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C. INTRODUCCION

Hoy en dia la generacion de desechos sélidos de papel ha ido en aumento, y su
destino y disposicion final no siempre son las adecuadas ya que muchas veces estos
terminan en vertederos municipales y estatales o incinerados por los propios
generadores de residuos, lo cual genera la disminucion en la calidad del aire,
contaminacion de los suelos y acuiferos, asi como afectaciones a la salud por la
proliferacion de vectores y fauna nociva. (NOM-161-SEMARNAT-2011, 2013) Es por
ello que actualmente se buscan alternativas con las cuales sea posible no sélo
eliminar, sino reaprovechar dichos residuos de una manera amigable con el

ambiente.

Los microorganismos encargados de la degradacion de la celulosa, principal
componente de la pared celular de las plantas incluyen bacterias, hongos y
actinomicetos, aerobios, anaerobios, mesofilos y termofilos; los cuales cuentan con
la maquinaria enzimatica necesaria para dicho propdésito, por tal razén, su
aislamiento e identificacion representa un importante recurso para lograr la
disminucion del impacto ambiental. (Lynd, Elander, & Wyman, Likely features and

costs of mature biomassethanol technology., 1996)




D. MARCO TEORICO
1. EL PAPEL BOND Y LA CELULOSA

La produccion de papel abarca una gran parte de la industria a nivel mundial; cuya
principal fuente de fibra es la madera, procedente principalmente de los bosques de
coniferas, tropicales y boreales. La composicion quimica de la madera es muy
variable, se compone principalmente de celulosa, lignina, hemicelulosa y otros

materiales. (Lynd, Wyman y Gerngross. 1999)

Parte del proceso basico para la obtencion de la celulosa y el papel consiste en la
eliminacion de la lignina. Industrialmente la pulpa de celulosa blanca se obtiene a

través de un proceso de dos etapas: el pulpaje y el blanqueo.
Pulpaje

El objetivo del Pulpaje es remover la lignina para liberar la fibra de celulosa,
separando la celulosa contenida en la madera, de los otros componentes, dicho

proceso puede ser de dos tipos; mecanico 0 quimico.

Actualmente a nivel mundial el proceso mas utilizado para el pulpaje sigue siendo el
método de Kraft, pese a la gran contaminaciéon que genera y el costo que conlleva el

proceso.

En el pulpaje de Kraft, la madera es descortezada y triturada para ser enviada a
digestores donde se cuece en una mezcla de agua, sulfato de sodio (Na2SOa),
carbonato de calcio(CaCO3) e hidroxido de sodio (NaOH) a 200°C y altas presiones
para formar una sola pulpa que es llevada a una solucion de hidréxido de sodio
(NaOH) y sulfuro de sodio (Naz2S), llamada licor blanco, para separar la lignina de la
celulosa; la cual después de la coccidn se lava con agua, se clasifica, espesa, limpia
y almacena para su posterior blanqueamiento. (Lossada, Formento, Adell, & Mina,
1982)




1.2.

Blanqueamiento.

La principal razén del blanqueamiento de la pulpa es la eliminacién de la lignina
residual, para mejorar la calidad de la fibra, ya que la lignina produce una coloracion

marron en el papel final.

En esta etapa se le otorga a la pulpa la blancura que corresponde segun los
estandares establecidos para su comercializacion. El blanqueo corresponde a un

tratamiento quimico en etapas sucesivas y bajo condiciones de operacion distintas.

Los principales reactivos quimicos utilizados son cloro elemental (Cl2), diéxido de
cloro (ClOz2), peroxido de hidrégeno (H202) e hidréxido de sodio en algunas etapas
de blanqueo, para facilitar la extraccién del material disuelto. (U.S.A Patente n°
3.470, 061, 1969). Este proceso provoca que se pierdan las regiones amorfas y se
obtienen solamente largas cadenas de celulosa cristalina, la cual se condensa para
formar un masa se le agregan biosidas, polipropileno o polietileno, que le dan
caracteristicas especiales, posteriormente se seca y endurece para generar grandes
laminas de papel. (SCA, 2010)

1.3 Celulosa

La celulosa es una sustancia incolora, insoluble en agua y en la mayor parte de los
solventes organicos, es el componente principal de las paredes celulares vegetales,

y se asemeja estructuralmente al almidén. (Beyer & Wolfgang, 1987)

La estructura de la celulosa es una cadena lineal de unidades de glucopiranosa
unidas entre si por enlaces B-glucosidicos entre el carbono 1 de una unidad y el

grupo hidroxilo del carbono 4 de otra unidad. (Figura 1)

Es decir consiste en largas cadenas de anillos de seis eslabones en la conformacién
de silla mas estable, con todos los sustituyentes voluminosos en las posiciones

ecuatoriales
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Figura 1 Estructura quimica de la celulosa (Ege 2004)

En la naturaleza la celulosa es sintetizada como moléculas individuales (cadenas
lineales de residuos glucosidicos) que se ensamblan como polisacarido en el sitio de
biosintesis. (Brown R. M., 2000). La celulosa se sintetiza en la superficie externa de
la membrana plasmatica. Es posible que los nucleétidos de azucares GDP-glucosa y
UDP-glucosa que se forman en el citoplasma, se situan en la periferia de la celulosa
cerca de la membrana donde se localiza la enzima celulosa-sintasa. (Sandoval-Z.,
2005) El polisacarido de celulosa esta localizado en la pared celular donde se
encuentra como unidades sub-microscopicas de forma alargada conocida como
micelas. A su vez, estas micelas se arreglan en estructuras mas grandes, las
microfibrillas, las cuales estan suficientemente empaquetadas para prevenir la
penetracidon no solo de enzimas sino de pequefias moléculas semejantes al agua.
(Lynd, Weimer, Van Zyl, & Pretorius, 2002)

Una importante caracteristica de la celulosa, relativamente inusual de los
polisacaridos es su estructura cristalina, sin embargo, las fibras individuales no son
puramente cristalinas, lo que genera regiones amorfas (Figura 2) donde las fibras
contienen torceduras y espacios en sus microfibrillas lo cual permite la formacién de
micro poros y capilares lo suficientemente espaciosos para permitir la penetracion de
moléculas relativamente grandes incluyendo, en algunos casos enzimas celuloliticas
(Stone, 1968)

Las microfibrillas de celulosa estan estabilizadas por enlaces de hidrégeno intra e
intermoleculares y rodeadas por polisacaridos hemiceluldésicos (manano y xilano)
que se unen a la celulosa por puentes de hidrégeno y enlaces covalentes, los cuales

la hacen extremadamente resistente a la hidrdlisis quimica y biolégica. Asi mismo,




21.

las regiones amorfas de la estructura cristalina de la celulosa tienen una
composicidn heterogénea caracterizada por una variedad de enlaces. Finalmente
este arreglo asimétrico que caracteriza las regiones amorfas es crucial para la

biodegradacion de la celulosa

Figura 2 Estructura de las regiones amorfas y cristalinas en las cadenas de celulosa (Stone 1968)

2. COMPONENTES DE LA TINTA PARA IMPRESION Y SUS EFECTOS SOBRE
LOS MICROORGANISMOS.

Composicion quimica de la tinta para impresora

Se puede definir la tinta de manera general, como un fluido compuesto por un
vehiculo que transporta pigmentos y aditivos, capaz de mantenerse como tal en un
cuerpo impresor y que cambia a estado sélido en contacto con el sustrato (papel).

En el que el pigmento representa solo el 10% de la composicion total.

Actualmente las tintas desarrolladas para las impresoras de inyeccion de tinta
caseras y de oficina tienen una base acuosa, y cumplen con parametros especificos

de color, pH, viscosidad, tension superficial, pureza y estabilidad.

En cuanto a la composicion quimica esta es principalmente con una base de agua
desionizada y dietilenglicol, alcohol isopropilico y etilenglicol (co-solventes) que son

la base en la composicion quimica de las tintas.

e
5




2.2,

Los otros compuestos son el pigmento normalmente para la tinta negra es el
Dicromato de Hierro Il (FeCr207), sustancias surfactantes, buffers para mantener el

pH y otros agentes.

En cuanto a la inhibicion del crecimiento de microorganismos de hongos y bacterias
se utiliza principalmente Clorometilisotazolinona y Metilisotiazolinona en proporcién
(3:1). Y al entrar en contacto con el papel forma cristales que actuan como biocida
aun después de secada la tinta cuya accion es de casi un 100% de efectividad aun

pasados 12 meses del secado inicial.
Efecto de la tinta sobre hongos y bacterias.

El efecto biocida sobre hongos y bacterias especifico de la tinta se debe a que la
mezcla de isotiazolinonas actua siguiendo el mecanismo de accion de las

sulfonamidas.

Esta actividad es debida a su mecanismo competitivo frente al acido para-
aminobenzoico, el cual no puede transformarse en acido dehidrofdlico en el interior
de las bacterias inhibiendo el metabolismo de purinas y por lo tanto el crecimiento
bacteriano. En los hongos actua evitando la fosforilacion de los acido nucleicos.
(Genaro, 2003)

DEGRADACION DE LA CELULOSA
Los procesos bioldgicos se llevan a cabo en gran medida por reacciones catalizadas
por proteinas que se conocen como enzimas. De manera general, las enzimas

presentan las siguientes caracteristicas:

Son muy especificas

La velocidad de reaccién es de dos a tres 6rdenes de magnitud mayor que la de los
catalizadores inorganicos.

Las condiciones de reaccion, temperatura y presion relativamente bajas, hace que
SU UsO sea poco costoso.

Se pueden producir de manera artificial facilmente y en gran cantidad mediante

técnicas genéticas.




3.1.

» Se pueden realizar reacciones de sintesis en varios pasos

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de la catalisis enzimatica es el alto
grado de especificidad de la enzima por el o los sustratos de la reaccion. Esta
especificidad se limita a una sola molécula o0 a un rango muy restringido de

sustancias quimicamente relacionadas con ellas. (Warren, 1996)

Existe una notoria estero-especificad en las enzimas que incluye la capacidad de
distinguir entre dos sustratos con grupos funcionales aparentemente idénticos
colocados en una molécula asimétrica; las enzimas son capaces de seleccionar
solamente uno de los isdmeros Opticos de una mezcla, la union de la enzima con el
sustrato requiere de la participacién de un minimo de tres grupos residuales de la

cadena peptidica para la debida orientacion del sustrato.
Clasificacion de la Glucosil Hidrolasas

Las glucosil hidrolasas constituyen un grupo muy amplio y variado de enzimas cuya
caracteristica comun es la capacidad de hidrolizar el enlace glicosidico que forma el
eslabon de enlace de los azucares. Al igual que el resto de las enzimas, las glucosil
hidrolasas se clasifican siguiendo las recomendaciones originalmente establecidas
por el “Nomenclature Committee” de la “International Union of Biochemistry” 1UB,
posteriormente adoptada por otras organizaciones bioquimicas internacionales como
la IUBMB. (Henrissat B. , 1991)Esta clasificacion establece un catalogo de enzimas
(Enzyme Catalog EC) que asigna a cada enzima un codigo numérico basado en el
tipo de reaccion catalizada y en la especificidad de sustrato. Las glucosil hidrolasas
son definidas como (EC.3.2.1.x), donde los tres primeros digitos indican la propiedad
de hidrolizar el enlace O-glucosidico y el cuarto (x) indica el tipo de sustrato.
(Henrrissat, 1990) Aunque esta clasificacion es de gran utilidad no aporta
informacion sobre aspectos muy importantes de las enzimas como son su estructura
molecular y sus relaciones filogenéticas. Para suplir estas limitaciones, se han
establecido una clasificacion complementaria a la anterior, basada en la similitud de

sus secuencias de aminodacidos. (Henrissat y Bairoch, 1996)




3.2

3.3.

Las familias 5 y 10 incluyen enzimas presentes en bacterias, hongos y plantas, no
todas las enzimas clasificadas en estas familias son celulasas; hay muchas enzimas
con otro tipo de actividad. El hecho de que enzimas pertenecientes a una misma
familia, homadlogas en secuencia y por tanto con estructura tridimensional parecida,
sean activas frente a sustratos distintos, como son la celulosa y el xilano, se explica
por la relacion estructural existente entre estos dos polisacaridos. Si bien la unidad
monomerica es distinta en uno y otro caso: como una hexosa (glucosa) en la
celulosa y una pentosa en la xilosa, en el xilano, los sucesivos enlaces f-
glucosidicos que constituyen ambos polisacaridos se estructuran espacialmente de

forma similar.
Enzimas implicadas en la degradacion de celulosa

El mecanismo ampliamente aceptado para explicar la hidrodlisis enzimatica de la
celulosa involucra la accidén enzimatica de tres enzimas: la endo -1,4 glucanasa, la
exo B-1,4 celobiohidrolasa y la B-1,4 glucosidasa. (Henrissat, Vigny, Buleon, &
Perez, 1988). La endo B-1,4 glucanasa hidroliza aleatoriamente los enlaces b-1,4
glucosidicos intramoleculares accesibles de cadenas de celulosa para producir
oligosacaridos de varias longitudes. La exo -1,4 celobiohidrolasa corta los extremos
no reductores del sustrato generando unidades de celobiosa o glucosa y por ultimo
la B-1,4 glucosidasa, completa el proceso hidrolitico convirtiendo los fragmentos e
celobiosa a glucosa o removiendo glucosa desde los extremos no reductores de

pequefios celoligosacaridos. (Ohmiya, Sakka, Kimura, & Karita, 1997)
Endoglucanasas

Las endoglucanasas actuan al azar sobre los enlaces B-1,4 glucosidicos y su
actividad es con frecuencia medida sobre celulosa soluble con alto grado de
polimerizaciéon, como es el caso de la carboximetilcelulosa CMC. La accion de las
endoglucanasas sobre este sustrato celulésico se caracteriza por la disminucion de
la viscosidad realizando cortes intramoleculares. (Benoit, y otros, 1995) Ademas la
tasa de hidrdlisis esta condicionada a la habilidad de las endoglucanasas para

actuar en las regiones amorfas de la matriz cristalina de la celulosa y crear nuevos

e
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3.4.

extremos reductores en los cuales las exoglucansas puedan actuar. (Malherbe &
Cloete, 2002)

Las exoglucanasas que incluyen 1,4-B-D-glucan-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4).
Actuan en las porciones amorfas de las fibras de celulosa y rompen los enlaces [3-

1,4-glucosidicos generando oligosacaridos de distintas longitudes. (Castillo-
Rodriguez, 2005)

La medida de la actividad de endoglucanasa puede ser basada en la reduccion de la
viscosidad del sustrato y/o en el incremento de azucares reductores que se
determinan por técnicas que permitan medir azucares reductores. Sin embargo, la
actividad de las exoglucanasas también incrementa el numero de azucares
reductores por lo cual, es recomendable que la actividad de las endoglucanasas sea
medida por ambos métodos viscosidad y azucares reductores. (Watnabe & Tokuda,
2001)

Por otro lado, dicha actividad puede ser facilmente detectada en medios con CMC o
celulosa y adicidn de varios colorantes como el rojo Congo, debido a que estos son
adsorbidos solo por largas cadenas de polisacaridos. Este método es semi-
cuantitativo y muy adecuado cuando se requiere procesar un gran numero de
muestras. (Thether & Wood, 1982)

Exoglucanasas

Las exoglucanasas que incluyen 1,4-B-D-glucosil hidrolasas (celodextrinasas EC
3.2.1.74) y 1,4-B-D-glucan-celobiohidrolasas (celobiohidrolasas EC 3.2.1.91). Las
exoglucanasas cortan los extremos accesibles de la molécula de celulosa para

liberar glucosa y celobiosa. (Castillo-Rodriguez, 2005)

3.5 B-glucosidasas
La pB-glucosidasa o p-glucosido glucohidrolasas (E.C 3.2.1.2.1) hidrolizan las

unidades de celobiosa soluble y otras celodextrinas con un grado de polimerizacién
superior a 6 y la posterior produccion de glucosa. La tasa de hidrdlisis disminuye con
el incremento en el grado de polimerizacién del sustrato. (Castillo-Rodriguez, 2005)

e
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Estos tres sistemas actuan de forma cooperativa en la degradacion de la celulosa.

Las celulasas se distinguen de otras glucoésil hidrolasas, por la accion de hidrélisis de

las uniones B-1,4.glucosidicas.

Tabla 1 Resumen de las enzimas implicadas en la hidrdlisis de celulosa por su sitio de accién y

productos generados

Nombre

Sitio de Accion

Residuos o
elementos liberados

Endo B-1,4-glucanasa

Actua al azar sobre los enlaces 3-1,4
glucosidicos de la celulosa de las zonas
amorfas

Oligosacaridos

Exo-$-1,4-
celobiohidrolasa

Corta la cadena 1,4 3-D-glucano a part
del extremo no reductor de la molécul
de celulosa y de las celodextrinas, s
accion activa la accion de otras enzimas

Celobiosa/ 2 moléculas
de glucosa unidas por
un enlace B-1,4

B-1,4-glucosidasa

Actua sobre los enlaces B-1,4 de |
celobiosa liberada por las exocelulasa
liberando moléculas libres de glucosa

Glucosa

1,4-B-D-glucan--glucanc
hidrolasa

Actua en los extremos reductres de |
celulosa

Libera moléculas de
glucosa libre

1,4-3-D-
glucosilhidrolasa

Hidrolizan las unidades de celobiosa e
monomeros de glucosa

Glucosa y Celobiosa

1,4-B-D-
glucancelobiohidrolsa

Corta los enlaces lo

oligosacaridos

B-14 de

Genera unidades de
celobiosa

B-glucosidasa

Enlaces B 1,3 y 1,4 de la celobios
soluble

Glucosa

3.6Represion Catabdlica

Este término fue acunado en 1961 por Magasanik para describir el comportamiento

de una célula incubada en presencia de mas de una fuente de carbono. (Sanchez &

Farrés, 1987) Las enzimas que toman parte en la utilizacion de los carbohidratos se

podrian formar simultaneamente; sin embargo, solamente se produce un sistema

enzimatico y una vez que una de las fuentes de carbono se ha consumido, se forma

el sistema que permite la utilizacion de la siguiente.
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3.7.

Retrorrepresion

Puede definirse como la inhibicién en la sintesis de una o varias enzimas de una via
metabdlica, como respuesta a la presencia del producto final de biosintesis o de un
derivado del mismo (co-represor) en concentraciones importantes. Para ello un gen
regulador produce una proteina represora inactiva (apo-represor), que puede ser
activada por el co-represor especifico. El represor activado bloquea el gen operador,

previniendo asi la transcripcion del gen estructural.

MICROORGANISMOS CELULOLITICOS

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos y bacterias,
aerobios y anaerobios, mesdfilos y terméfilos que ocupan una variedad de habitats.
Entre los hongos celuloliticos se destacan: Trichoderma reesei, Trichoderma
koningii, Sporotrix sp., Alternaria sp., Geotrichum sp., Rhizoctonia sp., Trametes sp.,
Paecilomyces sp., Mucor sp., Clsdosporium sp., bulgaris sp., Chaetonium sp.,
Helotium sp., Aspergillus sp. Las bacterias celuloliticas mas abundantes y conocidas
son las aerobias entre las cuales se pueden citar. Cellulomonas sp., Microbispora
bispora, Thermomonospora sp., Cytophaga sp., Corynobacterium sp., Vibrio sp.,
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Thermobifida sp. Ademas se encuentran algunos
anaerobios como Acetovibrio cellulolyticus, Butivibrio sp., Bacteroides cellulosolvens,
Bacteroides succinogenes, Clostridium cellulovorans, Clostridium thermocellum,
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavenfaciens. (Lynd, Weimer, Van Zyl, &
Pretorius, 2002)

4.1. Fisiologia de los organismos celuloliticos.

En general los microorganismos celuloliticos no son especialistas en la degradacién
de la celulosa. Primordialmente son microorganismos degradadores de
carbohidratos y son incapaces de degradar proteinas o lipidos, como fuente de
energia para su crecimiento. Habitualmente utilizan una gran variedad de

carbohidratos ademas de la celulosa. (Poulsen & Petersen, 1988).
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La naturaleza especializada de los microorganismos celuliticos, es probablemente el
resultado de la maquinaria enzimatica especializada para la hidrdlisis de celulosa, el
esfuerzo metabdlico significativo dedicado a su sintesis, y otras caracteristicas
peculiares para la utilizacion de la celulosa. Estas caracteristicas, junto con el alto
valor caldrico y la abundancia en la naturaleza de la propia celulosa, aplican una
presion selectiva significativa sobre los microorganismos para su utilizacion,
particularmente si el organismo desarrolla una estrategia para posicionarse de tal
manera que pueda obtener un acceso privilegiados a los productos de hidrolisis de
celulosa. Un microorganismo especializado, suficientemente bien adaptado a la
utilizacion de celulosa, puede subsistir practicamente en cualquier ambiente o
habitat, siempre y cuando tenga acceso a biomasa vegetal u otra fuente de celulosa

como el papel. (Lynd, Weimer, Van Zyl, & Pretorius, 2002)

Los requerimientos nutricionales para el crecimiento de las especies celuloliticas
incluye la disponibilidad de nitrégeno, fosforo, y azufre, ademas de varios minerales

a distintas concentraciones, asi como diversas vitaminas.

4.1.2 Celulosoma

Los celulosomas son complejos multi enzimaticos cuyos componentes actuan de
manera sinérgica para hidrolizar a la celulosa. (Bayer, Kening., & Lamed, 1994)
Inicialmente dicho complejo fue descrito como un factor antigénicamente activo que
se una a la celulosa y que se localiza en la superficie de la célula. Los celulosomas
funcionan como estructuras exocelulares especializadas, que catalizan la hidrdlisis
de la celulosa y hemicelulosa (Bayern, 1998). En general tres tipos de enzimas
forman los sistemas celuloliticos: endocelulasas, exocelulosas y p-D-glucosidasas,

como se menciono anteriormente.

4.1.2.1 Estructura del Celulosoma.

El celulosoma se ha descrito como uno de los sistemas enzimaticos mas complejos.

Este esta constituido por multiples cadenas poli peptidicas cuyo numero varia de un

e
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4.2,

organismo a otro e incluso difiere entre cepas. El numero exacto de poli péptidos no
se conoce porque algunos de ellos producen multiples bandas en geles de
electroforesis, dependiendo de la asociacion con otros poli péptidos y a su contenido

de carbohidratos o materiales no proteicos. (Béguin, 1996)

Las enzimas celulosomales son muy parecidas a la celulasas libres. Ambas
contienen dominios cataliticos similares; la principal diferencia estriba en que las
celulasas celulosomales tienen un dominio de anclaje, el cual ayuda a la integracion
de la enzima dentro del complejo celulosdbmico, mientras que las celulasas libres no

lo tienen.

En bacterias, el dominio de anclaje consta de 70 residuos que se caracterizan por
tener una region de 22 residuos conservados. Por otra parte en enzimas presentes
en un hongo ha sido descrito un dominio de anclaje que comprende una secuencia
conservada de 40 aminoacidos. Estas secuencias conservadas tienen un motivo que
une al calcio. En el caso de las celulasas que no forman parte de los celulosomas,

en lugar del dominio de anclaje, tienen un dominio de unién a celulosa (DUC).

Los diferentes dominios que componen al complejo biolégico estan conectados por
péptidos de enlace. Estos segmentos son frecuentemente, aunque no siempre, ricos
en residuos de prolina y treonina y/o serina y estan generalmente glicosilados. Las
subunidades que forman el complejo biolégico celulosbmico estan organizadas por
su interaccion con una subunidad estructural especializada (scaffolding). (Ding,
2001) La estructura del celulosoma es muy estable, flexible y la interaccién con el

sustrato parece implicar un cambio conformacional.

Adhesion y formacion del complejo enzimatico de los microorganismos

celuloliticos aerobios.

El catabolismo de la celulosa incluye tanto la hidrdlisis de la celulosa insoluble, como
la utilizaciéon de los productos de hidrdlisis por los microorganismos. Hay dos
estrategias principales en la utilizacion de la celulosa. Las bacterias aerdbicas y los
hongos, no se adhieren a la celulosa o lo hacen débilmente, producen celulasas que

no forman complejos biolégicos (celulasas libres) e hidrolizan y oxidan la celulosa

e
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hasta CO2 y agua. (Figura 3) Sin embargo hay hongos que tienen la tendencia a
adherirse a la celulosa produciendo un complejo biolégico entre la celulosa y el
celulosoma; estos también son capaces de hidrolizar la celulosa de igual manera

que los microrganismo anaerobios, para utilizarla por vias de catabolismo aerobio.

La hidrolisis de celulosa necesita en primer lugar, la union de las enzimas implicadas
al sustrato, ya sea como un complejo binario enzima-sustrato o como un complejo
ternario celulosa-enzima-microorganismo, es decir la formacion del celulosoma.
(Wang, Zu, & Gao, 1996) (Félix & Ljungdahl, 1993) Algunas células con sistemas
celuloliticos simples muestran una tendencia a adherirse a la celulosa, aunque tal
contacto no parece ser necesario para la utilizacion de esta. (Kauri & Kushner, 1985)
En los hongos observamos que, durante la degradacién de las paredes celulares de
la planta, en el medio ambiente, las hifas de los hongos estan confinadas en los
espacios intercelulares, entre una célula vegetal y otra, donde se encuentran en
estrecha proximidad al sustrato, incluso si no estan estrictamente adheridos, en este
ambiente confinado, la pérdida de enzimas hidroliticas y de productos de
degradacion es limitado. (Tengerdy, Rho, & Mohagheghi, 1991) (Fan, Lee y
Beardmore, 1980)
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Figura 3 Mecanismo general de la degradacién de celulosa por bacterias anaerobias y hongos (Kauri
y Kushner 1985)

Adhesion y formacion de complejos enzimaticos de los microorganismo

celuloliticos anaerébicos.

Para las especies de bacterias anaerobias, la adhesion a la celulosa, mediante el
celulosoma, es mucho mas comun que para las bacterias y otros organismos
aerdbicos y para algunas especies parece ser un requisito para llevar a cabo la
hidrolisis de la celulosa rapida y eficiente. (Figura 4) (Wachinger, Bronnenmeier,
Staudenbauer, & Schrempf, 1989)

Durante las primeras etapas de crecimiento, las colonias se encuentran en estrecho
contacto con la celulosa, y la adhesiéon ha sido explicada por la presencia de
ligandos de unidn a la celulosa presentes en el complejo del celulosoma, que se
anclan a la celulosa a través del dominio de cohesién en el extremo carboxilo del

sitio de unién a proteinas. (Bayer, Kening, & Lamed, 1983)
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Algunas bacterias anaerdbicas producen una serie de proteinas de union a celulosa
con actividad de endoglucanasa y una delgada capa de glicocalix que resulta en

una fuerte adhesion a la celulosa. (Kudo, Cheng, & Costerton, 1987)

Por lo tanto la adhesion parece ser una estrategia importante para la utilizacion de la
celulosa entre las bacterias anaerdbicas, y el complejo ternario celulosa-enzima-
bacteria es probablemente el principal agente de celulolisis. (Lynd, Weimer, Van Zyl,
& Pretorius, 2002)
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Figura 4 Mecanismo general de la degradacion de la celulosa por bacterias anaerobias (Kauri y
Kushner 1985)

El mecanismo general de adhesién en el punto de contacto con la celulosa ha sido
identificado en diversas especies aerobias y anaerobias. (Miron , Ghedalia-Ben, &
Morrison, 2001). Este incluye; i) El celulosoma ii) Proteinas de unién a celulosa no
cataliticas. iii) Fracciones glicosiladas del glicocalix bacteriano o proteinas de union

especificas. iv) Fimbrias o estructuras similares a pilis.
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Se ha implicado la participacion de una molécula especifica dentro de las especies
celuloliticas, pero en muchos casos la evidencia es indirecta y basada en la
determinacion de la secuencia de un gen similar a estos componentes de adhesion

en otras especies. (Uozomi, Hayashi, Ito, & all, 1993)
Captacion y fosforilacion de los productos de la hidrélisis de la celulosa.

La fuerza impulsora para la captacion de glucosa y sus oligdmeros parece variar
entre las especies celuloliticas, aunque no existe hasta la fecha ninguna evidencia
de la participacién clasica del sistema de fosfotransferasa o fosfoenolpiruvato

dependiente.

En los distintos microorganismos la captacién de celobiosa y celodextrina, productos
de la hidrdlisis inicial de la celulosa llevada a cabo por los complejos binarios y
ternarios, depende de un sistema dependiente de ATP que es comun para ambos
polimeros, mientras que la glucosa entra a través de una via separada que también
es dependiente de ATP. (Strobel, Caldwell, & Dawson, 1995)

Los microorganismos celuloliticos poseen celodextrinasas extracelulares que
hidrolizan celodextrinas, asi como celobiofosforilasas y celodextrinfosforilasas
intracelulares que catalizan reacciones de fosforilacion mediadas por fosforo

inorganico.
Proceso general de la hidrdlisis de la Glucosa
G2+ Pi &< 2> G-1-P +Glu
Gn + Pi €2 G-1-P + Gn-1

Las celobiofosforilasas se encuentran ampliamente distribuidas tanto en
microorganismos aerobios como anaerobios, asi como en microorganismo
hipertermofilos tales como Thermotoga neopolitna. (Yernool, McCarthy, Eveleigh, &
Bok, 2000) En contraste la distribuciéon de la celodextrinfosforilasa no ha sido
totalmente investigada pero se han aislados y purificado estas enzimas de la
bacteria C. thermocellum (Lynd, Weimer, Van Zyl, & Pretorius, 2002)
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Una o mas B-glucosidasas intracelulares que son capaces de hidrolizar celobiosa
y/o celodextrina han sido detectadas en distintos microorganismo celuloliticos.
(Weimmer, Hackney, & French, 2000)

La presencia simultanea de celodextrinasas extracelulares, la actividad de las
celobiofosforilasas y celodextrinfosforilasa intracelulares y las p-glucosidasas
intracelulares en diversas especies celoluliticas, sugiere que el metabolismo de la
celodextrina y la celobiosa esta compuesta por diferentes procesos: i) hidrolisis
extra citoplasmica, con la posterior absorcion y catabolismo, ii) absorcién directa de
los oligosacaridos, la fosforilacion intracelular y catabolismo de los mismo, v iii) la
absorcién directa de los oligosacaridos, la ruptura de enlaces para formar moléculas
mas pequefias o glucosa libre y el posterior catabolismo. (Lynd, Weimer, Van Zyl, &
Pretorius, 2002)

Las celobiofosforilasas no pueden romper moléculas con mas de 3 glucosas y las
celodextrinfosforilasas no pueden romper los enlaces de moléculas con sélo dos
glucosas unidas, algunos datos sugieren que las celobiofosforilasas juegan un rol
mas importante durante la etapa de adaptacion y crecimiento de los microorganismo
en celulosa a pesar de que su uso proporciona una ganancia neta de ATP mas baja

comparada con las celodextrin-fosforilasas.

p-Glucosidase  Cellobiohydrolase Endoglucanase
GH3 (4) GHé6 (1) GHS5 (8) GH9 (3) GH45 (1)

Figura 5 Ejemplos de los sitios de accién de las enzimas celuloliticas en las cadenas de celulosa.

5. FACTORES QUE DETERMINAN LA DEGRADACION DE LA CELULOSA.
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Para la hidrdlisis enzimatica de la celulosa presente en la naturaleza, se han
propuesto muchos factores determinantes, que tienen que ver tanto con la anatomia
de los microorganismo como la naturaleza de la celulosa o bien las condiciones
ambientales incluyendo la cristalinidad, grado de polimerizacion, tamafio de la
particula, el volumen de los poros y acceso a el area con celulosa. (Fan, Yong-Hyun,
& Beardmore, 1980)

5.1 Estructura de la celulosa

Una de las consecuencias de las consecuencias de la variabilidad en la estructura
de la celulosa es que es imposible obtener una poblacion de particulas de celulosa

con idénticas caracteristicas. (Gama, Teixeira, & Mota, 1994)

Cuando se altera una de las caracteristicas de la celulosa por medios, fisicos o
quimicos para obtener ciertas caracteristicas como en el tratamiento para producir
papel bond se ven afectadas directamente otras caracteristicas. Por ejemplo cuando
se realiza un tratamiento para aumentar las zonas amorfas de la celulosa, el grado
medio de cristalinidad se ve reducido. (Focher, Marzetti, Cattaneo, Beltrame, &
Carniti, 1981)

La cristalinidad de la celulosa es considerada como uno de los factores mas
determinantes en la hidrolisis de la celulosa tanto a nivel enzimatico como
microbiano. El pre tratamiento de la biomasa de celulosa que reduce la cristalinidad
generalmente mejorar la hidrolisis de la celulosa por celulasas fungicas. Estudios
con celulosa pura indican que las regiones amorfas de la celulosa se degradan de 5
a 10 veces mas rapido que aquella que presenta una alta cristalinidad, utilizando las
misma celulasas fungicas. Sobre esta base, podemos esperar que la cristalinidad
debe aumentar durante el curso de la hidrdlisis de la celulosa como resultado de la
eliminacion a mayor velocidad de las zonas amorfas. (Gamma , Teixeira , & Mota,
1994)
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5.2.

5.21

Factores ambientales que actuan sobre los microorganismos celuloliticos.

La tasa a la cual se metaboliza la celulosa esta dada por varios factores del medio
ambiente, y los suelos que varian en sus caracteristicas fisicas y quimicas poseen
marcadas diferencias en su capacidad celulolitica. Los principales factores del medio
ambiente que afectan la formacion son el nivel de nitrégeno disponible, la
temperatura, concentracion de oxigeno, humedad, pH, la presencia de otros

carbohidratos en el medio. (Hoeniger, 1985)
Concentracién de Nitrégeno en el suelo.

La aplicacion de nitrogeno inorganico aumenta la descomposicién de la celulosa en
el suelo y tanto las sales de amonio como las de nitrato son buenas fuentes de este
elemento. La respuesta a éste indica que el nivel de nitrégeno en el suelo es un

factor limitante. (Alexander, 1980)

5.2.2 Temperatura

La utilizacion biologica de la celulosa puede llevarse a cabo desde temperaturas
cercanas a la congelacion hasta alrededor de los 65°C. Cada una de las variedades
de organismo celuloliticos es afectada en forma diferente por la temperatura. Los
mesofilos dominan en temperaturas moderadas, mientras que la microflora termdfila
puede degradar la celulosa por arriba de los 45°C. Debido a los cambios en la
composiciéon de la flora inducidos por la temperatura, el calor aumenta la velocidad
de transformacion del sustrato a causa del efecto directo de ésta sobre la accion

enzimatica. (Alexander, 1980)

5.2.3 Oxigenacion

Los niveles de oxigeno también rigen la composicion de la flora activa en
determinadas zonas. A causa del proceso anaerobico, el metabolismo de la celulosa
es reducido significativamente en medios deficientes de oxigeno en comparacion

con habitats mas oxigenados. (Alexander, 1980)
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5.3.

5.2.4 pH

En medio con pH entre neutro y alcalino, muchos microorganismos son capaces de
crecer y liberar las enzimas apropiadas para la hidrélisis de la celulosa; bajo
condiciones acidas la desaparicion de la celulosa se debe principalmente a los
hongos filamentosos. Aunque el proceso es rapido a pH menor de 5 vy

ocasionalmente por debajo de 4. (Amartey, Leak, & Hartley, 1991)
Factores que determinan la Actividad enzimatica de las celulasas.

Diversos factores asociados con la naturaleza del sistema enzimatico de las
celulasas ha sido sugerido por influenciar el proceso hidrolitico. Estos incluyen:
inhibicion del complejo de celulasas por el producto final, inactivacion térmica,
sinergismo e irreversible adsorcion de las enzimas; teniendo estos ultimos la mayor

influencia en la tasa de degradacion de la celulosa. (Mansfield & Mooney, 1999)

5.3.1 Sinergismo

EL sinergismo ocurre cuando la accion combinada de dos o0 mas enzimas aumenta
la tasa de accidn sobre el sustrato respecto a la accion individual. Se han hecho
estudios en los que se ha observado una actividad cooperada de las celulasas de
Trichoderma reseei en el que las endoglucanasas actuan al azar a lo largo de las
cadenas de celulosa generando sitios donde actuan las exoglucanasas las cuales
liberan celobiosa como producto principal, una tercer enzima, la B-glucosidasa es
necesaria para hidrolizar la celobiosa previniendo de esta manera la inhibicion de las
exoglucanasas por acumulacion de producto y por tanto generando un aumento en
la tasa hidrolitica. (Mansfield & Mooney, 1999)

5.3.2 Adsorcion.

La hidrdlisis de la celulosa difiere de otras reacciones enzimaticas en que el sustrato
es insoluble y requiere una previa adsorcion de la enzima al sustrato. La adsorcion
de las celulasas es facilitada por la presencia de dominios en el sustrato los cuales
son susceptibles al clivaje proteolitico mediante uniones por fuerzas de van der
Waals y puentes de hidrogeno. Ademas dichos dominios cuentan con aminoacidos

21



aromaticos que confieren una especificidad adicional y estabilidad al complejo

enzima-sustrato. (Mansfield & Mooney, 1999)

Existen dos teorias para explicar la interaccién de los dominios con la celulosa. La
primera se basa en que los dominios incrementan la concentracion local de enzimas
en la superficie de la celulosa, la segunda propone que los dominios son un
instrumento que permite el rompimiento de cadenas de celulosa cristalina pero no de

celulosa amorfa. (Mansfield & Mooney, 1999)
6. Productos de degradacién de la celulosa y su utilidad industrial.

Las bacterias aerobias generalmente convierten la celulosa en dos productos
principales: CO2 y biomasa. O existen acumulaciones significativas de intermediarios
carbonados y la concentracion de acidos organicos raramente alcanza un nivel
apreciable. Por otro lado, en condiciones anaerobias las bacterias son incapaces de
metabolizar completamente dicho sustrato, siendo los principales productos de
acumulacién, CO2, CH4, H2, etanol y acidos acético, férmico, succinico, butirico y
lactico. (Forero, 1986)

6.1 Aplicacion de la glucosa a nivel industrial

La glucosa, por ser un producto que posee diferentes caracteristicas, entre ellas ser
edulcorante, preservativo de la humedad, inhibidor frente a levaduras y mohos,
estabilizador de la viscosidad, etc., tiene gran aplicacion en la industria farmacéutica
y de alimentos. La caracteristica reductora de la glucosa referida a la capacidad de
su grupo carboxilo para reaccionar como tal, esta directamente relacionado con la
capacidad de formar colores, y aromas de tostado por la reaccién con las proteinas.
(Forero, 1986)

En la industria alimenticia es utilizada como excipiente en la elaboracion de jarabes y
grageas, hace parte de la formulacion de algunos sueros orales, etc. Ademas
actualmente se utiliza sobre todo en la produccion de biocombustible, como una

alternativa a los combustibles derivados del petréleo. (Forero, 1986)

7. Herramientas bioinformaticas.
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La bioinformatica se define como la interseccidn entre la biotecnologia y las ciencias
de la computacion (informatica) que ayudan a la comprension de los procesos

moleculares y genéticos fundamentales. (Teufel, Krupp, Weinmann, & Galle, 2006)

7.1 Bases de Datos

Los grandes proyectos de secuenciacion de genomas han proporcionado una gran
cantidad de informacién que debe ser gestionada de un manera eficiente y precisa
para poderla analizar. Esta gran cantidad de informacion no podria ser analizada de
manera manual por lo que para hacer eficiente este proceso se ha llegado a la
gestion informatica mediante el uso de bases de datos, aplicaciones y protocolos
automaticos los cuales sirven para almacenar, organizar y analizar mediante
sistemas computacionales y programas datos de informacion bioldgica y clinica.
(Teufel, Krupp, Weinmann, & Galle, 2006)

Estas bases de datos incrementan la rapidez del analisis de secuencias tanto
nucleotidicas como proteinicas; los datos generados de la secuenciacion de
diferentes genomas es almacenada en grandes bases de datos, siendo las tres
principales la European Molecular Biology Laboratory (EMBL)/ European
Bioinformatics Institute (EBI), el National Center for Biotechnology Information (NCBI,
GenBank) y la DNA Database of Japan (DDBJ). Estos tres depdsitos de informacion,
trabajan conjuntamente, para intercambiar las diferentes secuencias que son
almacenadas diariamente. Por otra parte, estas organizaciones han acordado sobre
una terminologia comun, por lo que la informacion de secuencia y los archivos son
altamente compatibles entre las tres bases de datos. (Teufel, Krupp, Weinmann, &
Galle, 2006)

7.2 Alineacion de Secuencias

Los programas para llevar a cabo la alineacion de secuencias y su comparacion son
herramientas esenciales en el analisis bioinférmatico, hoy en dia las herramientas
mas utilizadas son aquellas que utilizan algoritmos que facilitan el alineamiento de

las secuencias como BLAST y Clustal W.
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BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) es una herramienta disefiada para llevar
a cabo la comparacioén entre secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos, entre
los contenidos en las bases de datos del NCBI, identifica las regiones de alta
similitud. (NCBI, 2014)

La comparacion de las secuencias nucleotidicas o de aminoacidos es otra de las
herramientas utilizadas en bioinformatica, esta permite inferir la funcion de los genes
recién secuenciados o predecir la funcion de nuevos genes y explorar las relaciones
evolutivas. También permite realizar una busqueda de las secuencias similares a la

secuencia de interés. (Jhonson, y otros, 2008)

Actualmente hay variaciones de BLAST, con las que podemos analizar secuencias
de DNA con otra de DNA (blastn) o secuencias de nucleotidicas (blastx) asi como
secuencias de aminoacidos de distintos tamafios (blastp), entre otras. (Jhonson, y
otros, 2008)

7.3 Otras herramientas bioinformaticas

Existen otros programas bioinformaticos para el disefio de oligonucleétidos para
PCR o para disenar sondas de hibridacién, como Primer3 y MPprimer. Ademas hay
programas como Oligo analyzer que ayudan a evaluar la especificidad y eficiencia de
los oligonucledtidos. Estos programas consideran varios factores como la
temperatura de fusién de oligonucledétidos, la longitud, su contenido de G-C, la
estabilidad 3’, la estructura secundaria prevista, la probabilidad de alineamiento o la
amplificacion de secuencias indeseables, la probabilidad de formacién de dimeros

entre dos copias de la misma imprimacion y la exactitud de la secuencia de origen.
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F) JUSTIFICACION
El uso de microorganismo con capacidad celulolitica es ampliamente conocido y
usado en diferentes industrias, sin embrago su uso esta ampliamente enfocado a la
descomposicion de residuos organicos generados en la cosecha de diferentes
cultivos y cuyo destino final es el compostaje y su uso en la nutricion de los suelos
de cultivo, sin embargo su potencial va mas alla del compostaje, siendo una de sus

aplicaciones el uso de dichos microorganismos en el reciclaje de residuos solidos del

papel.

Actualmente el reciclaje del papel y sus derivados se enfoca en reutilizarlo para crear
mas papel, sin embargo el proceso para crear papel nuevo a partir de reciclado
significa en si mismo un impacto ambiental, ya que este debe de pasar por un nuevo
proceso de blanqueado, lo que significa el uso de grandes cantidades de quimicos,
sin embargo conociendo el potencial de diversos microorganismo es posibles su uso
en tratamiento de residuos de papel y sus derivados para no sélo utilizarlo para
generar mas producto, sino aprovechar los productos de su hidrdlisis y utilizarse en
diversas industrias, inclusive con el potencial de generar biocombustibles a partir de
la identificacién, aislamiento y fijacion de las enzimas responsables de hidrolizar la

celulosa del papel.

El presente trabajo pretende estudiar diversos microorganismos con capacidad
celulolitica, asi como realizar un analisis bioinformatico de las enzimas responsables
de llevar a cabo la hidrélisis de la celulosa para generar Glucosa libre, la cual puede
ser aprovechada en diversos procesos industriales y/o en la generacion de

biocombustibles que no dependan del uso de cultivos agricolas.
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G) OBJETIVOS

1.

Objetivo General

Identificar microorganismos capaces de hidrolizar la celulosa contenida en el papel
bond con tinta, asi como llevar a cabo el analisis bioinformatico de las posibles

enzimas implicadas en la hidrdlisis de celulosa.

Objetivos Particulares
Aislar microorganismo con presunta actividad celulolitica de lugares con madera y
hojarasca en descomposicion para su identificacion mediante pruebas bioquimicas y

pruebas cuantitativas y cualitativas y su evaluacién de la capacidad celulolitica.

Realizar un analisis cualitativo de la actividad celulolitica de los diferentes

microorganismos en agar Carboximetilcelulosa 1% revelado con rojo Congo.

Cuantificar la glucosa producida a partir de la hidrdlisis de la celulosa por curva de

calibracion espectrofotométrica con una reaccion con acido dinitrosalicilico DNS.

Elaborar una cinética de crecimiento para observar las diferentes fases de cada
microorganismo y determinar las fases de adaptacion, crecimiento, mantenimiento y

muerte.

Realizar el analisis bioinformatico de las enzimas implicadas en la hidrdlisis de
celulosa para identificar su estructura tridimensional, secuencia de aminoacidos,

tamano y gen que codifica para dicha secuencia.

Evaluar la viabilidad del uso de la glucosa producida a partir de la hidrdlisis de la
celulosa contenida en el papel bond, para determinar si es factible su recuperacién

para su uso en procesos de fermentacion

e
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H) DIAGRAMAS DE TRABAJO

Diagrama General de
Trabajo

Recoleccion de muestras de suelo
agricola en el municipio de Zumpango,
Estado de México por alumnos del CBT.

1

Diluciones en tubo de
las muestrag
recolectadas

I

Primo aislamiente en medio
CMC de microorganismos con
capacidad celulclitica, realizada
por alumnos del CET de
Hueypoxtia.

I

Identificacian de los
microorganismaos del primo

Hongos miceliales [ aislamiento realiz_ado enla FES l Bacterias con
(2) con actividad Cuautitian. capacidad
celulolitica celulelitica (2)
-Pruebas
- Auxograma bieguimicas N P -
- Beauveria bassiana - Microcultivo primarias y C_egg::;;;;;z:‘r:;us
- Fonsecaea compacta - D por aflas secundarias fluorescens
micologicos - Comprobacion por
API20 NE
La curva de crecimiento no es ] L
adecuada para los hongos - 1er Desafio con papel bond con fitnta ¥ limpio,
miceliales, 5in embargo no se cinéfica de liberacitn de glucosa por el método de s .
esperaba encontrarlos cuande se DNS. Andlisis estadistico de
plantec la metodologia. - Curva de Crecimienio los datos obtenidos tras
el analisis con DNS
i |
Siembra en medio CMC de B. Siembra en medio CMC de C.
bassiana y F. compcia, por japonicus y P.flucrescens, por
triplicado para cada hongo triplicado para cada cepa

Evaluacion de la hidralisis de
la glucosa con Rojo Congo al
1%

Modificacion para la
evaluacian del
crecimiento de hongos
miceliales.

- 2o Desafio con papel bond con titnta, cinética de
liberacién de glucosa por &l método de DNS.
- Curva de Crecimienio

Confirmacién de la capacidad de
hidralisis del papel bond y su
ufilizacion mediante |a siembra en
Agar Papel

e
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DIAGRAMA DE TRABAJO BIOINFORMATICA

Analisis Bioinformatico

Bases de datos para
Fonsecaeae compacta
inexistentes al momento del
analisis.

- Beauveria hassiana
- Fonseceas compacta

Sintesis de los modelos de

primers para la
identificacion dela
fraccion ribosomal 165

Andlisis de 1as bases de datos
en busca de los
microorganismos identificados

- Pseudomonas
fuarescens
- Cellvibrio japonicus

Sintesis de los modelos de
primers para la
identificacién dela
fraccion ribosomal 185
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Analisis de las secusncias
de las posibles enzimas

implicadas en la hidralisis
de celulosa

Analisis de las secuencias
ortologas en BLAST

Analisis de las
caracteristicas de las
enzimas.

Modelado tridimensional de
las enzimas por Chimera
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) METODOLOGIA
El presente trabajo se realiz6 a partir de muestras seleccionadas y recolectadas
como un proyecto de iniciacion a la investigacion de alumnos de nivel medio
superior, los aislamientos iniciales y la primer evaluacion cualitativa se realizaron por
dichos alumnos, las consecuentes evaluaciones, aislamientos y purificacion,
identificacion y analisis se llevaron a cabo como proyecto de tesis de licenciatura

bajo la supervision y asesoramiento de la M. en C Socorro Sandra Martinez Robles.

1. Recoleccién de muestras para el aislamiento de microorganismos con posible
capacidad celulolitica, aislamiento primario y secundario y analisis cualitativo.
El muestreo de suelo con residuos vegetales en proceso de descomposicion se llevd
a cabo por los alumnos del CBT “Dr. Efrain Hernandez Xolocotzi” del municipio de
Hueypoxtla, Estado de México; la seleccidn de las zonas de muestreo se realizdé en
base a la observacion de las caracteristicas del terreno, en el cual se buscé que el
suelo fuera homogéneo y que la cantidad de materia vegetal en descomposicion
fuera evidente; el muestreo de las zonas seleccionadas se realiz6 en forma de
tablero de ajedrez, donde cada panel media 4x4m y en las cuales se recolectaron
100 g de materia vegetal a 5cm de profundidad, del suelo a la superficie de la
materia vegetal acumulada, la muestra se tomd en el centro de cada panel, y se
almacend en recipientes plasticos nuevos, la Figura 5 ilustra en gris los paneles de
los cuales se tomaron las muestras y el punto el centro de estos de donde se tomé la

muestra.

Figura 6 Muestreo en cuadricula aleatoria de suelo agricola
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Aislamiento primario a partir de las muestras recolectadas.

Se pesaron 10 g de muestra de suelo agricola con materia organica en
descomposicion y se realizaron diluciones seriadas en tubos con solucion salina
fisiologica hasta llegar a la dilucién 10 A partir de las diluciones 103, 105, 107 y 10
9 que se inocularon en medios de cultivo solido que contenian como Unica fuente de
carbono carboximetil celulosa 1% p/v disuelto en una solucién de minerales de
sulfato de amonio 0.5%; KH2PO4 0.1%; MgSO4 7H20 0.05%, extracto de levadura
0.025% y agar 2%, se incub6 a 25°C para tratar de recrear las condiciones de

temperatura del suelo, por 24 a 48 horas.
Evaluacion cualitativa de la actividad celulolitica.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién (72 horas para las bacterias y 120
horas para los hongos) se adicionaron 5mL de rojo Congo al 1% p/v a todas las
cajas, transcurridos 15 minutos se decanté el colorante, y se enjuago con una
solucion de NaCl 0.1M y se dejé reposar por 15 minutos mas, se decanto el exceso y
se dejo secar. Una vez seco se observd que colonias tenian un halo claro alrededor
de las zonas de crecimiento (hidrdlisis), se seleccionaron aquellas colonias con el
halo hidrolitico de mayor diametro, las cuales se resembraron y evaluaron

cualitativamente por triplicado con la metodologia descrita.

Identificacion bioquimica y microscépica de microorganismos con actividad

celulolitica

Se realizaron tinciones de Gram para las bacterias aisladas y tinciones con azul de
algodon para los hongos, ambos con actividad celulolitica confirmada mediante la
prueba cualitativa de rojo Congo; las bacterias se inocularon, en una bateria de
pruebas bioquimicas primarias y secundarias proporcionadas por los laboratorios de
microbiologia de la FES Cuautittan UNAM y su confirmacion mediante la prueba de
APl 20NE. Se observé la morfologia y caracteristicas fisicas de los hongos (color,
crecimiento, textura, etc), asi como las caracteristicas microscopicas de las

estructuras de reproduccién con los objetivos de 10x y 40x.

30



Determinacion de azulcares reductores

Se determind la produccién de glucosa a partir de papel bond con tinta contenido en
un medio liquido, mediante la lectura espectrofotométrica a 540nm utilizando la
técnica de DNS, acido 3,5-dinitrosalicilico, durante 36 horas por intervalos de dos
horas entre una lectura y otra, se calculd la concentracion mediante el uso de una
curva patron y se llevd a cabo el analisis estadistico de los datos obtenidos, como

blanco de lectura se utilizdé acido 3.5-dinitrosalicilico.

Curva de crecimiento de los microorganismos con actividad celulolitica

Se determin6 el crecimiento de cada microorganismo en medio liquido Soya
Tripticaseina, midiendo las absorbancias a 570 nm mediante los cambios en la
turbidez del medio para posteriormente realizar las graficas correspondientes del
crecimiento exponencial, identificar cada fase del crecimiento y compararlas con la

liberacion de glucosa a partir de papel con tinta.

Debido a que la metodologia se disefid inicialmente para bacterias se realizé una
adaptacién para los hongos miceliales encontrados; el registro del crecimiento de
estos se realizd a través de la medicion del diametro de crecimiento durante 192

horas.

Analisis in silico de las enzimas de los microorganismos con actividad
celulolitica.
Los géneros y especies tanto de hongos como bacterias se identificaron por

modelos de simulacién bioinformatica siguiendo el siguiente procedimiento.
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Microorganismo

Cellvibrio japonicus

Pseudomonas fluorescens

Beauveria bassiana

Fonsecaeae compacta

Bibliotecas consultadas y programas

-
Busqueda de articulos en PubMed

Analisis de los genes en Genbank
Identificacion de las secuencias de la
enzimas implicadas

Analisis de las secuencias ortologas co
microorganismo con actividad celulolitic
confirmada.

Analisis de las caracteristicas de la

—= enzimas en UNIPROT y Structure.

Analisis de la probable localizacié
subcelular en Softberry.
Modelado tridimensional de las enzima

en Chimera 1.8.1

_<r No se encontraron datos referentes a f
Compacta en las bases en linea, ya qu
la secuenciacién del genoma de lo
hongos negros se empezé en Julio d
(2014
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1) RESULTADOS
Una vez obtenidas las muestras de suelos agricolas, se procedié a sembrar dichas

diluciones en agar CMC y seleccionar aquellas colonias que presentaron un halo de
hidrdlisis al revelarlas con Rojo Congo, todo ellos se realizé por alumnos del CBT
“Dr. Efrain Hernandez Xolocotzi”; inicialmente se esperaba encontrar solo bacterias y
por ello la metodologia se planted para dichos microorganismos, sin embargo al
momento de analizar las siembras iniciales se encontraron dos cepas de hongos
cuya actividad celulolitica era mayor que algunas de las cepas bacterianas aisladas
y por ello se determiné trabajar con ellos, por lo que algunas técnicas se tuvieron

que modificar.

A partir de las muestras seleccionadas con mayor actividad celulolitica se realizé una
confirmacion en el laboratorio 8 de posgrado de la FES Cuautitlan, reproduciendo la
técnica en placas individuales para cada cepa y sembrando por triplicado cada
semana durante 5 semanas, las cepas se sembraron en agar CMC vy tras 72 horas
de crecimiento (bacterias) y 192 horas (hongos) se procedié a revelar las placas con
colorante Rojo Congo, para corroborar que las cepas tuvieran actividad celulolitica

como se observa a continuacion.

Figura 7 Crecimiento de cepas con actividad celulolitica en agar CMC revelado con rojo Congo, las zonas

de hidrdlisis de observan mas claras a contra luz, después del enjuague. A. Cepa 1 bacteriana, B. Cepa 2

bacteriana, C. Hongo fuliginoso, D. Hongo hialino
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Tras la verificacion de la actividad celulolitica con colorante rojo Congo se procedi6 a

realizar la identificacion bioquimica de las cepas bacterianas, para lo cual se les

realizaron pruebas bioquimicas primarias para identificar los géneros bacterianos,

una vez identificados los géneros bacterianos se procedid a realizar pruebas

bioquimicas secundarias para la identificacion de las especies de las dos cepas

bacterianas, los resultados obtenidos, Tabla 1, 2, 3 y 4.

Tabla 2 Pruebas bioquimicas primarias de identificacién de Bacterias con actividad celulolitica.

Prueba Cepa1 Cepa 2

Gram Bacilos gramnegativos en pares y sin Bacilos gramnegativos en pares y
agrupacion cadenas cortas

OF F O

Motilidad + +

Catalasa - +

Oxidasa + +

Tabla 3 Pruebas bioquimicas secundarias de identificacion de Bacterias con actividad celulolitica.

Prueba Cepail Cepa2
Reduccion de nitratos + +
Citrato de Simmons - +
Ureasa - -
Produccion de Gelatinasa - -
Descarboxilacion de Ornitina - +
Malonato - -
Resistencia a NaCl 6.5% - +
Produccién de SH; - -
Hidrdlisis de Arginina + =
Fenilalanina - -
Descarboxilacion de Lisina + -
Crecimiento en agar MacConkey - +
Fluorescencia en luz UV - +

Tabla 4 Prueba de sensibilidad a los antibiéticos para la Cepa 1 para la confirmacién de su identidad.

(Cepa probable: Cellvibrio japonicus.)

Sensibilidad a Antibiotico

Novobiocina 5ug +
Estreptomicina 10ug +
Tetraciclina 10 ug +
Ampicilina 10ug -
Sulfametoxazol 5ug -
Cefalonia 25u9g +

34




Tabla 5 Hidrdlisis de Carbohidratos para la identificacion de Bacterias con actividad celulolitica

Carbohidrato C. japonicus P. fluorescens
Glucosa + +
Arabinosa - +
Dulcitol
Fructosa
Inositol - -
Lactosa
Manosa
Manitol
Ramnosa - -
Salicin - -
Sacarosa - +
Sorbitol - -
Xilosa - +

+
+

+| +| +
+

En el caso de los hongos se sembraron en diferentes medios sélidos (Urea, Borelli y
DTM) para observar su comportamiento y crecimiento en dichos medios Figura 7,y
se les realizaron micro cultivos por triplicado a cada una de las cepas, para hacer la

observacion microscépica con el colorante azul de algodén lactofenol, como se

observa en la Figura 8 y un auxograma para cada una de las cepas fungicas Tabla
5.

Figura 8 Medios DTM, Borelli y Urea, crecimiento tras 192 horas de crecimiento de cada una de las cepas. A. Hongo

hialino anverso y reverso B. Hongo fuliginoso anverso y reverso.



Figura 9 Microfotografias de las estructuras fungicas, a partir de los microcultivos ticiéon con azul de lactofenol de los

homgos hialino (A) y fuliginoso (B), 40x.




Tabla 6 Hidrdlisis de Carbohidratos para la identificacion de Hongos con actividad Celulolitica

Carbohidrato B. bassiana F. compacta
Glucosa - +
Arabinosa - -
Dulicitol +

Fructosa +
Galactosa -
Inositol -
Lactosa +
Manosa -
Manitol - -
Ramnosa -
Salicin
Sacarosa
Sorbitol - -
Xilosa + +

+ |+ |+

+ |+

+ |+
+ +

Realizadas dichas pruebas se lograron identificar los géneros y especies

bacterianos, identificandose los géneros, Cellvibrio japonicus para la Cepa 1y
Pseudomonas fluorescens para la cepa 2, mientras que para los hongos se
identificd el hongo hialino como Beauveria bassiana y el hongo fuliginoso como

Fonsecaeae compacta.

Para corroborar la capacidad de los microorganismos de utilizar el papel bond como
unica fuente de carbono se disefid un medio el cual tuviera como unica fuente de
carbono la celulosa del papel bond, al que se nombré Agar Papel, y en el cual se
sembraron cada una de las cepas bacterias y hongos, si se observaba crecimiento
se podria decir que los microorganismos son capaces de hidrolizar y utilizar la

glucosa contenida en el papel bond para su crecimiento. Tras 72 horas de la

y B. Pseudomonas fluorescens a 30° C y de los hongos C. Beauveria bassiana y D. Fonsecaeae compacta a

temperatura ambiente
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inoculacioén se observaron los crecimientos Figura 9.

A la par se realizé la determinacion de la liberacion de azucares reductores a partir
de papel bond con tinta como unica fuente de carbohidratos, dichos resultados se
ilustran en la Grafica 1, a partir de los resultados obtenidos se realizd el analisis

estadistico de los datos obtenidos para comparar la liberacion de azucares
reductores entre los distintos microorganismos Grafica 2.

0.35
0.3

0.25

o
o

Glucosa g/1
©
@

e
—

0.05

0 5 10 15 20 25 30 35 40

—&—C. japonicus —@—P. fluorescentl®’25@—B. bassiana —@—F. compacta

Grafica 1 Analisis cuantitativo de la liberacion de azucares reductores a partir de la celulosa
contenida en el papel bond con tinta, medida cada dos horas durante 36 horas
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Grafica 2 Comparaciéon de la liberacién de glucosa a partir de papel bond con tinta para cada
microorganismo celulolitico durante 36 horas.
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Paralelamente a la cuantificacion de los azucares reductores se realizé una curva de
crecimiento para los microorganismos aislados, como se menciond anteriormente,
inicialmente la metodologia estaba pensada solo para especies bacterianas por lo
que la técnica utilizada no fue propia para los hongos ya que por el tipo de
crecimiento que estos presentan, no fue posible medir su crecimiento
espectrofotométricamente como se hizo con las cepas bacterianas, de las cuales se

muestra el crecimiento en 36 horas en la Grafica 3;
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Grafica 3 Curva de crecimiento respecto al tiempo de los microorganismos con actividad celulolitica
utilizando como estandar a E.coli con comportamiento conocido y reportado en la literatura.

Al ver dicho problema en la medicion del crecimiento se replanteo una alternativa
para medir el crecimiento de los hongos el cual se midié por el tamafio del diametro
de crecimiento cada 24 horas en agar SDA por 192 horas y cuyos resultados se
muestran en la Tabla 7. Al medir el diametro de crecimiento se pudo observar que
el hongo fuliginoso Fosecaeae compacta empieza creciendo de manera radial y
aproximadamente a las 72 horas presenta pequefos crecimientos circulares a los
alrededores del crecimiento inicial dichos crecimientos aumentan en numero
conforme pasa el tiempo, mientras que el hongo Beauveria bassiana mantiene su
crecimiento radial hasta ocupar el 100% del diametro de la caja mas alla de las 192

horas.

39



Tabla 7 Diametro de crecimiento cada 24 horas para los hongos Beauveria bassiana y Fonsecae

compacta en medio SDA. Crecimiento medido hasta las 192 horas.

Horas transcurridas Creimiento en mm de B. bassiana

Crecimiento de mm de F.

compacta

0 0 0
24 10 50
48 40 90
72 80 140
96 120 200
120 180 230
144 210 250
168 250 270
192 300 290

ANALISIS BIOINFORMATICO.
Se realizé una busqueda en la base de datos de GenBank de la plataforma NCBI,

donde se obtuvieron los cédigos de acceso de los genes codificantes para las

hidrolasas pertenecientes a cada uno de los microorganismo con capacidad

celulolitica, excepto para Fonsecae comopacta para la cual actualmente no existen

datos. Los genes obtenidos fueron cel3C y man26C para Cellvibrio japonicus,

SBW25 para Pseudomonas fluorescens y BBA_01743 para Beauveria bassiana.

La Tabla 8 resume las caracteristicas de los genes, que detallan las secuencias de

acidos nucleicos y aminoacidos, asi como la funcion de cada una de las enzimas.

Tabla 8 Analisis bioinformatico de los genes cel3c, man26B, PFLU_RS1485 y BBA 01743 de

microorganismo celuloliticos en GenBank.

Gen

Tamano

(gen)

Tamaho
(proteina)

Localizacion

subcelular

Funcidén

No. de Acceso

(gen)

No. de acceso
(proteina)

cel3C 2547bp Citoplasma y Hidrolisis de NC_010995 YP 001980747
excretada al enlaces 1,4-- a
exterior glucosidicos

man26A 1647bp | 486aa Membrana de Hidrolisis de AY187034 AAO31762
diferentes enlaces f3-
organulos glucosidicos de

cadenas lineales

PFLU_RS0148 1197bp | 398aa Secretadas a Hidrdlisis de NC_012660 CAY46580.1
través de la enlaces D-
membrana glucosidicos

BBA_05617 1701bp | 434 aa Membrana, Hidrdlisis de los | NW_007930850 | EJP65286
excretada al enlaces f-
exterior glucosidicos

40




Tabla 9 Secuencias homologas de los genes cel3c, man26B, PFLU_RS01485 de bacterias

celuloliticas entre Bacillus subtilis, gen BAB04322, perteneciente a la celulasa de dicho

microorganismo.

Microorganismo problema Caracteristicas de la bacteria Resultados de la evaluacién en
Bacillus subtilis BLAST
Microorganismo Tamaino de | Acceso NCBI e value % de lIdentidad
Proteina (aa)
cel3C | C. japonicus exo- 732 574 NC 016047, 0.0 |
glucanasa
man26A | C. japonicus endo-| 732 574 NC_016047 0.011 93
glucanasa
PFLU_RS0148 P. fluorescens 732 574 NC_016047| 0.0-0.8 76

Tabla 10 Secuencia del gen BBA_05617 de Beauveria bassiana, comparada con la secuencia
perteneciente a la celulasa del gen ETS00735 perteneciente al hongo Trichoderma reesei,
perteneciente a la celulasa de dicho hongo.

Finalmente con los datos obtenidos y las secuencias de aminoacidos obtenidas en

Microorganismo problema Caracteristicas de Trichoderma sp. Resultados de la
evauacion en BLAST
Gen bp Tamafo de | Acceso NCBI e value % de
Proteina (aa) identidad
BBA_05617 B. bassiana B- | 1456 | 419 AY466436 0.0 76
glucanasa

las bases de datos, Tabla 10 , las cuales son propias de los microorganismos
analizados e identificados y para los cuales se planea realizar un analisis molecular ,
asi como la extraccion, purificacion y tipificacién de las enzimas, se realizaron los
modelos tridimensionales correspondientes a la enzimas de los microorganismo
analizados a patir de las secuencias antes mencionadas y se realizo un resumen
que incluye la figura tridimensional de las enzimas implicadas y sus principales
caracteristicas. Donde el sitio de unién al ligando se observa como una estructura

globular de color rojo.

Se buscaron datos en diversos articulos sobre el hongo Fonsecaea compacta, pero
a la fecha no existe el analisis genético para dicho organismo, ya que el analisis de

los genes de los hongos negros se inicio el 14 de Julio de 2014,
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endo-1,4-b-manosidasa

Cellvibrio japonicus

Clasificacion Hidrolasa
E.C 3.2.1.78
Cadenas A
Longitud 486 aa

Estructura secundaria

R - - -

Exo glucan-1,4-b-glucosidasa

Cellvibrio japonicus

Clasificacion Hidrolasa
E.C 3.21.3
Cadenas A B, C,D
Longitud 869 aa

Estructura secundaria




endo-1,4-D-glucanasa

Pseudomonas fluorescens

Clasificaciéon Glicohidrolasa
E.C 3.2.1.6
Cadenas A B
Longitud 398 aa

Estructura secundaria

S A = A e R

1,4-b-celobisidasa

Beauveria bassiana

Clasificacion Hidrolasa
E.C 3.2.1.91
Cadenas A
Longitud 434 aa

Estructura secundaria

e N e e e M e ]
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J) DISCUSION

Debido a la vida moderna y el consumismo que crece y por diversos factores la
generacion de basura y desechos solidos ha incrementado exponencialmente en las
ultimas décadas, con ellas ha aumentado también la preocupacion por reutilizar
materiales que antes eran considerados como desechos, entre los mas
aprovechados estan, el vidrio, metales diversos, desechos organicos, el papel y

productos derivados del mismo.

Como se menciond, la obtencidon de las muestras fue realizada fuera de la facultad
por alumnos del CBT “Dr. Efrain Hernandez Xolocotzi”. Partiendo de las cepas
obtenidas del primo aislamiento y de las cuales soOlo se seleccionaron cuatro
muestras finales, en base a la capacidad de hidrolizar la celulosa, para dicha
seleccion, se llevaron a cabo pruebas cualitativas de la hidrdlisis de celulosa en
medio CMC reveladas con rojo Congo, en las que fuese posible observar a simple
vista los halos producidos; las cuatro muestras finales se seleccionaron en base a el

diametro y extension del halo, segun fuera el caso. (Anexo 1)

Identificacion bioquimica de los microorganismos de interés con actividad

celulolitica confirmada mediante pruebas cualitativas con rojo Congo

Al realizar las observaciones iniciales de las tinciones de Gram se observa que
ambas muestras bacterianas son bacilos cortos Gramnegativos sin agrupacion, por
lo que inicialmente se pensd que se trataba de la misma bacteria, sin embargo al
realizar las pruebas bioquimicas se demostré que no se trataba del mismo
microorganismo, sobre todo al realizar las pruebas de asimilacién de carbohidratos,
ya que su sistema metabdlico y por consecuencia su material genético es diferente
al asimilar distintos carbohidratos, demostrando que producen distintos tipos de
enzimas que pueden ser o no constitutivas; consultando el manual Bergey’'s de
bacteriologia (Holt , 1994) se determind que de acuerdo a los datos de morfologia
macroscopica, microscopica y pruebas bioquimicas que la cepa 1 corresponde a la
bacteria Cellvibrio japonicus y la cepa 2 a la bacteria Pseudomonas fluorescens.
Mientras que la identificacion de los hongos se realizé6 por el analisis de las

caracteristicas macroscépicas, color del micelio aéreo, caracteristicas de
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crecimientos, etc. y la observacién microscépica de las hifas y las estructuras
especializadas, con la tincidon de azul de algodon y las pruebas de asimilacion de
carbohidratos, de acuerdo a esto se determiné que el hongo blanco corresponde al
hongo ascomiceto Beauveria bassiana que es comun encontrar de forma natural en
los suelos alrededor del mundo y el Hongo Negro corresponde al hongo filamentoso

Fonsecaeae compacta.

Estas ultimas pruebas arrojaron una peculiaridad para el hongo blanco ya que al
observar las pruebas de asimilacion de carbohidratos podemos observar que no es
positivo para la glucosa, y sin embargo es uno de los mas eficientes degradadores
de la celulosa, inicialmente se pensé que era un problema con el reactivo, pero la
prueba se repitid en suficientes ocasiones como para descartar esa teoria;
posteriormente buscando las posibles causas se encontr6 que esto puede ser
causado por la manera en que las enzimas del hongo rompen el enlace de la
glucosa, es decir, no procesa directamente la forma ciclica de la glucosa, sino que la
enzima realiza los cortes de tal manera que libera dos moléculas de glucosa
(celobiosa) una con forma ciclica y otra como un azucar lineal, se especula que el
enantiomero D-glucosa es el que permite el paso al citoplasma celular, y una vez en
el interior otras enzimas separan la molécula de celobiosa permitiendo entonces
llevar a cabo el proceso de glicolisis, sin embargo, dicho mecanismo no esta

confirmado y se puede asegurar que esa sea la causa. (Warren, 1996)

Comprobacion cualitativa de la actividad celulolitica en agar CMC revelados

con rojo Congo.

Las pruebas cualitativas en agar CMC dan un acercamiento a lo que se busca sin
realizar técnicas mas complejas, que requieran equipos especiales o el uso de
quimicos, por lo cual es de gran utilidad. La utilidad del medio sélido CMC reside en
el hecho que tiene como unica fuente de carbono la carboximetil celulosa, por lo
tanto aquellos microorganismo que no tengan la capacidad de hidrolizar la celulosa
no seran capaces de crecer en dicho medio. (Hendricks , Doyle, & Hugley , 1995)
Esta capacidad se mide por el tamano del halo de hidrdlisis después de revelar el

medio con rojo Congo, segun la técnica de, (Crawford & McCoy, 1972) . Esta técnica
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tiene su fundamento en la capacidad del rojo Congo de formar puentes de hidrégeno
con los grupos carboxilo (COOH-) en las cadenas de celulosa, cuando las enzimas
celuloliticas realizan los cortes en las largas cadenas los grupos carboxilo pierden un
atomo de hidrégeno y cambian su valencia y por lo tanto las moléculas de rojo
Congo no pueden formar puentes de hidrogeno lo que se traduce en la falta de
coloracion que observamos como halos , en base a esto los microorganismo que
produjeron un mayor halo de hidrdlisis fueron las bacterias, ya que este fue de tal
magnitud que no fue posible medirse, ya que el crecimiento de las bacterias se dio
en todo el estriado realizado durante la inoculacion, sin embargo hay que tomar en
cuenta que los hongos requieren un mayor tiempo de crecimiento y pese a ello
muestran halos de hidrélisis bastante claros. Una vez confirmada cualitativamente la
capacidad celulolitica de los microorganismos se procedié a medir la capacidad de

liberar glucosa de los mismos.

Liberacion de glucosa en los microorganismos con actividad celulolitica

confirmada.

Una vez confirmada la capacidad celulolitica de las muestras seleccionadas se
procedid a realizar una evaluacion cuantitativa, por medio de la técnica
espectrofotométrica con acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959), la cual se
fundamenta en la reaccion del reactivo con el grupo carbonilo o con el carbono
anomérico de azucares reductores, en este caso al tener como fuente de carbono a
la celulosa, el producto final de la hidrdlisis enzimatica de esta es glucosa, por lo
tanto los resultados obtenidos corresponden unicamente a la glucosa libre en el
medio, esto implica la oxidacion de la glucosa y al mismo tiempo el acido se reduce
a acido 3-amino-5-nitrosalicilico en condiciones alcalinas y temperaturas aproximada
de 100°C, visualizandose una coloracion rojiza proporcional a la cantidad de glucosa
en el medio. El medio utilizado tenia como unica fuente de carbono papel bond con

tinta en medio liquido.

Al observar la grafica a lo largo del tiempo podemos darnos cuenta que en el tiempo
cero, es decir al inicio del estudio hay azucares reductores presentes ya que al

realizar la reaccion y medirla espectrofotométricamente se obtiene una cantidad
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azucares los cuales se cree son azucares liberados por la manipulacién del papel, ya
que este fue molido, pues su solubilidad, debido a la celulosa es baja.
Independientemente del origen de estos azucares se observa que los
microorganismos utilizan dichas azucares pues en la siguiente medicion se ve un
drastico descenso en la cantidad de azucares libres presentes; posteriormente solo
la bacteria Pseudomonas fluorescens y el hongo Beauveria bassiana registraron un
gran incremento en la liberacion de glucosa la cual concuerda con la fase de
adaptacién en la curva de crecimiento, sin embargo fue el unico evento registrado
con dicha cantidad, esto puede ser a que entre mayor es el crecimiento de los
microorganismo el requerimiento de nutrientes es mayor y al no incrementarse la
cantidad de papel que es la unica fuente de carbono no se puede ver una mayor

liberacion al llegar a la fase estacionaria de los microorganismos.

Por otra parte, al comparar la liberacion de glucosa cuando la fuente de carbono es
papel y las pruebas cualitativas se observa que la correlacion entre estos es baja, ya
que mientras en los medios solidos con carboximetil celulosa se observan grandes
areas de hidrdlisis al ser revelados, sobre todo por las bacterias, al cuantificar la
glucosa liberada esta es baja y es utilizada casi en su totalidad por los mismos
microorganismos, esto se observa como una desventaja del medio CMC el cual
puede ser hidrolizado por enzimas que no son necesariamente celuloliticas, pero
que en combinacidn con algunas de estas son capaces de generar grandes areas de
hidrdlisis y que al retarlas a una fuente pura de celulosa (papel bond), su eficiencia
en cuanto a la liberacion de glucosa es menor, pues las unicas enzimas que realizan

la hidrélisis son las estrictamente celuloliticas. (Brown & Levine, 1993).

Es preciso recordar que para llevar a cabo la hidrélisis de la celulosa los
microorganismos con capacidad celulolitica forman complejos biolégicos (sustrato-
enzima O enzima-microorganismo-sustrato) dependiendo del tipo de
microorganismos (bacterias aerobias o anaerobias/ hongos), estos seran
secundarios o terciarios, los complejos secundarios contienen cuatro bucles de
superficie que dan lugar a un tunel con una longitud de 50A °; los complejos
terciarios contienen dos bucles de superficie que dan lugar a un tunel de 20 A °. Las
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cadenas de celulosa ahora mas cortas pasan por estos tuneles y sufren otro corte
formando celobiosa, que se ha visto es el producto que se produce en mayor
cantidad durante la hidrolisis; mientras que la glucosa libre se produce en menores
cantidades (Divine, y otros, 1994), basandonos en este hecho, podemos decir que
esta puede ser otra razon del porqué las cantidades liberadas de glucosa son bajas
al realizar la reaccién con DNS, ya que si este sélo reacciona con azucares
reductores no reconocera las moléculas de celobiosa (compuestas por dos

moléculas de glucosa) presentes.

Analisis bioinformatico de los genes codificantes de las enzimas con actividad
de celulasa de los microorganismo con actividad celulolitica confirmada.

Al realizar el analisis bioinformatico se tuvieron varias dificultades, en primer lugar al
buscar genes conocidos para enzimas con capacidad celulolitica para el hongo
Fonsecaeae compacta no se encontraron registros en ninguna de las bases de
datos ya que el consorcio internacional comenzé recién la secuenciacion de los
hongos negros en el mes de Julio de 2014. Por ello es que no se incluyen datos en

el analisis bioinformatico para este.

Respecto a los tres microorganismos analizados en este estudio se buscaron en
diversos articulos (Blackman, Cullene, & Hardham, 2014) (Takasuka, Book, Lewin,
Currie, & Fox, 2013) (Xiao G, 2012) si existian enzimas conocidas y secuenciadas
con la capacidad de hidrolizar celulosa, una vez confirmada la existencia de dicha
informacion se procedié a buscar en las las bases de datos gendémicas (NCBI) los
genes que traducian para estas enzimas, encontrandose un gen y una enzima para
el hongo hialino, Beauveria bassiana; por otra parte para las bacterias se encotro un
gen perteneciente a la enzima con capacidad celulolitica de la bacteria
Pseudomonas fluorescens, y dos genes correspondientes a las dos enzimas propias

de la bacteria Cellvibrio japonicus.

Inicialmente se hizo un resumen con las caracteristicas de los genes y enzimas de
cada uno de los microorganismo, los datos fueron obtenidos de las bases de datos

de NCBI y de UNITPRO, en las cuales se encontraron similitudes pese a tener
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numeros de accesos diferentes, recordemos que pese a que las bases de datos
americana y europea son de acceso internacional y estan relacionadas, pueden
encontrarse variaciones, sin embargo, las caracteristicas halladas fueron las mismas

y por lo tanto s6lo se tomaron los datos encontrados en las bases de NCBI.

Se analizaron las secuencias proteicas encontradas con las secuencia de una
enzima comercial perteneciente a la bacteria Bacillus subtilis, utilizada actualmente
para procesos de hidrolisis de composta vegetal, utilizada para la produccién de
etanol; y otra enzima también comercial y utilizada actualmente en procesos
industriales de compostaje perteneciente al hongo Trichoderma rissei, esto se realizd
con el fin de observar si en la enzimas con capacidad celulolitica existe homologia y
si dicha homologia juega un papel importante en la capacidad de hidrolizar

celulosa.*

Al analizar los resultados arrojados tras el analisis en BLAST encontramos que
existe un grado aceptable de homologia, recordemos que para decir que dos
secuencias proteicas son homologas debe existir por lo menos un 25% de identidad
entre sus aminoacidos, en este analisis encontramos que al realizar el analisis los
porcentajes de homologia superan el 50%.; recordemos que el porcemntaje de
homologia no garantiza, valga la redundancia que dos secuencias sean homologas,
por ello es importante tener en cuenta que existen otros parametros que se deben

de tomar en cuenta.

Al analizar el e value o valor esperado observamos que estos son de cero o muy
cercanos a cero, este parametro otorga un valor estadistico al analisis y nos dice si
la homologia de las secuencias es debida a la casualidad o a una verdadera
homologia, para garantizar que la homologia entre dos secuencias es verdadera, es
importante que los valores de e value sean los mas pequefos posibles, siendo
aceptables valores hasta 5 0 6 e para garantizar una verdadera homologia, para
este estudio los valores fueron muy bajos por lo que se puede afirmar que existe una
homologia verdadera entre las secuencias analizadas. La importancia del analisis de
la homologia reside en que las enzimas utilizadas actualmente a nivel industrial en el

tratamiento de residuos vegetales para compostaje son las pertenecientes a la
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bacteria Bacillus subtilis y los hogos del genero Trichoderma sp., las cuales tienen la
capacidad de hidrolizar la celulosa de las paredes vegetales de los desechos
vegetales, sin que sean inhibidas por la presencia de celobiosa o glucosa libre, dicha
caracteristica es importante ya que la hidrolisis del papel genera solo dichos
productos; en estudios similares se ha comprobado que muchos géneros de hongos
y especies generan halos de hidrdlisis en el medio Carboximetil celulosa, sin
embargo al enfrentarlos a residuos vegetales que contienen celulosa en su pared
celular, las enzimas de estos microorganismos son inhidbidas por la celobiosa y
glucosa libre. (Hahn-Hagerdal & Palmqvist, 2000) Sin embargo al tener homologias
no aleatorias altas podemos suponer que la resistencia a la inhibicion de las enzimas

esta relacionada con las similitudes en las secuencias de aminoacidos.

Por otra parte se realiz6 el modelado tridimensional en el programa Chimera 8.1
para visualizar los sitios de unién a los ligandos, recordemos que para la utilizacién
de este programa es necesario el uso de archivos con terminacién .pdb, los cuales
se obtienen de la base de datos Protein Data Bank, dicha base de datos contiene la
informacion de diferentes fuentes y es el deposito a nivel Internacional de los nuevos
descubrimientos en proteinas de diferentes microorganismos, lo que la convierte en
una base de datos confiable y completa, pues esta disponibles no solo las
caracteristicas basicas, si no informacion adicional de publicaciones, numeros de

acceso en otras bases de datos, entre otros.
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K) CONCLUSIONES

e Se aislaron satisfactoriamente microorganismos con capacidad celulolitica, la cual se
comprobo cualitativamente mediante la observacion de halos de hidrdlisis alrededor

de las colonias con la prueba con rojo Congo en medio carboximetil celulosa 1%.

e Se comprobd la capacidad de hidrolizar la celulosa para obtener glucosa de los
microorganismos aislados y se cuantifico la cantidad de glucosa liberada, siendo el
mas eficiente P. fluorescens, sin embargo con los datos obtenidos es posible afirmar
que no es viable recuperar la glucosa para realizar procesos de fermentacion
mediante la metodologia utilizada, por lo que se deben analizar formas alternativas

del proceso y una vez establecidas las condiciones adecuadas replicar el modelo.

e Se obtuvieron las graficas de crecimiento para cada uno de los microorganismos
donde es posible observar las etapas de adaptacidn, crecimiento y mantenimiento y
relacionar estas con la liberacion de azucares reductores a partir de la celulosa

contenida en el papel bond con tinta.

e El analisis bioinformatico permitié establecer un modelo de simulacion de las
condiciones necesarias para llevar acabo el analisis molecular in vitro a realizarse

proximamente.

e Las secuencias de aminoacido obtenidas se utilizaron para obtener modelos
tridimensionales de las posibles enzimas implicadas y se compararon con los

modelos tridimensionales existentes en las bases en linea de Structure de NCBI.
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L) PERSPECTIVAS

- Amplificar las regiones 16S ribosoma les de las bacterias Pseudomonas fluorescens
y Cellvibrio japonicus y 23S del hongo Beuaiveria bassiana y realizar su posterior

secuenciacion para corroborar la identidad de estas mediante un método molecular.

- Disefar y sintetizar los primers adecuados para la amplificacion de la fracciéon 23S
ribosomal del hongo Fonsecaeae compacta para realizar su identificacion molecular
y contribuir con el consorcio internacional en la secuenciacion del genoma de los

hongos negros iniciado en Julio de 2014.

- Encontrar las condiciones adecuadas para la recuperacién de la glucosa, producto
de la hidrdlisis de la celulosa contenida en el papel bond con tinta y retar la nueva

metodologia a volumenes mayores de papel.
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ANEXOS
ANEXO 1

Se delimitaron unidades de muestreo divididas en bloques de 4 x 4 m? (dependiendo
de las caracteristicas del terreno haciendo bloques en columnas o bloques
adyacentes de manera lineal), recolectandose una muestra a 5 cm de profundidad
contando desde la superficie del suelo de 100 g cada una en el centro de cada
bloque, en la tabla 1 se describen las especificaciones de muestreo. Todas las

muestras se guardaron en envases plasticos a 4°C hasta su procesamiento.

Tabla 1. Especificaciones de muestreo. *Se tomd 1 g por cada muestra, el motivo
por el cual se optd por hacer cultivo se explica en la discusion de resultados.

CARACTERISTICAS DE MUESTRA CLAVI Numero de

LOCALIDAD
muestras
Hueypoxtla, Colonia | Suelo y materia vegetal (hojarasca HC 6
Centro (limites) corteza de arboles)
Santa Maria Suelo y materia vegetal (restos de nopale SA 6
Ajoloapan, Los y hojarasca) en descomposicién con alt
Alamos contenido de humedad
Tianguistongo, EI Suelo y materia vegetal (hojarasca ™ 6
Mogote corteza de arboles)
. . Suelo y materia vegetal (corteza d TA 6

Tianguistongo, Los | o I

arboles principalmente) en descomposicio
Ahuhuetes :

con alto contenido de humedad
Laboratorio CBT Raspado de superficies de mader L 5
Hueypoxtla* hameda

Aislamiento primario: Se realizaron diluciones sucesivas de 10" a 10° en SSF a
25°C, se sembraron por triplicado muestra de las diluciones 10-3, 10-%, 107 y 10° de
cada muestra con asa por estria, en agar Carboximetilcelulosa (CMC) al 1%.
Crecimiento de 24 a 48 horas a 25 °C. El concentrado de resultados se muestra en
la tabla 2.
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Tabla 2. Crecimiento de colonias a partir del aislamiento primario.

CLAVE DE DESCRIPCION MACROSCOPICA GENERAL DE COLONIAS (S
LA PRESENTAN EN ORDEN DE MAYOR A MENOR PREDOMINIO)

MUESTRA

HC Colonias blancas, cremosas, regulares e irregulares, elevadas
colonias verde-amarillo regulares e irregulares, cremosas, elevadas
colonias transparentes, cremosas, elevadas; micelios algodonoso
verdes, blancos y negros; micelios radiados verdes; colonias rojiza
elevadas y planas cremosas.
™ Colonias blancas, cremosas, regulares, elevadas; colonia
amarillentas, verdes y naranjas regulares, elevadas; colonia
transparentes regulares e irregulares elevadas, cremosas; miceli
radiado verde y micelio esponjoso blanco y verde.
SA Colonias blancas, cremosas, regulares, elevadas y planas; colonia
transparentes, regulares, cremosas, elevadas; colonia
verdosas regulares, cremosas, planas; micelio algodonoso verde
blanco y negro.
TA Colonias blancas, cremosas, irregulares y regulares, elevadas
planas; colonias transparentes, regulares, planas, cremosas; colonia
amarillentas, regulares, cremosas, elevadas; micelio algodonos
blanco con verde.
L Colonias blancas, cremosas, regulares, elevadas y micelio esponjos
verde.

Evaluacién cualitativa de la actividad celulolitica: se revelo con rojo Congo al 1%
p/v cada una de las cajas de cultivo (348 cajas), presentandose los resultados de las
muestras que presentaron dicha actividad en la tabla 3. Para calcular el halo de
hidrdlisis se midié con Vernier el diametro de la colonia o micelio y el diametro total

de la colonia mas el del halo, restandose el diametro de la colonia al total.
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Tabla 3. Actividad celulolitica cualitativa de las cepas aisladas en Medio CMC al 1%.

Clave/dilucién Colonia Diametros Caracteristicas
10 micelio Colonia macroscopicas Halo Descripcion
micelio
HC1-3-1 1 bacteria | 0.1 cm 3.0cm 2.0 cm | Colonia regular, blanca, plana,
2 micelio 1.2cm 2.1cm 1.0 cm | cremosa
3 bacteria | 0.3 cm 1.0cm 0.7 cm | Micelio algodonoso verde

Colonia cremosa, regular,
elevada, blanca

HC4-3-3 1 micelio 0.7cm 1.6 cm 0.9 cm | Micelio radiado con centro gris
2 bacteria | 0.7 cm 1.6 cm 0.9 cm | colonia cremosa regular,
3 micelio 0.5cm 1.6 cm 1.1 cm | elevada, blanca
Micelio esponjoso blanco
TM3-3-1 1 bacteria | 0.1 cm 0.3cm 0.2 cm | Colonia regular blanca, elevada
2 bacteria | 0.7 cm 1.2cm 0.5cm | cremosa
3 micelio 0.8 cm 1.1cm 0.3 cm | Colonia, anaranjada, irregular,
4 micelio 0.6 cm 1.2cm 0.6 cm | cremosa

Micelio radiado centro verde
Micelio algodonoso blanco*
HC1-7-3 1 micelio 0.8 cm 1.6 cm 0.8 cm | Micelio algodonoso verde

Clave/dilucion 10 Colonia o micelic Diametros Caracteristicas Halo
Colonia macroscopicas Descripcién
micelio
TM3-3-2 1 micelio 0.5cm 1.0 cm 0.5cm Micelio radiado verde
HC4-5-1 1 micelio 0.6 cm 1.5¢cm 0.9cm
2 bacteria 0.3cm 0.5cm 0.2cm Micelio alqodonoso verde
3 bacteria 0.1 cm 0.6 cm 0.5cm 0ayg
Colonia blanca cremosa,
regular, elevada
Colonia irregular, cremosa,
blanca, elevada
HC1-5-1 1 micelio 0.3cm 0.4 cm 0.1 cm Micelio alaod d
2 bacteria 0.3cm 0.5cm 0.2cm cello algodonoso verde
SO Colonia, cremosa
3 micelio 0.6 cm 1.2 cm 0.6 cm —L "
elevada, blanca, reqular
Micelio esponjoso verde
TM1-5-1 1 micelio 0.6 cm 1.6 cm 1.0cm . .
Micelio esponjoso verde
TA1-5-2 1 micelio 1.5cm 3cm 1.5cm . .
Micelio esponjoso verde
TA1-71 1 micelio 0.6 cm 1.0 cm 0.4 cm | Micelio esponjoso blanco
2 colonia 0.8 cm 1.1 cm 0.3 cm | centro verde
Colonia cremosa, elevada,
regular, blanca
ANEXO 2
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Medio de cultivo CMC al 1% P/V.

MEDIO DE CULTIVC COMPOSICION

Agar CMC 1% (p/v) | Carboximetilcelulosa

Extracto de levadura

Peptona universal

Sulfato de amonio

Cloruro de calcio

Fosfato monobasico de potasio
Fosfato dibasico de potasio
Agar-agar

Ajustar pH 7.0 +/- 0.2

(g/L)
10
2.5
2.5
0.5
0.5
0.1
0.1
15

(Ramirez; 2003)

MEDIO DE CULTIV( COMPOSICION g/L

Agar Papel Levadura

Peptona

Sulfato de Amonio

Cloruro de calcio

Fosfato monobasico de sodio
Fosfato dibasico de sodio
Papel bond con tinta

Agar

2.5
2.5
0.5
0.5
0.1
0.1
30

15

En su caso usar agar nutritivo siguiendo las instrucciones de cada proveedor y

adicionar el papel bond con tinta

Preparacion de reactivos para cuantificacion de glucosa.

. Reactivo acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS):

Adicionar 30 g de Tartrato de Sodio y Potasio.

Adicionar un 1 g Acido 3-5 Dinitrosalicilico.

. Solucién patrén de glucosa:
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Disolver 1.6 g de Hidroxido de Sodio en agua destilada.

Aforar a 100 mL con agua destilada y agitar por 12 hrs en frasco ambar.

Filtrar si es necesario y guardar a temperatura ambienta protegido de la luz.




1. Pesar 1 g de Glucosa anhidra, disolver en agua destilada.

2. Aforar a 500 mL y guardar en frasco ambar a 4 °C.

C. Preparacion de las soluciones de concentracion conocida 0.5-2g/L:

CONCENTRACION SOLUCION CONCENTRADADE AGUA DESTILAD
GLUCOSA EN mL mL

D. Preparacion de la curva de calibracién y muestra:
1. De cada sistema anterior o muestra pipetear 0.5 mL a un tubo de ensayo.
2. Agregar 0.5 mL de reactivo DNS, mezclar y llevar a ebullicién por 5 minutos a
bafo Maria.
3. Enfriar, adicionar 5 mL de agua destilada a cada sistema, mezclar y leer a 540
nm. Usar como blanco 0.5 mL de agua destilada y realizar el proceso descrito.
(Canul; 2010)

Crioconsevacion de cepas:

1. Realizar examinacion macroscoépica de las colonias de crecimiento de 24 a 48 hrs.

2. Si se observan cultivos puros (1 solo tipo de colonia), realizar revision microscépica
con tincion de Gram para verificar la pureza de la cepa.

3. Preparar del Nefelometro de Mc Farlan.

4. Preparar caldo CMC al 1% p/v con los reactivos para bacterias aerobias ya
anaerobias facultativas por separado.

5. De cada cepa seleccionada hacer una suspension igualando al tubo uno del
nefeldmetro en 2ml de medio.

6. Transferir a crioviales cada cepa (3,0x10: de UFC /ml) aun volumen de .6 mL al 15%
de glicerol.

7. llevar inmediatamente -20 °C.
(Sanchez - Leal & al., 2005)
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