

Hemicelulosa 36 25 20-26 

Lignina 14 13 7-12 

Sílice, grasas, 
ceras, cenizas. 5 28 Balance 

FUENTE (45) 
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TABLA 1c. PRODUCCION NACIONAL DE ESQUILMOS AGRICOLAS -
EN 1978. 

Producto. Toneladas. 

Rastrojo de maíz 16 618 532 

Paja de sorgo 2 482 874 

Paja de trigo 1 723 670 

Paja de frijol 1 320 716 

Punta de caña de azúcar 1 205 557 

Cascarilla salvado de trigo 750 17.2 

Paja de cebada 534 746 

Paja de avena 131 321 
Frutas y hortalizas no comer.-
ciales. 79 855 

Cascarilla y arroz 59 309 

Paja de cacahuate 43 379 

Paja de garbanzo 25 134 

24 980 265 

FUENTE: (37,44) 

3.2 Microorganismos celulolíticos. 

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 oxfgeno y de acuerdo al habitat que ocupen. As~, los me­

sofílicos aer6bios 6 anaer6bios dominan a temperaturas mod~ 

radas (20 a 45ºC), mientras que una flora termofílica ya 

sea aeróbia o anaeróbia se desarrolla por arriba de los 

Dentro de la microflora aeróbia se ha propuesto que los_ 

hongos son los agentes principales de la degradación en - -
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suelos h~medos. Los basidiomicetos son especialmente activos 

en la destrucci6n de materia orgánica forestal, leña y teji­

dos leñosos, pero han recibido poca atenci6n por crecer po-­

bremente en medios de cultivo convencionales. Por otro lado, 

los actinomicetos celulolíticos han recibido poca atención -

ya que aunque tienen las enzimas necesarias para el desdobla 

miento de la celulosa, son mucho más lentos para atacar el -

polisacárido que la mayoría de hongos y bacterias y no son -

buenos competidores por el sustrato. (1,12) 

Por lo que respecta a la microflora mesofílica anaer6bi 

ca, la descomposici?n de la celulosa procede principalmente._ 

de la acci6n de bacterias, mientras que los hongos y actino­

micetos, no son muy comunes. El microorganismos celulolítico 

anaeróbico_ más común en la "Naturaleza" es miembro del gén~ 

ro Clostridium, bacteria que se ha encontrado en suelos, - -

compostas, abonos, lodo de ríos, aguas negras. Ciertos hon-­

gos como Merilius y Fornes, pueden desarrollarse lentamente -

en ausencia de oxígeno, así como algunos actinomicetos que -

pueden crecer ocasionalmente. 

En relaci6n a la descomposici6n termofílica, a pesar -­

de la amplia distribución de este tipo de microorganismos, -

es probable que su participaci6n en la transformación de ce­

lulosa sea menor, aún cuando los termófilos aer6bios y anae­

róbios son agentes activos de la celulolísis, teniendo velo­

cidades de biodegradación más altas que las correspondientes 
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a mes6filos. Un ter>m6filo común es C1ostridium ther>mocellum, 

anaer6bio fol'l!lador> de esporas que se ha utilizado paI'a pr>od~ 

cir> ácidos org~nicos, con una temperatura 6ptima de creci--­

miento de 55 a 65°C·y pH cercano a la neutralidad. 

Considerando los factores anterior>es, existen diver>sás_ 

fuentes de aislamiento de microorganismos capaces de ef ec--­

tuar> la biodegradaci?n de la celulosa; entre ellas, destacan 

primordialmente las siguientes: suelo, rumen, composta, es-­

tiér>col, paja, abono y vegetales en descomposici?n. (39) 

Adem~s, cada una de las. variedades de organismos celulo 

líticos es afectado en forma difer>ente por las condiciones -

del medio ambiente, como son: pH, humedad, presencia y con-­

centraci6n de oxígeno, tipo de sustrato, composición de la -

microflor>a presente, etc, (47) 

As~, algunas de las especies que se pueden aislar de -­

las fuentes mencionadas anteriormente, y que son capaces de_ 

utilizar celulosa, son bacterias mesof~licas aeróbias o ana~ 

róbias, hongos filamentosos, basidiomicetos, bacterias termo 

fílicas y actinomicetos. (30) 

La tabla 2 lll.Uestra algunos de los g~neros· celulolíticos 

más comunes, incluyendo hongos, bacterias y actinomicetos, -

tanto anaeróbicos como aeróbicos. 

Aunque algunos de estos rr.ic:r>oorganismos han sido estudia 

dos solo en cultivos puros, la acción natural es claramente el-
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resultado de una comunidad compleja. A lo mejor, es difícil_ 

comparar cultivos puros con. las diversas poblaciones activas 

"in vivo", ya que existe una intensa competencia por los nu­

trimentos y cambios esenciales en la composici6.n de la micr_2 

flora con el tiempo. 

TABLA 2. ALGUNOS MICROORGANISMOS CAPACES DE UTILIZAR -­

CELULOSA. 

HONGOS 
Al ternaria 
Aspergillus 
Chaetomium 
Coprfous 
Fomes 
Fusarium 
Myrothecium 
Penicillum 
Polyporus 
Rhizoctonia 
Rhizopus 
Trichoderma* 
Trichothecium . 

BACTERIAS · · · · · · · · · · ACTINOMICETOS 
Bacillus 
Cellulomonas 
Clostridium 
Corynebacterium 
Cytophaga 
Polyangium 
Pseudomonas 
Sporocytophaga 

Vibrio 

Micromonospora 
Nocardia 
Streptomyces 
Streptosporangium 

* Actualmente se reconoce como el microorganismo con mayor ac 

tividad celulolítica. 

FUENTE: (1) 

Independientemente del g~nero del microorganismo que -­

efectúe la descomposici?n de la celulosa, se pueden apreciar_ 

ciertas diferencias en los mecanismos aer6bico y anaer6bico. 

Así, en la celulolísis aer?bica, los microorganismos convier­

ten la celulosa a dos productos: co 2 y sustancias celulares,-
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no hay acumulaci?n de intermediarios carbonáceos y la concen­

traci?n de ~cidos orgánicos raramente. es apr~ci~ble; mientras 

que en anaerobi?sis, los microorganismos liberan como produc­

tos finales va:das sustancias org~icas. Las principales sus­

tancias que se acumulan en ausencia de oxígeno son: co2, H2,­

etanol y ~cidos orgánicos como ac~tico, f?l'Jllico, succínico, 

butírico y láctico. (47,51} 

Por otro lado, la celulolísis sin oxígeno. es lenta, itid! 

pendientemente del grupo de que se trate y, a diferencia de -

los microorganismos aer?bios, los anaer6bios no son tan sen-­

sibles a la acidez y han· sido encontrados en suelos de pH de 

4.3 

3.3 Celulosa. 

3.3.1 Ca:r>acter!sticas de la cel.ulosa. 

La celulosa es el más abundante de los compue!!. 

tos org~nicos y :r>epresenta un recurso renovable, producido --

por la rnayor>~a de las plantas verdes, pues es el polisacári-

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

Es un pol~mero formado por unidades de d-glucosa con en­

laces !{1_t,4-glucosídicos, a diferencia del almid6n (también 

integrado por unidades de a-glucosa) que presenta enlaces - -

~...t,4-glucosídicos. (9) 

Se ha calculado que el peso molecular máximo 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 - -

combinaci6n con otros polímeros como lignina, pectina, hemice 

lulosa, etc. Sobre la base de· una producci?n mundial, se ha -

calculado que las plantas de la Tierra producen 24 Ton/perso~ 

na/año, y aunque posee una elevada afinidad por el agua, es -

completamente insoluble en ella. (4,23) 

La celulosa se encuentra en las semillas geX'Jllinadas de -

las plantas, en algas, en muchos hongos, en quistes de algu-­

nos protozoarios y en la materia orgánica del suelo. Dentro -

de la pared celular, la celulosa se encuentra en agrupaciones 

submicrosc?picas conocidas como micelas que integran el micr.2_ 

fibrillo. Asimismo, probablemente es organizada en unidades -

discretas separadas por un espacio a menudo llenado por lign! 

na. El contenido de celulosa de las plantas supe~iores nunca_ 

es fijo, ya que su concentraci6n aumenta conforme a. la edad y 

tipo de planta. As~, el carbohidrato es especialmente abundB.!! 

te en sustancias leñosas, en la paja, rastrojo y hojas. Los -

tejidos tiernos, son comunmente pobres en· celulosa, pero su -

concentraci6n aumenta conforme la planta madu!'a. De esta. man.e 

ra, una concentraci6n promedio de 15 a 45% incluye a la mayo­

ría de las especies cosechadas ordinaria.mente, siendo el lími 

te inferior típico de las plantas más j?venes. (1) 

3.3.2 Hidr6lisis de la celulosa. 

A pesar de que la celulosa es el carbohidrato más 

abundante en la naturaleza, no es digerible para los monogás-
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tricos y s?lo lo es parcialmente para los rumiantes (especie 

más estudiada con respecto a tratamientos tendientes a hacer 

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

ello han considerado dos ~utas: 1) Hidr6lisis de la celulosa 

produciendo azúcar y su posterior fermentaciiSn, y 2) la fero:­

mentaci6n directa de los residuos celul6sicos. (9,45) 

Aunque hay una gran cantidad de métodos para hidrolizar 

los residuos celul?sicos, de acuerdo al catalizador que se -

use se pueden clasificar en dos.vías: Hidr61isis ácida e hi­

dr6lisis enzimática. 

3.3.2.1 Hidr6lisis ácida. 

Este ppoceso· consiste en tI'atar mate:r>ial celul§. 

sico a altas presiones y temperaturas en un medio acuoso con 

una baja concentraci?n de ~cido; de esta forma, se obtienen_ 

azúcares reductores que se emplean para la producci?n de pr.Q_ 

teína unicelular, etanol y algunos otros productos. 

La hidr6lisis ácida presenta ventajas en el aspecto eco 

n~mico con respecto a la hid:r>6lisis enzim~tica, pero toda-­

vía debe demostrarse que los problemas tecnol6gicos del rea~ 

tor de hidr6lisis pueden ser resueltos, principalmente por -

que al operarse a alta temperatura es necesario aumentar la_ 

presi?n del sistema para que ~ste contin~e líquido, lo que -

repercute en una. mayor inversi6n económica. 

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

ceso. 
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TABLA 3, PRINCIPALES CARACTERISTICAS ECONOMICAS DEL PROCE­

SO DE PRODUCCIO~ DE AZUCARES POR HIDROLISIS ACIDA 

DE PAPEL. (Año.de estimaci6n: 1969) 

PROCESO PO~ LOTE 
Tamafio de la planta so 

(Ton/día) 
Producto (Ton/día) 30.75 
Inversión total- ($x106 ) 1.09 

Costo ($/lb azúcar). .. 

FUENTE : ( 4 5 ) 

3.3.2.2 Hid:t'Ólisis enzimática~ 

80 

31.25 
. t• 58 

300 1000 

117~2 390.62 
t~H'f., ·.· .. · s.2s 

.. O. 055 '. ... '.O :043 '.' .. O~. 037 

Este proceso se basa en la· ut,ilizaci~:n de enzimas­

para que· efectuen la hidrólisis de. la celulosa. Consiste en la_ 

producci?n de celulasas, su purificaci?n y 'su aplicaci?n al des 

perdicio celulc?sico, y consta de dos fases~ 

a) La producci?n de la celulasa y su purificación. 

b) Su utilización como agente sacarif;i,cante. 

En la primera fase se recurre a los microorganismos celu-­

lolíticos de los que hablamos anteriormente. Actualmente el hon 

·go Trichoderma viride es reconocido como el mejor organismo -­

celulolítico (20) le siguen en orden de importancia, ~· verruca 

~y otros organismos. Estos microorganismos crecen en un me-­

dio cuya única fuente de carbono es la celulosa, ya que la celu 

lasa es una enzima inducida (40). El sistema se maneja en las -

condiciones óptimas para la procucción de la enzima y f inalmen­

te se procede a su purificación. Sin embargo, esta etapa prese~ 

ta algunos problemas y por ello e~ tr.uchas ocasiones se utiliza __ 

-
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directamente el caldo de fermentaci?n sobre el des¡:iercJ.icio -

celulósico. (Figura 1). 

Celulosa 
molida 

Solucion 
Enzimática 

Fermentador 
c/T. viride 

Celulosa 30% 
Enzima 0.1% 
pH=4. 8 

Fig. N'o. 1 

Licor de 

i . ~iúcos¡i . 
:<::n·i• 

En la figura 1, se observa que es necesario emplear un -

sistema de recuperación de la enzima para establecer su recir 

culaci6n, así como también de la celulosa no hidrolizada. 

El proceso de sacarificaci6n por hidrólisis enzimática -

presenta ventajas tecnológicas y de operación en cuanto a la 

temperatura y pH de operación, que son de bajo orden, pero el 

costo parece aún no ser competitivo. Producir azúcares por es 

~e medio y después fermentarlos para crear biomasa es proba-­

~le que no se realice, aunque la produccién de glucosa ~on 

~"~os fines puede ser atractiva comerc~a~~ente (23,26). Se 

~an realizado varios estudios econ6w.icos ?ara evaluar la po-­

te;.cialida¿ de este proceso. En la tabla 4, se incluyen estos 

-



- 18 ~ 

datos. 

TABLA 4. PRINCIPALES CARt\CTERISTICAS ECONOMICAS DEL PROC~ 

SO DE SACARIFICACIO~ POR HIDROLISIS ENZIHATICA. 

(Periodo.de.estimaci6n:.1971-1974) •.. 

PROCESO:·. 
MATERIAL: PAPEL 
Tamaño de la 10 100 
planta (ton/día) 
Producto 
(Ton/día) 
Inversi6n total 
($x10 6>. 
Costo 

9.15·91.5 

1.97 .· 14.o 

. . . . . . . . . 
. .. ,. : 

BAGAZO 
218 10 100 250 aas 
100 5.45 54. 5 136.2.429 

6;os 1.79 . s.94 10.1s 10;13 
-·-~· 

($/lb azúcar» o •. 133: 0.01.1 .0. •. 011:s .o •. 1ss .· o.01s · o.os4 0.013 

FUENTE: ( 45) 

La otra alternativa de uso para los residuos celul6sicos -

consiste en fermentarlos directamente con un microorganismo que 

tenga actividad celulolítica. Este ·proceso tiene la particular! 

dad de requerir· un tratamiento previo a la fermentaci6n, en fer 

ma similar al de la hidr6lisis enzimática. 

Los materiales celu16sicos naturales o procesados presen-­

tan muchos problemas en relaci6n a su susceptibilidad a la hi-­

dr6lisis enzimática debido a las diferencias estructurales que_ 

condicionan su degradaci6n que incluyen: el tamafio y difusibili 

dad de las moléculas de la enzima en relaci6n al tamaño y pro -

piedades estructurales del microf ibrillo y las moléculas de ce­

lulosa, así como la naturaleza de las sustancias con las que se 

asocian. 
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Para superar. las dificultades anteriopes y debido a la_ 

amplia utilizacii?n de fibl'as· celul.6sicas en. l~s f.ermentacio~ 

nes' se ha recur:r>ido a dive:r>sos tipos de tratamientos p?.'e":- -

vios que facilitan su digesti?n enzimática, y son: (18,38,54) 

a) Molienda mec~nica o por' ultrasonido para obtener una 

reducci6n del tamaño molecular. 

b) Tratamiento qu~mico alcalino para remover la lignina 

y facilitar el ataque enzim~tico a la estructura. 

c) Oxidaci6n por diferentes métodos para modificar la -

resistencia de los residuos celu16sicos. 

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 podr~a incrementar la susceptibilidad y SE_ 

perficie de la hidr".ilisis enzim~tica para materiales celul6-

sicos, comprende una molienda seguida del tratamiento alcali 

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 celul6sicos y los hace 

más susceptibles a hidr61isis ~cida. 

No obstante, se ha encontx-ado que la· celulosa tratada -

con calor, debido a alteraciones en su molécula, da rendi--­

mientos menores de celulasas y que los efectos inhibidores -

pueden ~eberse a los factores siguientes: 
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a) Secado excesivo de las fibras. 

b). Oxidaci~n de· una paz>te de. :La· cel.µlosa. 

c) Reorientaci6n de· moléculas de celµlosa en. las. f~bras. 

el.) Aparici~n de ·sustancias t6xicas dutante. el. tratamien" 

to y que inhiben la síntesis de cel.ulasas. 

Finall!l.ente, los sistemas H20
2
+fe2+parecen ser significa" 

tivamente importantes como tratamiento potencial de materia-" 

les celul6sicos debido a las condiciones moderadas de pH· y -" 

temperatura a las que se efectúa y a que. los productos f~na~" 

les no son t6xicos. (15) 

3.4 Celulasas. 

Son las enz.imas encargadas de. la hiclr!Slisis de. la " .. 

celulosa. 

Desafortunadament~,. ~l hotnb~e· y otros. ~es, no pueden 

digerir la· cel.uJ.osa. Par>a· usarla como alimento, primero debe_ 

ser hidx:iolizada. Cuando la hid:ri61isis se realiza po;i:>, ví,a enzi 

mática, se necesita la presencia de· un complejo multienzi~ti 

co denominado ttcel.ulasa11 que consta de tr>es diferentes· compo-

1(J -glucosidasa. (50,59) 

c1 : Pertenece al grupo de las exo- :-~ -1, 4 glucanasas 

pues remueve sucesivamente· unidades de glucosa a partir de 

terminales no reductoras de la cadena de celulosa. Se le cono 

ce también como celobiohidrolasa, ya que las exoglucanasas -­

empiezan la degradaci6n por los extremos de la cadena por eli 
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minaci6n hidrolítica. de unidades de celobiosa (34). Su ac-. . 

tividad se manif~esta sobre ·sustancias ce1ul6sicas a.ltamen 

te ordenadas, s~lidas y naturales como el algod~n. Prácti­

camente, c1 prepara la celulosa para ser atacada por los -

componentes Cx y 1f -glucosidasa; ya que por sí misma no -

es hiclrolítica. 

ex: Per>tenece al grupo de las endo- '.~ -1, 4 glucana-­

sas, ésta hidroliza cadenas de celulosa fortuitamente a -­

unidades de glucosa a partir de finales no r>eductores de -

la cadena de celulosa. Es la enzima hicl~olítica; actúa so­

bre derivados de celulosa solubles,· u·sualmente carboxime--

tilcelulosa (C.M.C.). 

~-glucosidasa: Se le conoce tambi~n· como 1~, -gltic2_ 

dimerasa por tener habilidad sobre todos los 

de glucosa, incluyendo a celobiosa que se transforma en -­

dos unidades de glucosa. 

Petterson (citado en 6) propuso un esquema de la de-­

gradaci~n secuencial de celulosa natural a glucosa. Supone 

que existe un factor de iniciaci?n, responsable de la con­

versi6n de la celulosa natural a un estado activo que puede 

ser atacado por las exo y endo glucanasas para producir - -

azúcares. Posteriormente las regiones de baja cristalinidad 

en las fibras de celulosa son atacadas por las endo-glucan~ 

sas liberando extremos de la cadena. Estos ext~emos son de-

gradados por las exo-glucanasas formando uni¿ades de celo--
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biosa. J;inalmente, la· c.elobiosa es nü~rolizada a glucosa po;r:i 

la acci6n de. las ~-g).ucosidasas •. (~3,34,20) 

DIFERENTES 'POSTULADOS ACERCA DEt MECANISMO DE 'ACCIOtf PE LAS 

CEI.iULASAS. 

Celulosa· (cristalina) 

c1 l 
Celulosa (amorfa) 

e, l 
Celulosa (reactiva) 

e, 1 
Glucosa. 

FUENTE: (13) 

Celulosa 

c, 1 
Celulosa 

(extremos libres) 

e, l 
Celobiosa 

Celulosa (cristalina) 

c1+ ex l 
Celulosa 
(amorfa/reactiva) 

c1+ ex J 
Glucosa 

La actividad celulol~tica es de gran importancia biol6-

gica siendo la mayor reacci?n hidrolítica natural, pues con­

tribuye anualmente con 95 ººº millones de ton.eladas de carb9_ 

no a la atmósfera. Desde el punto de vista práctico, dicha.­

actividad tiene un gran potencial de ser utilizada. (46) 

De hecho, las celulasas ya son empleadas en la indus--­

tria textil y farmacéutica así como en la transformación de_ 

alimentos; la hidrólisis de desechos agrícolas, éstos resul­

tan un sustituto excelente del petróleo, siempre y cuando, -

sean adecuadamente reciclados para recuperar la bioenergía -

contenida en ellos; sin embargo, el principal interés de la 
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utilizaci6n de las ce).JJlasas. es. la conversi~fl cte. la· c~),JJl.osa 

de materiales ce'.lµ:L~sicos 2-e desecho en .a'zú~es so).uples de · 

impo:ritancia. industrial. (16) · 

Las celµlasas son producidas por· una gran, variedad de -­

hongos y bacterias. En general, los hongos son los que prod,!! 

cen filtrados suficientemente activos para llevar a· cabo 'in -

vitro una sacarificación de la celulosa. Entre los mejores -

hongos productores de celulasas se encuentran: T:t"idhoderma -

viride, Chrisosporium ·1ignorum, Trichoderma konirtgii y Asper 

gillus niger. (5,41) · 

A pesar de los intentos que se han realizado por utili­

zar a las celulasas para la sacarificación de la celulosa y_ 

la amplia información acerca de los hongos mencionados, no -

existe en la actualidad ningún p:rioceso industrial de sacari­

ficación enzimática de la celulosa, por las razones m.encion~ 

das anteriormente. (43) 

Para lograr la conversión de la celulosa a azúcares se 

requiere, además de una enzima suficientemente activa, un -­

pretratamiento de la celulosa para eliminar lignina y otras 

sustancias interferentes con el prop?sito de aumentar su - -

susceptibilidad. Si la proporción y extensi?n de la hidr6li­

sis es al ta, la· concentraci?n del azúcar taml:>i.én debe serlo, 

dependiendo de su facilidad de recuperaci?n· Si. la recupera­

ción del azúcar no es práctica, el digerido· crudo se podr~a­

usar directamente para obtener otro producto de fermentación 
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o bien, un producto de gran importancia actu~lmente debido a 

la escacez de prote~ y. alimentos. en generFJ.l: La protefna 

· unicelµlar. ( 21) 

3.5 Proteína Unicelula'!'. 

La escacez de proteína en. los pa~ses pobres, la re-­

ducci6n en la captura de algun.as especies· pesqueras,_ la alta_ 

tasa de crecimiento deniogr~fico y los incrementos de los pre­

cios de las fue_ntes tradicionales de prote~as para· consumo -

humano y animal han hecho que investigadores y _gobierno de. v~ 

rios pa~ses estén considerando la producci6n a gl:'an escala de 

proteína unicelular como una soluci6n al pr>oblema de la ali-­

mentación. ( 24} 

La protefna unicelular es el t~rmino gen~rico que se apl~ 

ca al concentrado prote~nico obtenido de microorganismos uni-­

celulares (levadura, hongos, bacterias y algas),_ los cuales -­

pueden cultivarse en una gran variedad de medios relativamente 

abundantes y ba:i:'atos tales como residuos del petr?leo y deriv~ 

dos, gas natural, aguas negras, melazas, etanol, rnetanol y re­

siduos celul?sicos entre otros (5). La producción de proteínas 

en forma de prote~na unicelular, por medios no convencionales_ 

tiene características que la hacen particularmente atractiva,­

siendo su alto contenido pr~tefco y su rapidez de duplicación_ 

de masa de las más importantes. 

El poco tiempo que los microorganismos unic~lulares neces! 

tan para reproducirse significa una gran ventaja, ya que mien-
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tras un becerro de 450 kg proquce ikg de prote~a· cada 24 horas 

lt50 kg de planta de soya producen 40. kg .en' Ul'l .pe·J:'~OQO de 150. 

d~as y 450 kg de microorganismos producen 450. kg de prote~na en. 

sólo 2 horas. (5) · 

Por otro lado, la. velocidad· con que se reproducen estos mi 

crool'ganismos ofrece. ventajas para la experimentaci?ri gen~t-ica_ 

pues se obtienen generaciones completas en per~odos de 3 a 5 -­

d!as. Adem~s, se I'equiere de poco personal especializado. 

Pvoceso de ·elaboración: Los altos precios de. la prote~na -

han propiciado la creaci?n de diversos procesos de interés eco­

n6mico , incluyendo: (23) 

a) Hidr?lisis ácida, seguida por fermentaci6n con levadura 

b) Fermentaci?n por actinomices termofílicos. 

c) Crecimiento de bacterias celulolíticas mesofílicas a -­

partir de materiales celulósicos pretratados; 

Como vemos, una de las posibles fuentes de prote~na unice­

lular la representan los recursos celul6sicos (10), sin embar-­

go, deben considerarse algunos aspectos para su elección (45),-

como son: 

1. Disponibilidad en cantidad y en tiempo (con base en - -

ello se determina el tamaño de la planta). 

2. Localización (pues si es/necesario recolectarlo y tran.!! 

portarlo, el costo aumenta considerablemente). 

3. Usos alternativos: como combustible, alimento directo -

al ganado, papel, etc. 
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4. Caracter~sticas físicas y químicas,· como su densic\ad, 

composici?n qu~mic~,. :ta.¡n.aJ\o de partfcula,. etc. 

En generp.l ,. la priot.e~11a· unicelular se oh.tiene ·mediante -

un prioceso en el que. el fermentador es la c:Lave. La ruta más_ 

estudiada es la de cultivo 'sumergido aer<?bico. Su disefio in­

cluye· un sistema de agitaci?n de la biomasa, ·suministro de 

agua, sustrato, nutrimentos, oxígeno y fuente de nitrogéno 

(7,45). Todos los insumos son esterilizados previamente para_ 

evitar la contaminaci6n del cultivo. Como la feX'Jllentaci~n es_ 

exot~rmica, debe contarse· con· un sistema de refrigeraci~n pa­

ra mantener la temperatura ?Ptima de crecimiento. La veloci-­

dad con la que el ox~geno se transfiere a los organismos se -

acelera con sistemas de oxigenación que rompen las burbujas -

de aix-e.·Para separar los microorganismos del sustrato, se -­

suelen utilizar centr~fugas. 

La proteína unicelular generalmente contiene más del 50% 

de proteína de gran calidad. Otras sustancias presentes en -­

ella son los ácidos nucléicos CARN y ADN), azúcar~s, grasas,­

agua, f~sforo, potasio y fibra. La proporci6n de estos compo­

nentes varía en función del organismo espec~fico y del sus-• 

trato en el que ha crecido. 

La prote~na unicelular destinada al consumo humano debe_ 

ser refinada para eliminar su elevado contenido de ácidos nu­

cléicos, pues su ingestión elevada incrementa el desarrollo -

de cálculos biliare~ 6 puede provocar "gota". 
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Mediante la hidr?lisis de la biomas~,. ~l con.tenido de ~ci 

dos nucléicos se reduce a menos del 5%. r.os ácidos n.uclé:icos -- -
obtenidos se' utilizan como saborizan:tes en dive:r'sos productos. 

La pr>otefn~ · unicelulári destinada para los anilll.al.es. no.requie~ 

re la separación de los ácidos nucléicos. 

Una vez removidos los ~cidos nucléicos, la prote~a unic~ 

lular se somete a tratamientos para elevar> ·su concen:tI'ación y_ 

mejorar su digestibilidad. Los· concentrados de prote~na uniceM 

lular pueden ser> hilados para fabricarse 'fibras y tejidos que 

imitan a la texturia de. la carne de la misma manera que se han_ 

utilizado las prote~nas de soya, 

En la tabla 5, se observa la composici~n de proteínas· un.f. 

celulares típicas, crecidas en diversos sustpatos· c.ompariadas -

con dos fuentes convencionales de ppotefnas como son la harina 

de pescado y la harina de soya, observ~ndose las diferencias -

en el contenido de lisina, metionina y grasa. 

En la producción de pr>ote~na unicelular, tanto microorga­

nismos mesof~licos y termof~licos utilizan la celulosa en una_ 

concentración razonable, aunque la biodegradación de lignina y 

complejos lignina-celulosa constituye el mayor obst~culo para_ 

la utilización comercial de los residuos celulósicos (10). Ac-

tinomices termofí1icos parecen ser los oJ:'ganisrnos m~s efecti-­

vos para la producci?n de prote~na· unicelular a partir de res¿ 

duos celulósicos, además de ser un proceso económica.~ente vía-

ble. (48) 



TABLA 5. COMPOSICION DE PR<rDEINAS UNICELULARES TIPICAS. 

ORGANISMO SUSTRATO PROTEINA PROTEINA METIONINA GRASA CRUDA (\) VERDADERA ( %) LISINA 
% % % 

BACTERIAS Metanol 80 65 5.8 2.2 8 
Metano 60 50 4.3 3.0 10 

Parafinas 60 53 7, l¡ 1.8 9 
LEVADURAS Kerosinas 69 60 7.B 1.6 2 

Etanol 54 45 6.7 1. 5 6 

ALGAS co2 45-60 40-50 ·~.6 1 .• 4 5 

HONGOS Carbohidra 
tos. 35-50 30-40 6,5 . 1;5. 5 

N 
co 

. FUENTES CONVENCIONALES 'DE 'PROTEINAS. .1 

' 
HARINA DE PESCADO 60-65 50-60 7.0 2:6 7 

HA!UNA DE SOYA 45-50 40-45 6.5 1.4 1. 5 
'''. ''. '.' ...... ' ......... 

FUI:NTE: (5) 
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Finalmente~ podEi¡n.os afirmar que la producci?n de prote~­

na unicelular y de otros pI'oducitos de fermen.taci?n. obtenidos_ 

a parti~;cle~:ia: deg:ti"actaci?n de la ce1µlosa dependel!án:. de. la ~ 
_, : ,~. 

facilidad para disponer de uria celulasa altamente activa. En:_ 

la ac;tualidad, Tricliciderma: viride es la mejor fuente de celu..:. 

lasa activa, sin embargo, la composici?n del medio y las con­

diciones de cultivo afectan la producci6n enzimática· (13). -­

La obtenci?n de enzimas en gran escala se puede ver favoreci­

da ·por una adecuada selección. y mej OI'amiento de los microoI'g~ 

nismos capaces de llevar a cabo esa pI'oducci?n y del desarI'o­

llo de métodos de fermentación accesibles económicos y tecno­

lógicos. 
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4. MATERrAJ.; Y: METOPOS. 

4 .1 Medios' .utilizados e~ el ai.s:i.ami.ento· Y' .conserv~"".'~ 

ci~n élemicrool:'ganismo~ c~~ulplft~cos; 

4 .1.1 Aisl~iento. . ·,:-·>.- - ·-.-. 

Se emple<? el medf~a~ ROSADE BENGALA (56), 
. ·.·: .. ·.··::·~·,,:::; ~:>: ,':.., .. 

... 
MgS04 ' 7H2o · . . . 

PEPTONA , • , •• ; 

DEXTROSA •. ; • 

ROSA DE BENGALA. • 

ESTREPTOMICINA 

AGAR 

. . º· 50g 

• O.SOg 

.·.o.sog' 

.:'"o;S"og 
.... ' iio."cfog,· · 

. ·, 

· • :iJ°;·os~g ·. 

. o .. o~g 

.17.lJOg 

Aforado a l litl'.'o con agua destilada.. 

La adici6n de estreptomicina se realiz<? justo antes de -~ue 

el agar solidificara, por ser termol~bil. 

pH a 5. 

MEDIO DE DUBOS 

K
2
HP0

4 
• 

NaN0 3 • 

MgS04. 7_H 20 • 

Aforar a un 

(11) 

1.00g 

. o.sog 

, D.50g 

D.50g 

y ajustar el --

Se introdujeron tiras de :¡:iapel filtro (1x9cm) en cada tubo 
, 

de cultivo quedando una porción ce ;:ia-¡;el fuera de la superficie 
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del medio l~quido. se esterilizó. en autoplave a 15 libr~s .por 

15 minutos y s~ ;:Í.nCuba'Í>on a 2 9°C i:lu~an.tl'l ap"tjÍ~~j ·· ·. 
e:.-,-, 

Se mezclaron en partes iguales:tina so¡~~i?n de si;~cato 
de sodio diluido a 7° Baumé {spluciión comercial dJ.luída,~1/4 
aproximadamente) y una solución de HCl a 13º Ba~mé.(soiJ~ión.. 
comercial dilu~da a 1/3 aprox~madamenteLv~cial1do- ~l slti~~t: 

·'"-·-::-:· 

sobre el ácido con agi:taci~n. r .: .. ;. .. ,. ; 
--~· •:,..,~ _, ';_ •.-!. .-.'< ""'-. :,._"'-; 

Inmediatamente se. col~c~~?it);P.mi •• e~ •c~j~~;j~~)[F~~~i?i;~~ 
j~ndolas abiertas so·b~~ uri.i Ínesah~sta s~Hc1ifi.cdr"/áp:t.oxim~-
damente 30 horas). 

Dentro de un recipiente grande se procedi?. al lavado de_ 

las cajas en agua corriente hasta la eliminaci?n del exceso -

de ~cido y se controló el pH con papel indicador. El lavado -

se realizó en 20 horas aproximadamente. 

Impregnación de las placas: Antes de su· utilizaci?n, se_ 

sumergieron las placas durante 5 minutos en agua hirviente -·· 

(con el fin de esterilizarlas). Una vez hecho ésto; s·e adici.2_ 

nó un disco de papel filtro estéril en cada placa y aproxima­

damente 3 ml. de la solución nutritiva estéril. (11) 

Inoculación de las placas: Sobre el papel filtro se dis­

tribuye uniformemente una suspensión de esporas de cada cepa_ 

f~ngica, incubando a 29ºC durante 3 meses; se rehidrataron -­

las placas con solución nutritiva de Dubos una vez por semana. 
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se: utillz? el medio de SABOUMUP (56) 

PROTEO SAi PEPTONA. 

DEXTROSA. 

AGAR •. 

10.:og 

••• 40.'0g 

• 15.0g 

Aforado a l. litro con agua destilada. 

Una vez obtenido el desarrollo del hongo,. ~l medio se ·cu..: 

bri6 con. vaselina est~ril para evitar desecación. 

4.1.3 Medio de esporulaci?n. 

El medio empleado para f~vorecex- la esporulaci.t?tt_ 

fué~ AGAR-V/8. (56) 

Jugo V/B . • • 

caco 3 •••• 

AGAR ••••• 

. , . ~ 

1ao·ni1. 

2. g. 

20 g. 

Aforado a 1 litro con agua destilada. 

4.1.4 Medio de fermentaci6n. (42) 

Se prepar? el medio mineral de Reese (47), adiei_2 

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

KH 2P04 •• 

CNH4 > 2so4 • 

UREA ••• 

MgS04 .7H
2
0 • 

CaC2 2 (anhidro);· 

Solución eleméntos 

... 2.0g 

1.4g 

o.~g 

0.3g 

o .• 3g 

Aforado con agua destilada a 1 litro. 



La solucii?n .ele 

posici?n: 

... .:..so. 
nH .: (! 
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CóC1 2• 
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HCl al 19%. 

Afol:'ado con 

Se esteI'iliz6 durante 15 minutos a 121ºC. En el momento -

de usarlo se colocaron 50 ml. en matraces Erlenmeyer de 300 ml. 

4.2 Aislamiento de microorganismos celulolíticos. 

Las cepas de hongos aislados se obtuvieI'on a partir· de 

materiales cómo estiércol de diversos animales estabulados en -

la Facultada de Veterinaria, UNAM, de líquido del rumen,conse-­

guido en el Rastro Municipal de Naucalpdn de Juárez, Estado de_ 

México, de composta elaborada en la Planta de Desechos Sólidos 

de la Ciudad de México, ubicada en San Juan de Aragón, D.F., 

y suelo de las zonas verdes de Ciudad Universitaria, D.F. De 

las muestras recolectadas en frascos estériles y diluídas con -

una solución isotónica estéril se tomó una alícuota de 1 ml. --

Con ella se hicieron diluciones progresivas y se inocularon en_ 

cajas de Petri est~riles, añadiéndoles el medio de cultivo de -

Rosa de Bengala. De aquí, se aislaron varias cepas de hongos. -

Una vez aisladas las cepas, se conservaron en el medio de Sabou 

raud recubierto con vaselina para su selección yosterior. 
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4.3 Selecci6n de. los microorganismos. 

Inicialmente, se ensay? ·la actividad celulolítica de 

cada cepa en uri medio l~quido Ci:Jubos )' y en· un medio s?lido 

(placas de silica gel), aquéllas que presentaron una mayor a~ 

titud degradativa del papel filtro en ambos medios, se inocu­

laron en el medio de fermentaci?n, para observar su capaci.dad · 

de degradaci?n hacia el sustrato espec~fi,co. 

Ya en este medio de cultivo, se determin6. la concentra-­

ción de azúcares reductores totales s6lo a las cepas que.vi-­

sualmente mostraron un mayor ataque hidrolítico sobre la cel~ · 

losa del sustrato. Para la determinación de a·zúcares reducto-

res totales se emple? el método del ácido dinitrosalicílico -

(D.N.S.). (36) 

4.4 Identificaci6n de los microorganismos celulolíticos. 

Los hongos seleccionados se identificaron en base a 

las características morfo16gicas de las estructuras reproduc­

tivas que desarrollaron en los microcultivos. (3) 

4.5 Preparaci?n del inoculo. 

La suspensi6n de esporas de las cepas más activas, -

desarrolladas en agar-V/B, se obtuvo por agitaci6n en un agi-
8 tador Vortex. Se ajust6 el número de esporas a 54 x 10 espo-

ras/ml. aproximadamente, desarrollando con anterioridad una -

curva turbidimétrica. 
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4. 6 Fuente de obtención del ·sustrat.o. 

Como ft¡ente ~e.. CE!lulosa se. emple? la.· cubier>ta. de la .. 

mazorca del ina.¿ dediÍ~~ehtes Xuga.res de la. Rep~blica Mexica-

na. 

4. 7 Tratamientos del ·sustr>a.to, 

Inicialmente las cubiertas de. la mazorca del. maíz··- ·."'." 

fueron secadas en estufa, ya secas, se molieron en· tiri molino -

tipo Wiley a fin de someterlas a los siguientes tra.tamÍ~~td~: 

~.7.1 Tratamiento qu~ico. 
';',· __ -

El sustrato se mezcló con uria soluciión de Na.OH 

al 1. 5% en proporci?n 1: B (sustrato-sosa) durante 20 horas a -

29°C. El exceso de álcali se retiró con agua destilada hasta ~ 

logr>ar un pH de 7 y el agua residual se elimin? por f~ltraci?n 

al vacio. El secado se efectuó a 120°C durante 10 minutos, 

4.7.2 Tratamiento físico y químico. 

El sustrato se trató de la misma forma que en -

el tratamiento anterior, modificando el tiempo (1 hora) a 
2 120ºC y a una presi?n de 1.5 k~/cm en el autoclave. (25) 

4.8 Métodos analíticos. 

Una vez inoculado el medio ce fermentación con un nú-

mero conocido de esporas, se realizaron las siguientes determi-

naciones: 
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4.8.1 Ef~cto de los tratamientos sobre e); sustrato. 

En matraces ErleruneyeX' de. 300 ml., · y .Por duplica.do,­

se adicion6 al medio de fermentaci~n una concentraci6n de 1% -

de sustrato sometido al tratamiento qu~ico. Se incubaron a --

290C y 120 rpm en· una máquina agitadora modelo New Brunswick -

durante 10 días. Diariamente se determinó la concentración de_ 

azúcares X'eductores totales por el método del P.N.S. 

De igual forma se procedió para el ·sustrato· con tratamieg 

to f~sico y qufmico, que reportó los mejores resultados. 

4.8.2 Efecto de la concentración del sustrato. 

Para ambas cepas, se probaron· concentraciones de --

0. 2, 0.5, 1.0 y 2.0% de sustrato con tratamiento f~sico y qu~­

mico. Durante 10 dfas se les dete:t'min~:· concentraci~n de az~c~ 

res X'eductores totales, actividad en papel filtro y actividad_ 

en C.M.C. 

4.8.2.1 Determinación de azúcares reductores totales. 

Se recurrió al método del D.N.S. (29,36), que 

consta de los siguientes reactivos: 

Reactivo A: 

0.05 g 

Aforando a 100 ml con agua destilada. 

Reactivo 3: 

llaOH • 

Fenol. 

D.:LS. 

1.0 g 

·0.2 g 

• LO g 
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Afqrando a 100 ¡nl. con agua destilada. 

El D.N.S. se agreg? mfoutos. íl.ntes de su uifo', s~lo ·a.;_ 

la cantidad de spluci6n necesaria para trab~jar diari.ameht~ • 
. ·:~.o.>- ·, :·:;~·::~{.-r ~ 

Reactivo C: 

Sal Rochelle (tartrato do):Jle de sodio'Y:i>61:aéio>.~Óg 

Aforando a 100 ml con agua destilad~·.? 

Solución patr6n de glucosa: 

Glucosa anhidra. • ••. 1.0' g 

Acido benzoico • • 0.25g 

Aforando a 100 ml con agua destilada. Pe esta solu..:­

ci6n se hicieron diluciones para desarrollat' la curva patr<?n· 

Solución amortiguadora de citratos (pH=4. a). C 57) 

Citrato de sodio •• 3.3 g en 50 ml de agua 

Acido cítrico • • • • 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 24 horas, en tubos de ensaye, se colocaron 3 ml del 

filtrado del medio de fermentación inoculado con el hongo,-

l ml de reactivo A y 1 ml de reactivo B. Se mantuvieron en -­

ebullición durante 15 minutos, despu~s se enfriaron al chorro 

del agua. En ese momento se adicionó l -' de reactivo C y se_ 

aforó a :: ml. Se ley? en un espectro=c~?~etro Zeiss modelo -

PM2A a SiS nm. Los datos se reportan en =g de glucosa/ml. 
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La actividad· celulol~tic~ de cada· .cepa se ensay~ median-, 

te. la· determinación Ei:n,,papd•ifj,ltpo'y .. :carboxi(n.etilcelulosa, 
.. -.· .. ,.":,-f ":·»','· 

·) .. :. ,:-" 
. , .: ' <·~·.;~~;\'.'_:·.t: ·.~~ ~·.:; ~,;.,' -~·.:¡':.·.\ 

4.8. 2I~< A~iiy:ü1áct:en(]?apel filtro: <Cj_). · .(35) 

En' tubos de ensaye se introdujeron tiras de papel 

Whatman No. 1 de 50 mg (1x6 cm) y se les agreg? l ml de solu-­

ción 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 ag.f 

tación de 120 rpm. Inmediatamente se les determin6 azúcares ·r~ 

ductores totales por el método del D.N.S. 

4.8.2.3 Actividad en carboximetilcelulosa (C~). (35) 

En tubos de ensaye, se mezclaron~ l ml de solu--­

ción de C.M.C. al 1%, 1 ml de solución amortiguadora de citra­

tos de pH=4.8 y l ml cjel filtrado del cultivo del )longo Cétlen­

tando a 50°C por 30 minutos sin agitaci?n.e inmediatáinente se_ 

procedió a determinar azúcares reductores por el método del --

D.N.S. 

4.8.3 Tiempo de máxima actividad celulolítica. 

Se determinó mediante la preparaci?n de una gr~fica 

donde· se anota la concentraci~n de azúcares reductor•es por ac­

tividad en papel filtro en la ordenada contra tiempo en la 

abcisa (gráfica S.2.f). 

4.8.4 Deterud.nación de prote~na extraceluJ.ar. 

Durante 10 días· se determinó la concentración de --
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prote~na extracelular. en el medio· de f erme~taci?n mediante • 

el método de Lowry ( 2S ).1 ·en eJ, que se empJ.ean los siguientes 

reactivos: 

Reactivo Ai 

Na2co3 
.f 

Na OH 

Aforando a 

Reactivo B; 

cu2 so4• SH
2

.o ·· 

Tartrato 

Aforando a 

Reactivo C: 

Mezclar 1 ml 

reposar por un día. 

Reactivo D: 

Reactivo de Folin-Ciocal teu diluído a uria concentración-·· 

1 N. La cantidad de este reactivo a diluir se determin6 por -

titulación con NaOH y fenolftaleína. 

Reactivo E: 

Solución patr6n de albúmina bovina cristalina. De esta - . 
;.· 

.solución se hicie;pon diluciones para desa!'rollar la c~~,j¡¡pa­
trón de proteína extracelular. 

Procedimiento: 

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

mezc16 1 ml del mismo con 1 ml de reactivo C. Se mantuvo la -
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mezcla en reposo durante.10 minutos a tempevatu:ra ambiente e 

irunediatamenté despÜ€~ •s~: adicion6 O. l.· ml- de ;reactivo D, mez..: 
, _, ·:, , ~~ '.. ' - . : :-· ·,:- . ;e,·,, • ,. , • 

:::::::,::i~~lif ,~~1~I~f :t~:,::::::::r ,:: :~u::: ::,::: 
res obtenidos···~:Ei\rép6i]táron ·.en mg/ml. 

' ,-~_~' : .. >-~'.,¿;-_~ .. ~'.~.;-~:;~~'-':;,:-.::~- .,,." .. :·. - .. 
. · -.:•"(f:.-.-.< : ·,',.,, .. ~·;· .. ·" . 

4.8~.s net~~~Ih~6i6n de ·sustrato resicfüá1 
~~.·~·.··.·. 

1 

\Di~riamente y durante u~ lapso de 10 d~as,· se:·;;i:J._ . 

tró y se llev? a peso constante la cantidad de sustrato no h.f. 
drolizado por cada cepa. El porcentaje de peso seco se obtuvo 

junto con el micelio del hongo dada su difícil separaci?n del 

residu~ celul?sico. Al mismo tiempo se determinó la variación 

de pH en el medio de fermentación con un potenciómetro modelo 

Digi-Sence. 

4.8.6 Efecto de aditivos. 

Al medio de fermentación con 1% de sustrato se a:di 

cion6 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.4% de Tween 80 y durante 6 días se 

determinó su efecto en: a) Actividad en papel filtro; b) Acti 

vidad en C.M.C., asimismo, se prob? el efecto de la adición -

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

4.8.7 Identificación de azúcares. 

:::1 in trado del medio ce ::err.:entáción se sometió 
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lleta, vol~menes iguales del f~ltrado y HP .SM. Se int:rodµjo 

la ampolleta bien sellada en uria: estuf{!. a 100°C du;i:iante 4·h2. 
. '. . . 

:ras. Posteriormente se abri6 la ampolleta· y se colo'có .en· un •. . ·.·- ·.-

desecador a vacio (matraz Kitazato con KOH para neutralizar_ 

el HCl) con objeto de concentrar la muestra. Con el concen-~ 

trado se realiz6 una cromatografía ascendente en papel,· uti­

lizando como.eluyente· una mezcla de isopropanol-~cido acéti­

co-agua, en proporci?n· 3:1:1, y como revelador 0.9 g de áci 

do oxálico, 1. 8 ml de anilina en 2 00 ml. de agua destilada, -

(8,58) 
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5, RESULTAPOS, 

5 .1 SE;Íe~~i6i{ e icientihca,ci.~h 'd~:l6s. microorganismos. 
' . . ' ,.,;,-__, ;·:, ~' " ·.'-: :;:.: ' ; <.:~(~·>< ;~ -· ... · . 
De. ;!.as H~ ·. 6ep~:s ·de hongd~ aislado~, :r>esul taron se-

leccionadas dos de ellas: 

Cepa· 1: aislada de·suelo de las zonas verdes de e.u. 
Cepa 2: aislada de composta de la Planta de Desechos -

Sólidos de la Ciudad de México,. ubicada en San 

. Juan de AI'ag?n, D. F ,' 

Los microci:ultivos mostraron las ca:r>acte:r>ísticas morfológf 

cas descritas para. los géne:r>os~ 

Cepa 1: MUCOI' sp. 
\ ... 

Cepa 2 :· As¡:ie:r>gillUs sp. 

5.2 Métodos analíticos. 

5.2.t Efecto del t:r>atamiehto· sobre el sustrato. 

5,2.1.1 Tratamiento qu~mico. 

En las gr~ficas 5.2.b. y 5.2.c se exponen 

los resultados de la concentración de azúcares reductores obte 

nidos a partir de sustratos sometidos a tratamientos químico y 

físico y químico ~ inoculados con las dos cepas. 

5.2.1.2 Tratamiento f~sico y químico. 

·En las gr~ficas anteriores se observa 

que la concentración de azúcares reductores totales es r.ayor -

con este tratamiento; razón por la cual fué utilizado en las -

determinaciones post.eriores. 
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5. 2. 2 Efecto de l¡¡.> conceritraci~n del sustrato. 

. ;'i ~"" ·~ 4~~f:~~·;·~:-~.~t á •• ~ tbtai.••. . .. 
- ·.·'.r , ·--¡- , .. - _. :· 

~:: ::¡i:~it~i~f ~~~~tt~::¡:::·J:iI~~~fü;~t;~ 
2% de sUstrato''s~t'bbtuviéron los 'mayozies. valo:re's; éti .ambos c~ 

,.'--.~-~- "';~-.·,,¡¡_~:~·_,~~·,:y:·:.~.-'.'.}V.'/t.,- -.'--~~ >,--. - . _ >; ··:,·-:·c.· :·- \. -~-- ··::-. : :.·-~ . 
sos. '<<:~: ','.¡ ;,\Ci'.~'ii:&:'.f: ' . ·.···.·· ' ,,; 

· .. ·.' " .•. :.~¿~,(:;'.:y,, ...... ;,/': .··· . . :.<.7 .· .•. ) . ·.' 

.. ·,;~~~tl~t~~~~~f~~;:~::i:t~t:6::tenúnaoi6n 
aparecen eJJ laifr'g:f:iaficas 'anteriores. Con la concentración de 

sustrato al ii'>~;~··f~~~IT~~~;~~ lo-s -valores más al tos en a~os_ 
.-~~-'-:/\':}:-.> ··,~.-- -:·:-'_,-

casos. 

5.2.2.3 Actividad en carboximetilcelulosa. 

Para la cepa 1,. la mayor actividad corre~ 

ponde a la concentración de ·sustrato al 1% mientras que, pa­

ra la cepa 2, la concentración de mayor actividad es de 2%;­

Ver gr~ficas 5.2.d y 5 .. 2.e. 

5.2.2.4 Tiempo de máxima actividad celulolítica. 

Como la actividad en papel filtro indica_ 

la acción de la fracci~n c1 , la gr~fica 5.2.f revela que la_ 

cor.centraci6nde sustrato al 1% arroja los valores m~ximos -. 

al Uer. d~a para ambas cepas. Sin embargo, la ce:;::a 2 no ma­

nifestó actividad en papel filtre en las concent~ac~cnes re! 

tar:t.:s. 
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s • 2 . 3 De:terminao~n de pxiote~na .ex,tX'ace).µla.r. 

La ¡nayqr CÓric¿Í'it~cÍ~i6h de prot~a e~tracel.ular -
', "-·~/ ::~.;~·~···~-· ... ' 

se obtuvo al. 60 ,,'/;Ú:a\'. d~cÍ.rÚ::tib~ción, tanto para. la cepa 1 ·e~ 
•,"-.";; . . 

mo para la ce:pá; 3 ,,,:irJ·K:~i~H6a'. s.2.g. 

5. 2. 4 D~t~~min~ci6~ de 'sustrato residu~l' y .. va:r>i~ci~n 
de pH. 

Se nota· uria franca disminución del porcent~.j e en_ 

.peso seco conforme transcurre la degradaci?n del sustrato, -

ver gr~fica 5.2.h. Con respecto a la. variaci?n de pH, los d~ 

tos se encuentran en la gráf~ca 5.2.i, observándose un com-­

portamiento más o menos constante entre el 3o. y 60. días de 

incubaci6n. 

5.2.5 Ef~cto de aditivas. 

5.2.5.1 Adición de Tween 80. 

Pueden observarse los resultados para es­

ta determinación en las gr~ficas 5.2.(j,k,j',k') referentes_ 

a la actividad en papel filtro y C.!'!. C par>a la cepa 1 y . 5. 2-

( l ,m, l' ,m') par>a la cepa 2. 

5.2.5.2 Adición de proteosa-peptona. 

Las gr~ficas 5.2,n y ñ muestran los resul 

tadcs obtenidos para esta determinación en la cepa 1. Para -

la ce;a 2, ver gr>~ficas 5.2.o ·Y 5.2.p. 

E~ general, tanto la adición de Tween 80 como de prote~ 

sa-~eptona tienden a reducir la actividad celulolítica, que_ 

\ 
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s6lo se incre;¡¡t:!nt?· con pX'oteosa-p".!ptona 9-l o·, 2% para la acti-
.· ··-- ""-

vidad en C.M.C. y no pana laact~vidad en papel filtro. Pe m_2 

do que· podemos considerar qu~riC>x;~sUlt6 favor>able su utiliz~ 

ci6n. 

5. 2. 6 Identifica.ci6n. de c;izúcares. 

La cromatog;raf~a revel~· que el a'zúciaX'peduC:tor 'l.!, 

berado fué xilosa, tal como se obse;riva en la figux'.a 2. 



.. • 
~ 

l • Q: .. • ~ 
(,) 

·::J 
N 
et: 

o 2 3 

Gráfico 5.2.o. 

Cepo 1: Mucor 11p. 

Cepa 2: AepergiNus ep . 

4 6 7 8 9 10 

Olas de Incubación. 

Determinación de Azúcares Reductores Totales. 

{Método: DNS ) 



1.1 

_; 1.0 
E 

' u 0.9 
:::1 
lío 
CI 0.B 
E 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4 
ú) 
6 0.3 .. 
.g 0.2 
o .. 
-~ 0.1 . . 

.' 
. 

. ...... .,,---- .. --

Gráfico 5.2.b. 

Cepo 1 : Mucor sp. 

; .1-~~··~~--~~--~~--~-..1--~ .... ~~--_,;~ ... ~~ ..... ~ ...... Dios de 
Incubación. ~o 

~ 
., 
Q) 
L. 
o .. 
o 
:::1 

"O 
Q) 

a:: 
., 
CD ... 
o 
u 

•:::J 
N 
et 

o 

1.0 

0.9 

o.e 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

2 

... -----· 
2 

3 4 5 6 7 e 9 10 

Efecto de los tratamientos sobre el sustrato . 

Tratamiento físico y químico . 

Tratamiento químico. 

Gráfica 5.2.c. 

Cepa 2: Aspergillus sp. 

,,r- ...... ................. . 

,,'' 

3 4 

...... -.... ---................... -.................. --- ...... .. 

5 6 7 9 

Dios de 

10 lncut>ocioo. 



i 1.4 
..... 
u l.'3 .2 o 
OI 1.2 e 

1.1 

1.0 

0.9 

o.a 

0.7 

o.e 

0.5 

0.4 

0.'3 

o.z 
0.1 

" 
I'• 

Efecto de lo concentracion · J,j susirofo. -

Oráflco 5.2.d. Gráfico 5.2.e. 

Cepo 1 : Mucor sp. 

i 
..... 
u 
::> o 
o 
E 

0.5. 1.0 2.0 o 

"' Concentración de 

1.4 

1.3 

1.2 

1.1 

1.0 

0.9 

o.e 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.2 
Po ja. 

Cepo 2: Asperglllus sp. 

Azúcares reductores totales. 

Actividad enzimdtica en 
papel filtro. 

Actividad enzimático en 
corboxi • me ti 1 • celulosa. 

0.5 1.0 2.0 



g gluc/mf. 

0.!5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

o 
2 

Grdfico 5.2. f 

1íemp0 de Máxima Actividad Celulolitlco. 

(en papel filtro ) 

- Cepo I: Mu cor sp. 

Cepa 2: Aspergillus sp. 

3 4 5 
8 6 

9 7 

Dios de Incubación. 

10 

Conc. de 
celulosa. 
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6. DISCUSION. 

Para este. trabajo, se seleccionaron hongos y no otro 

tipo de microorganismos celulol~ticos en raz6n de que creqen 

r~pidamente en medios simples, no requieren de factores de -

crecimiento y la enzima que producen es de tipo extracelular 

Así no es necesario lisar la c~lula para extraer las enzi.tnas. 

Inicialmente se aislaron.45 cepas, las cuales 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 rna~z. Se cuanti 

fic6 la producci6n de azúcares reductores totales y con base 

en ~sto.se escogieron finalmente las dos cepas reportadas en 

el trabajo. 

Con referencia a los microorganismos sel~ccionados, la_ 

cepa 1 (~E.E.·> no se reporta en la literatura corno espe­

cie celulolítica, sin embargo en nuestro trabajo, se manife~ 

tó aún con mayor capacidad hidrol~tica que la cepa 2 (Asper­

gillus 2.E·>, g~nero reportado como celulolítico (ver gr~fica 

5.2.a). 

Por otro lado, la mayor actividad celulolítica de la ce 

pa 1 puede explicarse debido a que la suspensi?n de esporas_ 

contiene una fracción micelial dadas las características mo~ 

fológicas del hongo. Esto favorece un crecimiento rápido y -

producción de enzima mas temprana. (35) 
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Es recomendable para trabajos posteriores, determinar el 

in6culo ?ptimo de esporas, ya que las con~iciones de cultivo_ 

fueron constantes durante la fermentaci6n. Un número excesivo 

de esporas no aprovechar~a eficientemente los nutrimientos y~ 

en consecuencia la hidr~lisis ser~a deficiente. Probableme~te 

ésto causó un bajo rendimiento de celulasas en nuestro traba-

jo. 

La cubierta de la mazorca del maíz como sustrato celuló-- -
sico se sometió a tratamientos para facilitar su ataque enzi­

mático. Según Krupnova y colaboradores (15), el tratamiento -

de molienda seguido con calor, reduce la cristalinidad de los 

materiales celu16sicos y los hace más susceptibles a la hidr§ 

lisis. 

El tratamiento f~sico y qu~ico que se· utilizó en este -

trabajo contempla los aspectos anteriores y efectivamente, r! 

porta los mejores resultados de los dos tratamientos efectua­

dos (ver gr~ficas 5.2.b y 5.2.c), No obstante se presentaron_ 

algunos factores que inhibieron la acción de las celulasas, -

tales como: irregularidades en la superficie de contacto, - -

pues la molienda no se realizó en el mismo molino. Krupnova -

menciona otros inconvenientes: secado excesivo de las fibras, 

reorientaci~n de mol~culas de celulosa, aparici~n de sustan-­

cias tóxicas producidas durante el tratamiento del residuo v~ 

getal. 

En su trabajo de investigación, 11andels y Weber (35) re­

portan una concentración óptima de sustrato {celulosa) de 
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o. 5 a 1 % paI'a. ).a j?;t'OQUccii?n de ci=lµlasas. E{l. nuest;r:io. tI'abaj ~' 

encontI'amos que' ·ufl.a concentpaci?n de· ·c.e.lulosa. al 2% J.ibe;r:ia m~ 

yor cantidad de azÚcaI'es reductoI'eS tot~les .(ver gI'!~ficas 

5,2.d y 5,2,e)¡ aunque cabe I'eCalcar que. nuestI'O inteI'éS se -

oI'ienta hacia la obtencic?n de mayor actividad de c1 medida 

por la técnica de papel filtI'o. Y: que· con las dos cepas de 

hongos se observó que la concentración ?ptima de sustI'ato rué 

la misma (1%) para manifestarse la actividad de las enzimas p 

c1 y CX medidas por' las t~cnicas de papel fiJ.tI'o y de C.M.C,­

respectivamente .Cver gráficas 5.2.d y. s. 2.,e), 

En cuanto a la actividad en papel filtro, la cepa 1 pro­

dujo 0.44 mg/ml de az~cares reductores, mientI'as que la cepa_ 

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/¡nl --­

(ver gr~ficas 5.2.d y 5.2.e) 

En expeI'imentos I'ealizados por Mand~1s y Weber (35) con_ 

vaI'ias cepas de Trichoderma.viride, la actividad en papel fi! 

tro mas alta fué de 2.82 mg/ml y la más baja fué de 0,22 mg/ml. 

De estos valores puede señalarse que la cepa 1 es más eficieE 

te que la cepa 2 en la producción de enzimas c
1 

y ex. Al com­

pararsele con los. valores reportados para_!· viride, se obse~ 

va que la enzima c1 de ~ ~ (cepa 1) representa un valor_ 

de 16% del valor de la enzima c1 de T. viride. 

En estudios realizados (35) con c~lulasas de T. viride,-

el tierr.?O de máxi~a actividad celu~olítica con diferentes con 
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centraciones de sustrato se observa. que.vavía de 7 a 15 d~as_ 

de incubacii?n· En nuestpo traba.jo, 'el .. tiempo cte m~xitna activj,._ 

dad celulol~tica se present6 al. tercer día, ~sto indica' una -

mayor capacidad de síntesis de ceiulasas pop las cepas de Hu­

cor ~. y Aspergillus ~. (ver gr~fica 5., 2. f) en comparaci?n -

con la de !· viride. 

En la producci?n de celulai:;as por ! ;, '.viride ·se ha repov­

tado como esencial la utilizaci?n de proteosa-peptona por el_ 

cultivo del hongo, Estudios hechos por Ghose y colaboradores_ 

(15) reportaron una concentraci?n de prote~a extracelular de 

2 mg a los 9 días de incubación, 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 resultó fa,vorable su utiliz~ 

ci?n. Puede observarse que la presencia de ambos aditivos pr2 

duce baja concentración de azúcares reductores ó la concentP2, 

ci6n es prácticamente nula, Solamente hay un incremento de -­

az~cares reductores con 0.2% de pvoteosa-peptona en actividad 

en C.M.C., aunque nos interesaba más la actividad en papel~­

filtro. Po;r> ello no empleamos aditivos en nuestras determina­

ciones. Esto significaría una ventaja importante de nuestras 

cepas sobre!• viI'ide (ver gr~ficas 5,2.j hasta p). 

La m~xima concentraci?n de proteína extracelulav que se_ 

determinó fué de 1.1 mg/ml al 60, d~a. Es de hacerse notar la 

aparición de la mayor cantidad antes del 9o. día Cvev gr~fica 

5.2.g). De acuerdo con estos resultados, la cepa 2 mostri? la_ 

concentración más alta de proteína extracelular y en. conse---
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cuencia debió manifestar mayor actividad celµlol~tica, sin 

embargo, la concent:r'ación de a.z~c.¡i.):"es reductopes totales libe 

rados al medio c\e cultivo fué más baja, Esto nos indica que -

su capacidad, degradativa es menor en compaI'aci?n con la cepa_ 

Los. valores de pH fueron muy.variables, igual cosa suce 

dió con la concentración de azúcares reductores totales. Posi 

blemente cada cepa consumi? los azúcares liberados al medio y 

al agotarlos, no teniendo otra fuente de carbono asimilable,~ 

recurrió nuevamente a la celulosa, La 1iberaci6n de az~cares_ 

reductores al medio de cultivo por hidr6lisis de la celulosa_ 

causó un descenso en el pH y a medida que se consumieron di-­

ches az~cares se elev? el pH del sistema. Cuando se present?_ 

la m~xima actividad celulol~tica expresada por la máxima can­

tidad de azúcares liberados, el valor de pH fué de 3.55 para -

las 2 cepas (ver gráfica 5.2.i.). De acuerdo con la literatu­

ra consultada, para una hidrólisis amplia de celulosa, el va-­

lo~ óptimo de pH es de 4.B (35), tal vez debido a este bajo -

valor de pH nuestras cepas presentaron baja actividad enzimá­

tica. 

El porcentaje de sustrato residual se determin? cada 24_ 

horas como filamento micelial dada la dificultad de la separ~ 

ción de la paja no hidrolizada. Para la cepa 1, la disminu---

ción del contenido de paja fu~.~ás notcria que para la ce?a 2 

(ver gráfica 5,2.h.). Justamer.te al cía Eiguiente de la máxima 
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actividad enzim~t~ca. 

Para la, cepá 2, el. ~()~cehtdje::de sfrsbi~fo re~idual f4~ --

···:;'-·.-·-
;::)·:·'-:;_.>;'..'·::·:·:i.-·.,'../·.":.-... · .. 

"·,.·.",-'2''~· ···>-.::¡:}~~/:/. ·_ 
Finalmente, la cromafogrél.t~á.'.en;phpél ;riev~).6 que el azu..:-

car liberado al medio fué xÚb~~.(> ;:/'./ 
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7. CONCLUSIONES •. 

' ' 

Entre los h()f1g~~;;ü9ad(),ª y ~.~;lec?i~1nado~, •la. cepa 1 

(Mucor sp. ) mo~t~~'. méj ~fJf~·~p~é{~e~·:~~~~y~~~üs:·:~t.~':····· ... :.7, la ikpa 2 
(Aspergillus sp.); 'é; 1 ;,· 1l(:;~;;i!1~;:~~(t~··~.~::.y<:'.·';;:.,;} ,. .. '··:<·.:•( . 

. ~- >, 't ·~-<.:.'~~~.~;s. ·::·~j:~ :--:_·,.:.::~t .:.··_:<<~ '.~ _· ,: ':•·,'" 
. •': - ~:';}·~::\_: '-' _:_~- ···'::f::"·-':~ ''·-·.:,;;_-,. .. -,- _·._ -

La cepa 1 présent~ ~~~();'~~~i~Í.dadhldrólÍ;iéa en los 

sustratos de papel fil
0

tro Y.· carboximetilcelulosa, aún cuando 

la concentraci6n de su proteína extracelular haya sido más ba 

ja que para la otra cepa. Además se encontr6, que el porcen­

taje de paja residua:i:.. fué menor. En cambio, la cepa 2 actu6 

con mayor actividad hidrolítica sobre carboximetilcelulosa. 

Al comparar la actividad celulolítica de las dos cepas -

de hongos seleccionados con la actividad d~ Trichoderma: viri­

de, se encontr6 que ésta es menor con respecto a !·viride. 

Los posibles factores que pudieron haber influido en és-

to son: 

La naturaleza química del sustrato que pudo presen 

tar obstáculos para el ataque enzimático. 

El tratamiento al que se someti6 el sustrato no fué 

uniforme y ésto pudo haber causado alteraciones al 

sustrato. 

Los aditivos empleados no mejoraron la actividad celu-

lolítica de las cepas de hongos. 

En el trabajo no se control6 el pH durante la biodegPa-
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daci6n de la c~lJilosa. 
'•'.,. 

- La concen1:raci.6d ,del in?cµ1o rgngico , tal.: v,ez,. no. :t'ué -

adecuad.a. 

Sin embavgo, es posible que optimizando es.tas cond:lcion~s 

y expevimentando otros aditi~s pod:r:'f.a incremenÚrse/:l~ .. ~~ti: 
vidad celulol~tica sobre este "sustrato, 

Las apiicaciones que poar~a· tener este trab¡:tjo son: 

- La· uti1izaci6n de este residuo ·agrícola en la indus---

tvia de fe:r'mentaciones para obtener a·z~cares simples,­

ya que su uso,. actualmente es de tipo doméstico· y ali-

menticio, como forraje. 

- Como perspectiva en la pvoducci?n de. biomasa, ya que -

s61o de manera visual, se obsevv6 que la adici?n de -­

pvoteosa-peptona y tween BD, incrementa notablemente -

el desavvollo fúngico. 

- Finalmente, otra aplicaci?n puede ser la obtenci6n de 

xilosa, que actualmente se obtiene de las hojuelas de_ 

maíz y se emplea en el curtido y teñido, así como tam­

bién en alimentos pava diabéticos. 
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8. RESUMEN. 

::ie procf!clM.~~ ál.slaJl!iento ele. hongos· :con· capacidad c~ . 
~·· ·1' " : • '• 

lulolítica a[·5J~i:ratos tales como es:tiércol de diversos ani-

males, l~quido rumin.3.l, composta y suel.o de jard~n de Ciudad_ 

Universitaria, D.F., empleando el m~todo de diluciones c;r:>e--­

cientes con inoculaci6n en el medio de Rosa de Bengala-EstreE_ 

tomicina-Agar. Al utilizar esta técnica, se aislaron 45 cepas 

de hongos pertenecientes a diferentes g~neros. 

La actividad celulolítica de las 45 cepas fué probada en 

el medio líquido de Dubos y en el medio sólido de s~lica-gel, 

ambos conteniendo papel filtro como úriica fuente de carbono.­

Con ~sto, se logr? hacer una primera selección de los hongos_ 

celulolíticos. 

Los hongos escogidos fueron sometidos a· una segunda se-­

lección al ser inoculados al medio de cultivo mineral de Ree-

se, adicionando como sustrato celul?sico la Cubierta de la m~ 

zorca de ma~z. La capacidad celulol~tica de los hongos fu~ d~ 

terminada mediante la Cuantificación de los azúcares reducto-

res liberados al medio, por el método D.N.S. De estos experi­

mentos se seleccionaron dos cepas de hongos celulolíticos· que 

de acuerdo con sus caracterfsticas morfol?gicas de microcult_! 

vo corresponden a los g~neros ~ ~ y Aspergillus ~· El -

primero fu~ aislacc de un suelo de .jardín de la Ciudad UniveE 

sitaria y el segundo de una composta procecente de la Planta_ 

de Desechos Sólicos de San Juan de Aragón, v.F. 
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Bn cuanto al sustrato _celu¡?sico (cubierta de la mazorca_ 

del ma~z) fu~ sometida a· un. tratamiento qu~ico y. a· urio f~sfoo 

y qu~mico, encontrándose que eri. el segundo método hubo mayo¡;> -

liberación d.e azúcares reductores; moti.Ve> por el cual' fu~ se-­

leccionado y empleado eti todos l.os experi.uientos siguientes. 

Para determinar la concentración óptima de 'sustrato·. c;elu 
M ~ • •• : • ;-

. ' 
lósico tratado se llevaron a cabo uri.;i. serie de f~rmentacie>J1e~-

en matraces utilizando el medio Dineral de Reese adicionado ~-

del sustrato celul?sico en cantidades 0.2, 0,5, 1.0· y 2.0%, 

Los matraces fueron inoculados con una suspensión de esporas ~ 

de los hongos Mucior §?_ y Aspergillus 2.E_ respectivamente y des­

pu~s de ser incubados se determinó la actividad de celulasa me 

diante la técnica de papel filtro y carboximetilcelulosa, mi-­

diendo la cantidad de azúcares reductores. liberados con el mé­

todo del D.N.S. Se encontr? que la concentración ?ptima de su~ 

trato celulósico fué de 1% para las dos cepas de hongos y en -

especial para la prueba de papel filtro. La máxima actividad -

celulolítica aconteció al tercer día de incubación. 

Para la determinación de la proteína extracelular se em-­

ple? el m~todo de Lowry, encontrándose su mayor cantidad a los 

6 días de crecimiento de los hongos ~ 2.E_ y Aspergillus ~ 

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 por>centaje de sustr>.ato. ;t>esidual (paja no -

atacada) la cepa de ,!1~ ·~ .O.~j? sin" .at.acar> l6. 5% de 'sustX'~ 

to y la cepa de 'As'Pe:r>$illus ·~, 26. 6%. Esto indica la ppese.!! 

cia de· un co¡nplejo enzimático más acti'l(c): en la ceya d~ ~ 

~· 

El ptt fu~ medido dur>ante todo el pr>oceso fer>mentativo -

observ~ndose que las. var>iaciones más notables coinci~ie:r>on -

con el tiempo de m~xima acti~idad ce1ulolítica (3/er>.d~a) y_ 

mayor concentraci?n de pr>oteína extr>acelular> C 6/ o. d~a.) • 

Al adicionar> al medio de Reese, pvoteosa-peptona o 

tween BO a difeventes concentraciones, se encontr~ que dichas 

sustancias no incr>ementar>on la actividad celulolítica. 

El análisis de cr>omatogr>afía en papel del medio de fer>­

mentaci?n indice? que el azúcar r>eductor liber>ado por> la hi-­

dr?lisis enzim~tica de la paja cor;r>esponde a xilosa. 

Debido a la baja capacidad celulol~tica encontr>ada en -

las cepas de hongos aisladas, se ·supone que optimizando las_ 

condiciones de biosíntesis se podría aumentar> la pr>oducci?n_ 

de celulasas. 

Finalmente, las aplicaciones pr>~cticas de este tr>abajo_ 

podr>~an se¡:i en: 

- La utilizaci?n de un residuo agr>ícola abundante, 

- La obtenci6n de xilosa par>a su empleo en diversos pr~ 

cesos industriales. 
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