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Empleo de microorganismos ruminales para la produccion y cuantificacion de actividad
celulasa usando diversas fuentes de carbono (papel periddico, papel filtro y
carboximetil celulosa)

RESUMEN

La presente investigacion estudia el efecto de la cepa VML-2 obtenida
de rumen bovino sobre la degradacion de 3 sustratos: papel periodico, papel
filtro y carboximetil celulosa.

Posteriormente se realiz6 una induccidbn de la cepa bacteriana
seleccionada (VML-2) para llevar a cabo el estudio enzimatico, disefiando
medios especificos liquidos para la produccion de la enzima celulasa,
empleando como Unica fuente de carbono el papel peridédico rico en celulosa,
papel filtro y carboximetil celulosa.

Se realizaron tres curvas de crecimiento de los tres sustratos en medio
liquido presentando una velocidad especifica de crecimiento de: periddico p=
0.9729 DO/h, filtro p= 0.8646 DO/h, cmc p= 0.9963 DO/h; por lo que el
microorganismo no tardo en adaptarse a los medios ya que la fase exponencial
se presentd en las primeras horas de fermentacion (12 h), posteriormente se
realizdé una cinética enzimatica a tiempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120
minutos, empleandose el extracto enzimético producido. Se determing el
contenido de proteina extracelular por el método de Biuret, donde se
observaron diferencias de: periédico p= 0,8178 DO/h, filtro p= 0,9606 DO/h,
cmc p= 1 DO/h, ya que la mayor produccion se observo en las primeras horas
(12 h). Se determiné también la actividad enziméatica por el método de Somogy-
Nelson obteniéndose resultados de: periddico 0.8178 g/L, filtro 0.9606 g/L, cmc
1 g/L; en las primeras horas de fermentacion (12 h). En la determinacion de los
azucares reductores se obtuvo resultados significativos ya que en el sustrato
de papel periodico se obtuvo la mayor cantidad enzimatica con valores de 1 U;
donde U se define como: la cantidad de azucares reductores liberados en
mg/ml por cada mg de proteina en 1 hora, empleando celulosa como sustrato
al 1 %.

Palabras claves: microorganismos del rumen, actividad celulosa, microbiota

bacteriana, aislamiento, purificacion.
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Empleo de microorganismos ruminales para la produccion y cuantificacion de actividad
celulasa usando diversas fuentes de carbono (papel periddico, papel filtro y
carboximetil celulosa)

1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes
Las enzimas son una clase especial de proteinas que aceleran la
velocidad de las reacciones quimicas que ocurren en una célula. Por esto se
las conoce como “catalizadores biologicos”. El modo de accion es especifico
ya que cada tipo de enzima actta sobre un tipo particular de reaccion y sobre

un sustrato especifico(Enzimas-Aliadas).

Desde hace cientos de afios se han venido empleando enzimas en
procesos de fermentacion tales como la elaboracion de quesos, elaboracion del
pan, vino y cerveza. Antes del siglo XIX, se creia que estos fendmenos y otros
similares eran reacciones espontaneas. No se conocia de la existencia y
funcion de las enzimas. Hasta que en 1857 el quimico francés Louis Pasteur
comprobd que la fermentacion soélo ocurre en presencia de células vivas

(Enzimas-Aliadas).

La produccion de enzimas para uso industrial tuvo sus origenes en
Dinamarca y Japon, a finales del siglo XIX, cuando se produjeron las primeras
preparaciones de renina a partir del estbmago de terneros y de amilasa de
origen fangico. Las enzimas son productos de las células y por lo tanto pueden
obtenerse a partir de tejidos animales, vegetales o mediante procesos de
fermentacién empleando microorganismos seleccionados. En cuanto a las
enzimas de origen animal, se han obtenido pocas, por ejemplo lipasa

pancreatica y tripsina (Carrera,2003).

Debido a que el empleo de algunas enzimas de origen vegetal y animal
ha ido decayendo, se ha optado a favor de las enzimas de origen microbiano
dentro de las cuales se encontr6 a la celulasa; la cual es rapidamente
hidrolizada en la naturaleza, particularmente por los organismos anaerébicos
del rumen y del intestino, que son responsables de la digestibilidad de la

celulosa en los animales rumiantes y en los herbivoros (Carrera,2003).

Coutifio Laguna Beatriz del Carmen 2
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celulasa usando diversas fuentes de carbono (papel periddico, papel filtro y
carboximetil celulosa)

Siendo las celulasas un complejo enzimético usado para depolimerizar
materiales de celulosa esta tienen una amplia aplicacion industrias (Zavala-
Ginoa) del almidon y del azucar, jugos de fruta, de pulpa y de papel (Carrera,
2003).

1.2 Justificacion

La diversidad de microorganismos del rumen es importante porque la
presencia de especies distintas aporta un conjunto mayor de genes y
complementos de enzimas, asi como reacciones bioquimicas precisas para
una conversion méaxima de productos alimenticios en células microbianas y
productos de fermentacion. Existen en el rumen especies que se superponen

en su capacidad para utilizar un determinado sustrato.

Reportes en la literatura mencionan que al estudiar las enzimas
celulasas que utilizan naturalmente los hongos y bacterias para degradar la
celulosa, se encontré que la hidrélisis (degradacién) de este polimero es muy
compleja. Por eso, es necesario investigar las estructuras y funciones de estas
enzimas para conocer con mayor detalle los mecanismos enzimaticos
involucrados en la degradacion de la celulosa. Ya que, sus actividades
hidroliticas son afectadas por una serie de factores fisicos y quimicos que
limitan su aplicacién industrial, ya que es necesario aislar cepas con mejores
rendimientos en la cantidad de enzimas liberadas al medio extracelular y que

mantengan la calidad intrinseca de dichas enzimas.

Muchas son las utilidades industriales que se le puede dar a la celulosa.
Para la industria de alimentos, por ejemplo, es sometida a modificaciones que
generan una serie de compuestos con multiples propiedades funcionales: la
carboximetil celulosa que se utiliza como espesante, la celulosa microcristalina
es usada como anticompactante. Sin embargo, es menos conocido que la
celulosa se encuentra comercialmente disponible en una gran variedad de

presentaciones, se espera que las enzimas obtenidas del rumen bovino

Coutifio Laguna Beatriz del Carmen 3
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permitan mejorar los procesos ya existentes, o0 bien encontrar nuevas

aplicaciones.

Es por esto que todas las pruebas, resultados y conocimientos obtenidos
de la actividad microbiana ruminal son de suma importancia para la presente
investigacion ya que todas las cepas obtenidas serviran como fuente de
investigacibn para otras posibles investigaciones. Por lo que es muy

importante tener un registro y mantenerlas en las condiciones adecuadas.
1.3 Hipotesis

En el rumen se favorece el crecimiento de especies de bacterias, entre
ellos las que pueden digerir las paredes de las células de plantas (celulosa)
para producir azucares sencillos (glucosa). Por lo que la cepa VML-2 aislada de
rumen bovino es capaz de producir una celulasa degradadora de celulosa.

1.4 Objetivo general

Emplear la cepa VML-2, aplicando tres sustratos diferentes, para la

produccion de la enzima celulasa mediante el empleo de 3 fuentes de carbono.
1.5 Objetivos especificos

e Resembrar las bacterias en Agar Schaedler (medio de cultivo comercial

especifico para anaerobios), las veces que sean necesarias (hasta

obtener una cepa pura).

e Caracterizar macroscOpicamente y microscopicamente las colonias

obtenidas aisladas en Agar Schaedler.

Coutifio Laguna Beatriz del Carmen 4
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e Seleccionar los microorganismos microbianos para la produccion de la
enzima celulosa de interés industrial mediante el disefio de medios de

cultivos inductores.

e Emplear un solo microorganismo bacteriano adaptado a los medios de

cultivos inductores.

e Determinar la velocidad de crecimiento mediante técnicas

espectrofotométricas.

¢ Determinar la capacidad de produccion de proteina mediante técnicas

espectrofotométricas.

e Determinar y cuantificar la actividad enzimatica, mediante técnicas

espectrofotométricas.

Coutifio Laguna Beatriz del Carmen 5
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Rumen

Los rumiantes poseen el beneficio de tener una camara fermentativa
pre-gastrica, formada por tres compartimientos: el reticulo, el rumen y el
omaso. Estos compartimientos, también Ilamados pre-estbmagos, se
caracterizan por tener un epitelio no secretor (Van Lier, 2008). En estas
camaras se realiza la mayor parte de la digestion del alimento ya que este es
un proceso dinamico relacionado a la ingestion y deglucién del alimento
(ingesta) y la salida de liquido, bacterias y alimentos residuales no digeridos
(M-Kamande, 2006), todo esto es debido a la fermentacibn microbiana

(principalmente por hidrdlisis y oxidacién) (Van Lier, 2008).

Anatémicamente el rumen es uno de los tres pre-estbmagos que tienen
los rumiantes, antes de llegar al estbmago verdadero o abomaso (Valdez-
Sepulveda, 2010).

El rumen, a través de su fuerte musculatura permite la mezcla y la
agitacion del contenido ruminal. Su principal funcion es servir como una como
una cuba de fermentacion y la presencia de ciertas bacterias estimulan el
desarrollo de gases. Estos gases se encuentran en la parte superior del
rumen, con diéxido de carbono y metano formando la mayor porcion (Ishler,
2011).

2.1.1 Condiciones del medio ruminal

La fermentacion ruminal es la actividad metabolica de los
microorganismos (m. 0.) presentes en el rumen. En los rumiantes, la
degradacion de los sustratos moleculares por la accion de bacterias y otros
m.o. se realiza por una hidrdlisis enzimatica igual que en la digestion glandular;

la diferencia mayor es que las enzimas digestivas en la fermentacion son de

Coutifio Laguna Beatriz del Carmen 6
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origen microbiano, por lo que se le denomina ‘digestion aloenzimatica’ (Van
Lier, 2008).

La correcta fermentacion bacteriana de los ruminales debe considerarse,
ya que fuera de sus rangos normales provocan alteraciones de la digestion.
Las condiciones del medio ruminal deben estar en un rango compatible con el
crecimiento de micro-organismos que sean adecuados para la fermentacion
(Van Lier, 2008). Para esto deben de tener:

e Ecosistema abierto y continuo: Se debe permitir una entrada continua
de sustratos y una salida permanente de desechos y de m. 0. muertos,
con la finalidad de que pueda desarrollarse una poblacién de m. o.

e Aporte constante de sustrato: La ingesta que realiza el rumiante
provee a los m. o. Los sustratos para su sustento, ya que estos
necesitan nutrientes para poder desarrollarse, multiplicarse vy

mantenerse como poblacién.

e Tiempo de retencién: Los procesos fermentativos son mas lentos que
la digestion, para que la fermentacion sea eficiente, el contenido ruminal
debe ser retenido en el reticulo-rumen tiempo suficiente para permitir la

accioén microbiana.

e Medio acuoso: Las acciones bioquimicas se realizan en un medio
acuoso. Gran parte de las enzimas bacterianas son extracelulares y

actuan en el liquido ruminal.

e Anaerobiosis: El ambiente ruminal es anaerobio. Ya que en presencia
de O, en lugar de obtener productos que se utilizan como fuente de
energia disponible para el animal, como los acidos grasos volatiles,

obtendriamos CO; y H,0.
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e Osmolaridad: La fermentacion normal se lleva a cabo con una
osmolaridad entre 260 y 340 mOsm (miliosmoles= expresa la

concentracion de solutos totales en una solucion).

e pH: Puede variar entre 5.8 y 7.0. Luego de la ingesta de concentrados el
pH baja considerablemente (por la rapida fermentacién producida lo cual

genera un medio acido).

e Temperatura: Debido a la enorme cantidad de procesos metabdlicos
gue se producen en el rumen la temperatura suele ser 1 6 2 grados por

encima de la temperatura corporal del animal (32 a 42 °C).

2.1.2 Eficiencia microbiana

La mayoria de los microorganismos que se encuentran en el reticulo
rumen son anaerobios estrictos aunque existen algunos facultativos. Estos
microorganismos son principalmente bacterias, protozoarios, y hongos del tipo
de las levaduras. Estos se agrupan de acuerdo al sustrato que utilizan (cuadro
1). La mayor parte de la concentracidon esta en forma de bacterias, las cuales

pueden contar 10'° a 10** células/gramo de contenido ruminal (Ishler, 2011).

2.1.3 Bacterias

Las bacterias son los microorganismos principales en la digestion
reticulo-rumen, ya que este se encuentra distribuido en diferentes
proporciones; el 25 % de las bacterias se encuentran en la fase liquida del
rumen, el 70% adherida a las particulas en suspensién y un 5% adherida a los
protozoos o a la pared ruminal.(M-Kamande, 2006), y se clasifican por su forma
(cocos, bacilos y espiral)(figura 1) o afinidad por el sustrato(Valdez-Sepulveda,
2010) y de acuerdo a su tamarfo (generalmente de 0,3 a 50 p m), asi como

también de acuerdo a sus diferentes estructuras.
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Figura 1. Clasificacion morfolégica de las bacterias (Valdez-Sepulveda 2010)
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Cuadro 1. Clasificacion de bacterias ruminales segun su afinidad por el tipo de

sustrato.

GRUPO DE BACTERIAS RUMINALES DE ACUERDO AL SUSTRATO

Pectinoliticas

Butyrivvibrio fibrisolvens
Bacterioides ruminicola
Lachnospira multiparus
Treponerma bryantii
Streptococcus bovis
Succinivibrio dextrinosolvens
Ureoliticas

Succinivibrio dextrinosolvens
Selenomonas spp
Bacterioides ruminicola
Ruminococcus bromii
Butyrivvibrio spp
Treponema spp

Que utilizan azucares
Treponema bryantii
Lactobacillus vitulinus
Lactobacillus ruminus
Proteoliticas species
Bacterioides amylophilus
Bacterioides ruminicola
Butyrivibrio fibrisolvens
Streptococcus bovis

Que producen amoniaco
Bacterioides ruminicola
Megasphera eisdenii
Selecnomonas ruminantium

Hemiceluloliticas
Butyrivvibrio fibrisolvens
Bacterioides ruminicola

Ruminococcus spp.

Amiloliticas

Bacterioides amylophilus
Streptococcus Bovis
Succinimonas amylolytica

Bacteroides ruminicola

Que producen metano
Methanobrevibacter ruminantium
Methanobacterium formicicum
Methanomicribium mobile

Que utilizan acidos
Megasphera eisdenii

Selenomonas ruminantium

Celuloliticas

Bacteriodes succinogenes
Ruminococcus flavefaciens
Ruminococcus albus

Butyrivibrio fibrisolvens

Coutifio Laguna Beatriz del Carmen
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2.1.3.1Bacterias Celuloliticas: son las que hidrolizan la celulosa y metabolizan

los azucares solubles producidos, para poder producir celulasa, la cual es una
enzima extracelular capaz de hidrolizar los enlaces B de la celulosa. Son las
bacterias mas importantes en el rumen y las especies mas importantes que
degradan la celulosa son: Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus,
Bacteroides succinogenes y Butyrivibrio fibrisolvens. Bajo determinadas
condiciones especies tales como Eubacterium cellulosolvens puede constituir la

bacteria celulolitica mas importante en el rumen(Blanco, 1999).

2.1.3.2Bacterias Hemiceluloliticas: son las bacterias capaces de degradar,

utilizar con eficiencia a la hemicelulosa, y las principales bacterias son:
Butyrivibrio fibrisolvens, Bacteroides ruminicola y Ruminococcus spp(Blanco,
1999).

2.1.3.3Bacterias _Pectinoliticas: son bacterias que degradan la pectina y las

principales en el rumen son: Butyrivibrio fibrisolvens, Bacteroides ruminicola y
Lachnospira multiparus, Succinivibrio dextrinosolvens, Treponema spp. Yy

Streptococcus bovis(Blanco, 1999).

2.1.3.4 Bacterias Amiloliticas: estas bacterias suelen predominar en el rumen

cuando se consume una dieta rica en almidon ya que esta utiliza los almidones
como sustrato debido a que posee una amilasa extracelular que parte al azar la

cadena de a del almidon produciendo maltosa(Blanco, 1999).

2.1.3.5 Bacterias Utilizan azucares: estas aparecen cuando se consume una

dieta rica en cereales o0 forrajes jugosos que contienen elevadas
concentraciones de azucares. Son todas aquellas bacterias del rumen que
degradan carbohidratos complejos y son capaces de fermentar algunos
azucares simples. Dentro de las cuales encontramos a R. flavefaciens puede
fermentar la glucosa, Treponema briyantii se asocia a especies celuloliticas del
rumen y estas espiroquetas utilizan algunos de los azucares y celulo-dextrinas
que se liberan durante la degradacion de la celulosa. Lactobacilus vitulinus y
L.ruminus, se han identificado como fermentadores de azucar en el

rumen(Blanco, 1999).
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2.1.3.6 Bacterias Utilizan &cidos: estas bacterias realizan la fermentacion

secundaria de los productos finales de otras bacterias, los acidos que se
incluyen son lactato (es fermentado a acetato, propionato y a. grasos de
cadena larga por bacterias Metagasphaera elsdenii y Selenomonas
ruminantium), succinato (producto final de bacterias como las celuloliticas y es
convertido en propionato y CO2 por S. Ruminantium, Veillonella alcalescens,
Anaerovibrio lipolytica y Propionibacteria.) y metanoato (es usado como
precursor para la produccion de metano por Methanobrevibacter ruminantium)
(Blanco, 1999).

2.1.3.7 Bacterias Proteoliticas:estas bacterias disponen de exopeptidasas para

descomponer oligopeptidos hasta aminoacidos y péptidos de cadena mas
corta. Producen enzimas hidroliticas que rompen enlaces. Las principales
bacterias en el rumen son: Bacteroides amylophilus, B. ruminicola, algunas

cepas de Butyrivibrio fibrisolvens y Streptococcus bovis(Blanco, 1999).

2.1.3.8 Bacterias Productoras de amoniaco: dichas bacterias producen

amoniaco mediante la desaminacion de aminoacidos y es realizada por las
principales bacterias en el rumen responsables de dicho proceso las cuales
son: Bacteroides ruminicola, Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium

y unas pocas especies de Butyrivibrio(Blanco 1999).

2.1.3.9 Bacterias Lipoliticas: estas bacterias se encargan de metabolizar

activamente a los lipidos y dicha funcion es realizada por bacterias como:
Anaerovibrio lipolytica hidroliza triglicéridos y fosfolipidos para liberar glicerina y
tres acidos grasos. La lipasa esta bacteria es extracelular y va unida a la
membrana. Galactolipidos, fosfolipidos y sulfolipido, son hidrolizados por un

Butiryvibrio spp(Blanco, 1999).

2.1.3.10 Bacterias Productoras de metano: estas bacterias regulan la

fermentacion total al eliminar H, gaseoso. La reduccién del CO, con H,gaseoso
es el método primario por lo que se produce CH,4 en el rumen. Las bacterias
mas importantes son: Methanobrevibacter ruminantium, Methanobacterium

formicicum y Methanomicrobium mobile(Blanco, 1999).
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2.1.4 Protozoarios

La poblacion de protozoarios en el rumen es menor a la de las bacterias,
encontrandose en concentraciones de 1 millén por ml de contenido ruminal.
Aproximadamente el niimero de protozoos n es de unos 10* a 10° células/ml de
contenido ruminal. Todos los protozoos son anaerobios estrictos (Blanco,
1999).

La mayoria de las especies son ciliados y flagelados (figura 2). Los
ciliados pertenecen a la familia Isotrichidae (géneros Isotricha y Dasytricha son
prevalentes) y a la familia Ophryoscolecidae (géneros Entodinium, Diplodinium,
Epidinium y Ophryoscolex son prevalentes). Los protozoos no pueden sintetizar
proteinas a partir de N no proteico, tampoco pueden degradar la celulosa
(Blanco 1999), pero si consumen y metabolizan azlcares solubles, hidrolizan
bacterias para utilizarlas como sustrato logrando con esto limitar el crecimiento
bacteriano. La principal funciéon de dichos microorganismos es su capacidad
para frenar la digestion de los sustratos que se fermentan con rapidez, como el
almiddn y algunas proteinas. Esto es posible ya que los protozoarios engloban
al almidon y a las proteinas almacenandolos y protegiéndolos de la accién

bacteriana. Contribuyen a la digestion de fibra (Nava-Cuéllar, 2001).

La clasificacion de los protozoarios ruminales también se basa en su
morfologia y su afinidad al sustrato que degradan (ejemplo: localizacién de

cilios, celuloliticas, amiloliticas, proteoliticos) (Valdez-Sepulveda, 2010).

2.1.4.1 Protozoos Ciliados: Son muy versatiles en su capacidad para degradar

y fermentar una amplia gama de sustratos. Ingieren las particulas de los
alimentos y atacan a la totalidad de los principales componentes de los
vegetales, incluyendo celulosa, hemicelulosa, pectina, almidon, azucares

solubles y lipidos (Blanco, 1999).
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Figura 2. Protozoo ciliado proveniente del rumen bovino.

2.1.5 Hongos

Los hongos que se encuentran en el rumen tienen la capacidad de
fermentar polisacéridos (celulosa), calculandose que mas del 8% de la biomasa

microbiana del rumen esta constituida por estos (Nava-Cuellar, 2001).
2.2 Enzima Celulasa
2.2.1 Generalidades de las enzimas

Las enzimas son catalizadores de origen proteico producido por los
microorganismos vivos, actian como catalizadores biolégicos llevando a cabo
reacciones bioquimicas a muy altas velocidades, no se consumen durante la
reaccion. Cada reaccion que se lleva a cabo en la célula es catalizada por una
enzima en particular, es por esto que en una célula se encuentran un gran
namero de enzimas. Por ser catalizadores son responsables de las
transformaciones metabdlicas en los seres vivos. Aceleran las reacciones
bioguimicas en relacibn con reacciones no catalizadas a temperaturas
alrededor de 37 ° C (Rodriguez, 1999).

Por su naturaleza proteica las enzimas tienen una estructura

tridimensional globular y solo presentan actividad cuando tienen una
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conformacion espacial que permite establecer una disposicion optima de los

aminoacidos de su centro activo o sitio catalitico.

Para la hacer notables a las enzimas se toman encuenta tres

caracteristicas principales sobre otros catalizadores (Rodriguez, 1999).
2.2.2 Poder catalitico

La velocidad catalitica se lleva a cabo mas rapidamente y a
temperaturas mas bajas, cuando en la reaccion catalizada se utiliza una
enzima. Debido a su naturaleza proteica, la actividad catalitica de las enzimas
depende del pH y de la temperatura de reaccion. La eficiencia catalitica de las

enzimas es muy alta a bajas temperaturas(Rodriguez, 1999).
2.2.3 Especificidad

Las enzimas son especificas tanto en la naturaleza del sustrato que
utilizan, como en la reaccibn que catalizan. Esto les permite modificar
selectivamente componentes alimentarios individuales sin afectar a otros. Esta
propiedad las hace muy diferentes a muchos catalizadores no biol6gicos
(Rodriguez, 1999).

2.2.4 Actividad catalitica

En las enzimas su actividad catalitica puede ser regulada por pequefios

iones u otras moléculas (Rodriguez, 1999).
2.2.5 Factores que afectan la velocidad de las reacciones enziméaticas
2.2.5.1 Efecto del pH

La actividad de las enzimas depende de la concentracion de iones de
hidrogeno del medio, ya que esto afecta el grado de ionizacion de los
aminodacidos de la proteina ya que influye su en la estructura tridimensional. El
rango de pH es estrecho para que se presente una actividad 6ptima (Badui,
2006).
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2.2.5.2 Efecto de la temperatura

La velocidad de las reacciones se incrementa con la temperatura, al
aumentar la energia cinética de las moléculas, donde la enzima es estable y
retiene una capacidad catalitica. Cada enzima tiene un intervalo 6ptimo de
temperatura en el cual se logra la mayor actividad, la mayoria esta entre 30 ° C
y 45 ° C y se inactivan a mas de 60 ° C (Badui, 2006).

2.2.5.3 Efecto de la concentracién del sustrato

Las enzimas son mas eficientes cuando las concentraciones de sustrato
son excesivas en relacion con las concentraciones de las enzimas. Donde el
producto se obtiene a la maxima velocidad para la cantidad de enzima presente
(Badui, 2006).

2.2.5.4 Efecto de la actividad del agua

La actividad acuosa de las enzimas depende del tipo de enzimas, en

funcién sus necesidades (Badui, 2006).
2.2.6 Nomenclatura y Clasificacion

En general se ha nombrado a las enzimas de manera empirica y poco
sistematica, ya que en algunos casos se han tomado como raiz del nombre el
del sustrato que reconoce o actua la enzima y se le agrega el sufijo “asa”. Sin
embargo, no todos los nombres dados a las enzimas siguen esta regla. Es por
esto que se les asignaron un nombre sisteméatico, donde cada enzima se le
asigna una serie de cuatro digitos, al que se ha llamado namero de la EC

(Enzyme Comission):

e Primer digito: tipo de reaccion quimica que cataliza (con valores del 1-6).

e Segundo digito: subclase de enzima (tipo de sustrato o enlace que
rompe).

e Tercer digito: sustrato que utiliza la enzima.

e Cuarto digito: numero serial de la enzima en el grupo correspondiente.
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Cabe sefialar que el sistema de nomenclatura y clasificacion de enzimas
se basa solo en la reaccidon catalizada y no toma encuenta el origen de la
enzima (Badui, 2006).

Los principales grupos de enzimas son seis:

1.0Oxidorreductasas: catalizan reacciones de axidorreduccion

(deshidrogenasas, oxidasas, oxigenasas y peroxidasas).

2. Transferasas: promueven la transferencia de distintos grupos quimicos

entre una molécula donadora y una aceptora (glicosil Transferasas, amino

Transferasas y fosfo Transferasas).

3. Hidrolasas: rompen los enlaces covalentes con la introduccion de una
molécula de agua. Las enzimas hidroliticas (amilasas, esterasas, glicosidasas,

lipasas y proteasas).

4. Liasas: rompen enlaces para eliminar un determinado grupo quimico del
sustrato y forman dobles ligaduras sin la introduccion de moléculas de agua

(aldolasas, descarboxilasas, deshidratasas y pectina liasa).

5. Isomerasas: catalizan el arreglo espacial de grupos del sustrato sin

modificar su composicion quimica (epimerasas, racemasas).

6. Ligasas: promueve la unién covalente de dos moléculas acopladas con la
ruptura de un enlace pirofosfato proveniente de ATP, UTP o CTP, como fuente

de energia.

Los seis grupos de enzimas indicados corresponden a reacciones

importantes en el metabolismo celular.

Dentro de la estructura y caracteristicas de las proteinas son
imprescindibles para una correcta utilizacion y manipulacion de los alimentos. A
partir de los veinte aminoacidos naturales, se podrian sintetizar un nuamero

infinito de proteinas.
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2.2.7 Uso industrial de las enzimas

Hoy en dia las aplicaciones comerciales de las enzimas ya estan en todo
el planeta (Viniegra 1999). El uso de enzimas para la produccion de alimentos
se remota a muchos siglos atras. En la antigiedad muchos pueblos utilizaban
las hojas de ciertas plantas papa envolver carne, lo que facilitaba la accién de
proteasas vegetales (papaina, bromelina y ficina) sobre las proteinas del tejido
animal, provocando su ablandamiento. Muchos otros utilizaban el estdmago de
corderos y becerros como recipiente, causando la coagulacion de la leche con
enzimas asociadas a este drgano (proteasas principalmente quimosina), debido
a que actua sobre la caseina de la leche (Badui, 2006).

En el sector alimentario, el interés actual de la aplicacion de enzimas en

procesos de tecnologia enzimatica la cual se enfoca (Badui, 2006):

Conservacion de alimentos o de sus componentes (ej: vitaminas).
Uso mas eficiente de materias primas.

Mejoramiento de la calidad sensorial de los alimentos (textura y sabor).

AR NN

El uso de enzimas en medios acuosos para la produccion de

compuestos quirales y sintesis de polimeros especiales.

v Sintesis de edulcorantes (aspartano), empleando la reaccion inversa de
una proteasa.

v El disefio de enzimas “a la medida” de acuerdo a los requerimientos del
proceso ingenieria de proteinas y evolucion dirigida, logrando modificar
su estabilidad genética.

v Produccioén de ciclodextrinas a partir de almidon.

v Aplicacion de enzimas o de células inmovilizadas en la produccion de
materias primas de aplicacion en alimentos, como la produccion de
jarabes fructosados, trehalosa, isomatulosa, acido fumarico, acido
aspartico o alanina.

v En la produccién de malta a partir de la cebada.

v" Produccion de edulcorantes utilizando enzimas amiloliticas en la

fabricaciéon de diferentes derivados del almidén.

Coutifio Laguna Beatriz del Carmen 18



Empleo de microorganismos ruminales para la produccion y cuantificacion de actividad
celulasa usando diversas fuentes de carbono (papel periddico, papel filtro y
carboximetil celulosa)

v En la extraccién de aceites esenciales.
v' Ablandar los tejidos celuloliticos de verduras y frutas y ayudar la
rehidratacion de diversos productos.

v' Utilizacion de inulina para la produccién de fructosa.

<\

El ablandamiento de carne (proteasas).

v' Evitar la cristalizacion de la lactosa para evitar la textura arenosa
(enzima lactasa).

v Aumentar la extensibilidad de la masa, mejorar la textura, miga y
volumen del pan (enzima proteasa).

v" Produccion de sabores (lipasas).

v’ Evitar oxidacién y oscurecimiento en una gran variedad de productos al

utilizar enzimas como glucosa oxidasa y catalasa.

El empleo de las enzimas tienen muchas ventajas ya que son muy
especificas en su manera de actuar, por lo que no propician reacciones
secundarias indeseables, también funcionan en condiciones maderables de
temperatura, de pH y no requieren de condiciones de procesamiento drasticas
gue puedan alterar la naturaleza del alimento, ni de equipo muy costoso, estas
actGan en muy bajas concentraciones, entre 10® y 10®, y aspectos como su
velocidad puede ser controlada al ajustar el pH, la temperatura y la
concentracion de enzima. Finalmente también son facilmente activadas una

vez alcanzando el grado de transformacion deseado (Badui, 2006).
2.3 Celulosa

La celulosa es una fibra vegetal extraida principalmente de los arboles y
formando parte de sus paredes celulares; debido a esto es un material fibroso
insoluble, formando por residuos lineales de glucosa unidos mediante enlaces
glucosidicos - (1—4) (figura 4). La cadena polimérica de celulosa, debido a los
enlaces ecuatoriales, es recta y por tanto tiende a formar cristales. Sus
moléculas se mantienen unidas por puentes de hidrogeno y otras fuerzas no
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covalentes pueden contener hasta 10.000 residuos de glucosa (Robinson,

1991).

La celulosa es un homopolisacarido lineal ya que se encuentra formado
por unidades de B- glucopiranosas. Su peso moléculas llega hacer de hasta
varios millones, tiene una alta resistencia mecanica y quimica debido a sus
cadenas paralelas las cuales se alinian sobre un eje longitudinal y
estableciendo con ello un gran nimero de puentes (H,) intermoleculares dando

origen a las fibrillas altamente estructurales figura 3 (Badui, 2006).

CELOBIOSA

GLUCOSA FIBRAS DE CELULOSA

Figura 3. Microfibrillas estructurales de celulosa

2.3.1 Estructura de la celulosa
La celulosa se forma por la union de moléculas de por unidades de B-

glucopiranosas, unidos mediante enlaces glucosidicos B- (1—4) (figura 4).

CHO OH CHO OH CHO OH CHO OH
(@)
r@ J<f:er° K:g

Figura 4. Estructura de la celulosa unidos por enlaces glucosidicos

Coutifio Laguna Beatriz del Carmen 20



Empleo de microorganismos ruminales para la produccion y cuantificacion de actividad
celulasa usando diversas fuentes de carbono (papel periddico, papel filtro y
carboximetil celulosa)

La configuracion B le permite a la celulosa formar cadenas largas y
lineales, la cuales no se presentan aisladas si no unidas mediante enlaces de
hidrogeno intermolecular formado por una estructura supramolecular cristalina
y organizada, resistente a la hidrdlisis (Mata-cruz, 2011). Donde las cristalinas
se producen cuando las moléculas se enlazan con un alto grado de ordenacion,
y reaccionan mas lentamente con los acidos, mientras que las amorfas no

tienen un orden (figura 5) (Badui, 2006).

CELULOSA
CRISTALINA

o

CELULOSA
AMORFA

Figura 5. Celulosa amorfa 'y
cristalina

2.3.2 Funcioén de la celulosa

La celulosa es un polisacarido estructural en las plantas ya que forma
parte de los tejidos de sostén (Valdez-Sepulveda, 2010). En las plantas esta
formado por fibrillas lineales de 3.5 nm de diametro que contienen

aproximadamente treinta y seis cadenas de 3-D-glucano.

La celulosa no puede ser hidrolizada por el hombre ya que no cuenta
con las enzimas necesarias para su digestion al romper los enlaces B-1,4-
glucosidicos., pero para el organismo humano, la celulosa es parte de la fibra

cruda, por lo que se elimina en las heces sin a ver sido aprovechada, es por
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esto que le sirven al hombre a facilitar su digestion y prevenir malo gases
(Badui, 2006).

Mientras que los herbivoros son los Unicos capaces de aprovechar la
celulosa en su metabolismo, ya que cuenta con las correspondientes enzimas

capaces de aprovechar la celulosa en el tracto gastrointestinal (Badui, 2006).

2.3.3 Hidrdélisis de la celulosa

La hidrdlisis de la celulosa a residuos de D-glucosa la cual poder ser por
via quimica donde se utilizan acidos como el sulfarico y el clorhidrico a una
temperatura de mas de 125 ° C (Badui, 2006). Mas sin embargo la hidrolisis
quimica esta limitada por el bajo rendimiento de glucosa y se obtienen muchos
productos de degradacién del monosacarido no deseados, teniendo una

necesidad de energia elevada (Robinson, 1991).

Para la hidrdélisis por método fisica se necesita mucha energia, donde se
incluye la molienda con molinos de bolas, la molienda humeda y el proceso con
vapor (Badui, 2006).

También se han desarrollado métodos enzimaticos aprovechando las
células extracelulares que sintetizan ciertos microorganismos (Badui, 2006).
Donde la hidrdlisis puede ser catalizada por celulasas donde se incrementa la
susceptibilidad del sustrato y la mayoria de estas celulasas catalizan la
hidrolisis de derivados quimicos del a celulasa (carboximetilcelulosa) (Badui,
2006).

Primero se hidrolizan las regiones amorfas y posteriormente a un que de
forma mas lenta se hidrolizan las regiones cristalinas (Robinson, 1991), donde
se liberan pequefios paquetes de fibras de microcelulosa, haciendo que el
producto resultante no sea fibroso y con una alta capacidad de absorcion de
agua. Cuando se da el rompimiento de los enlaces covalentes de la cadena de
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celulosa en las superficies cristalinas se dejan las fibrillas de celulosa méas
accesibles a las celulasa, esto ocurre principalmente cuando la hidrolisis se da

por métodos enzimaticos (Badui, 2006).

2.3.4 Enzimas utilizadas en la degradacién de celulosa

Para la degradacion total de la celulosa se necesita varias enzimas que
actlan secuencialmente o de manera sinergista (Robinson, 1991). Que
presentan diferentes sitios de enlace, debido a la naturaleza compleja de la
molécula de celulosa (Mata-cruz, 2011). Donde las mas conocidas son la endo-

y exoglucanasas, que producen el disacarido celobiosa y glucosa.

La endoglucanasa (1, 4-B- D-glucan-glucanohidrolasa (EC 3. 2. 1. 4))
actua al azar en las cadenas B-glucano de la celulosa (Robinson, 1991). Estas
son relativamente inactivas frente a regiones cristalinas del algodon y del
avicel, pero hidrolizan las regiones amorfas de estos sustratos, incluyendo al
papel filtro, y los sustratos solubles, como la carboximetilcelulosa y la

hidroximetilcelulasa (Velasquez-Luna, 2011).

Las exoglucanasas (B- 1, 4-glucancelobiohidrolasa) producen celobiosa
y glucosa al catalizar la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos terminales no
reductores (Robinson, 1991). Degradan la celulosa amorfa por eliminacion

cuantitativa de celobiosa de los extremos no reductores de la celulosa.

Cuando son puros son poco activos sobre el algodon pero si hidrolizan al
avicel (celulosa microcristalina). La velocidad de disminucion de la viscosidad
con relacional aumento en grupos reductores es mucho menor que en las
endoglucanasas y las celobiohidrolasas muestran sinergismo en la hidrolisis

de la celulosa cristalina, por razones no muy claras (Velasquez-Luna, 2011).

B- 1, 4-glucangluco-hidrolasa, estas hidrolizan consecutivamente las

unidades de glucosa del extremo no reductor de las celodextrinas. Su velocidad
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de hidrdlisis disminuye a medida que disminuye la longitud de la cadena de

sustrato (Velasquez-Luna, 2011).

B- glucosidasa (B- D-glucosido-glucohidrolasas (EC 3. 2.1. 21)).
Hidrolizan la celobiosa a glucosa elimindndola del extremo no reductor de
celodextrinas pequenas. La velocidad de la hidrdlisis de la B- glucosidasa
aumenta a medida que el tamafio del sustrato disminuye, siendo la celobiosa el

sustrato que mas rapidamente se hidroliza (Veldsquez-Luna, 2011).

Sin embargo se obtiene une eficiencia maxima cuando el extracto
contiene las enzimas trabajando de manera conjunta o cuando se recombinan
las enzimas separados (Robinson, 1991).Los sistemas enziméticos son

divididos en agregativos y no agregativos.

2.3.5 Sistemas agregativos

Dentro de las bacterias que degradan la celulosa, la literatura menciona
a las Cellulomonas thermocellum y C. cellulovorans, las enzimas que participan
en la degradacion se encuentran localizadas en la superficie de estas bacterias
formando complejos multienziméticos de alto peso molecular, conocido como
“celulosoma”, los cules contienen al menos 14 polipeptidos distintos incluyendo
varias celulasas y xilasas y al menos una B-glucosidasa, unidos a una proteina
sin actividad enziméatica, con participacion en el reconocimiento de las fibras de
celulosa a la superficie de la célula. La proteina de union a celulosa (CbpA:
cellulose binding protein A), es necesaria, ya que junto con las enzimas
hidroliticas, puedan romper las estructuras amorfas de la celulosa pero no las

formas cristalinas del polimero (Martinez-Huerta, 2011).

2.3.6 Sistemas no agregativos

Estos sistemas estdn compuestos por tres tipos de enzimas

endoglucanasas, las cules descomponen los enlaces B- 1,4 y asi altera la
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estructura cristalina de la celulosa, exponiendo las cadenas pilosacéaridas de
celulosa individual. Las exoglucanasas parten de 2 o 4 unidades de glucosa
desde los extremos de las cadenas expuestas producidas por la
endoglucanasas, produciendo tetrasacéridos o disacaridos como celobiosa.
Finalmente la celobiosa hidroliza estos productos, obteniendo los

monosacaridos individuales de glucosa.

2.3.7 Microorganismos que degradan la celulosa

Los microorganismos celuloliticos (degradan la celulosa), son
importantes ya que tienen un papel importante en la biosfera reciclando dicho
polimero. Hay una diversidad de estos microorganismos, bacterias y hongos
aerobicos o anaerdbicos, mesolfilos o terméfilos, que producen las enzimas

celulasas.

Las bacterias celuloliticas son del genero bacillus las cuales presentan
actividad endo-B-1,4-glucanasa y exo-B-1,4-glucanasa, una caracteristica
particular de la bacillus subtillis es la resistencia a ser inhibida por la propia

glucosa o celobiosa que producen.

Los microorganismos como los termofilos, producen enzimas
celuloliticas termoestables porque son estables en condiciones severas de

temperatura (90 ° C), en pH acidos o alcalinos.

Dentro del grupo de los hongos fimentosos, el Trichoderma reesei, tiene
una efectividad en la degradacion de la celulosa nativa y cristalina, mediante su
complejo celulolitico donde presentan las actividades necesarias para la
hidrolisis de la celulosa (endo y exoglucanasas y B-glucosidasa) (Martinez-
Huerta, 2011).
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2.3.8 Usos de celulosa en interés la industria alimentaria

La celulosa presenta propiedades funcionales de interés en la industria
de los alimentos, actia como aglutinante, espesante y estabilizante, también
forma peliculas resistentes. Se utiliza en tortillas de maiz por su habilidad de
retenes agua, en la elaboracion de jugos y néctares, rellenos de pie, productos
de panificacion, como substituto de grasa, en productos lacteos (helados),

salsas, aderezos y productos elaborados a base de jitomate (Badui, 2006).

2.4 Enzima Celulasa

Las celulasas son un sistema complejo de enzimas que hidrolizan las
uniones B-(1,4) de los glucanos y se encuentra en la naturaleza en
microorganismos gque atacan a las plantas, asi como en el sistema digestivo de

animales herbivoros.

Las Preparaciones comerciales provienen principalmente de
Trichoderma reesei y de A. niger(Badui, 2006). Siendo una mezcla de
diferentes componentes enzimaticos, forma un complejo enzimatico (formado
por tres enzimas: endo y exoglucanasas, y B-glucosidasa) (figura 6), la cual
actua de forma sinergista en la degradacion de la celulosa (Veldzquez-Luna,
2011).

Es una enzima compleja, la cual su funcion es degradar la celulosa y
costa de dos unidades importantes como minimo: C-1, que rompen los enlaces
de hidrogeno, liberando cadenas de glucosa susceptibles a una posterior
hidrolisis, y C-X, que hidroliza estas cadenas hasta celobiosa y glucosa. Las
células parecen diferir en su capacidad para abstener el factor hidrolitico
(Veldzquez-Luna, 2011).
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Figura 6. Complejo enzimatico que forma a las celulasas

2.4.1 Usos industriales

Este grupo de enzimas se usan en forma limitada para mejorar la
extraccidn de aceites esenciales, ablandar los tejidos celulésicos de verduras,
frutas y para ayudar a la rehidratacién de diversos productos. Facilitan el
proceso de descascarillado en los granos del café y en la produccion del mosto
en la cerveza también en la vinificacion, donde la eliminacién de los -glucanos

facilitan los procesos de filtracion o clarificacién (Badui, 2006).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacién del area de estudio

El presente trabajo de investigacion fue realizado en el laboratorio del
Departamento de Produccion Animal de la UAAAN, especificamente en el
laboratorio de Microbiologia agropecuaria.El cual se dividi6 en IV etapas,

mismas que a continuacion se describen:
3.1.1 Material biolégico

Se utilizaron cepas de microorganismos (de las vacas del establo de la
UAAAN) tomados de cultivos puros aislados e identificados por Herrera-

Palacios, Martinez-Huerta 'y Velazquez-Luna (2011).

ETAPA |: Aislamiento de microorganismos bacterianos en medio de cultivo

para anaerobios agar-Schaedler (AS).

3.2 Preparacién del medio

Se diluyeron 41.9 g de agar, en 100 ml de agua destilada, agitando de
forma uniforme para homogeneizar la solucion, para luego ser solubilizado (se
hierve a flama de mechero hasta alcanzar el color adecuado (cristalino)) y se
Esterilizo en una auto clave (121 °C-15 Ib-15 min). Se vaciaron 15-20 ml de AS

en las cajas Petri y se guardaron a 4° C hasta su uso posterior.

La preparacion del medio se realiz6 segun lo establecido en base a la
demanda de la investigacién, de esta manera también se realizaron los

calculos para cada vez que se fuera a preparar el medio.
3.2.1 Siembra en medio sélido
Posteriormente se realizaron siembras en cajas Petri estériles, con la

ayuda de una asa Bacterioldgica, por el método de estria abierta cruzada sobre

el AS cerca del mechero como se muestra en la figura 7, posteriormente se
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incubaron de 37°C-40°C en condiciones anaerobias (en frascos con inyeccion
de CO,). El tiempo de incubacion dependié del tiempo en que se fue
observando crecimiento uniforme de los microorganismos, la revision se llevo

acabo cada 24 horas.

Figura 7. Siembra del microorganismo en estria abierta

cruzada

3.2.2 Caracterizacién macroscépica

Una vez que se obtuvo el cultivo puro con crecimiento homogéneo se

caracteriz6 mediante forma, color, tamafo, bordes, elevacion, etc.

3.2.3 Caracterizacién microscépica

La identificacion microscopica se llevdo a cabo mediante la tincién de
Gram, la cual es una técnica de coloracion de contraste o diferencial, que se
desarrollo en 1844 y se utiliza en microbiologia para la observacion de las
bacterias, las cuales, con base en la reaccion que tengan las paredes de los
microorganismos a los colorantes usados con esta técnica, se les califica en
Gram positivos y Gram negativos; considerandose bacterias Gram positivas a
las bacterias que se aprecian en color violeta y en color rosa bacterias a las
Gram negativas, otra ventaja es que se puede efectuar una percepcion
primordial a las diferencias entre bacterias, por su morfologia (cocos, bacilos y

espirilos).
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Esta técnica de coloracion de contraste fue descubierta por Hans
Christian Gram en 1884. Es de considerarse que la reaccion de Gram no es
infalible ni constante; puede variar con el tiempo del cultivo y el pH del medio, y

quiz& por otras causas.

El fundamento de la técnica se hace con base en las diferencias entre

las paredes celulares de las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

De acuerdo a esto se realizaron los frotis necesarios de las cepas en
estudio (obtenidas del liquido ruminal de los bovinos de la UAAAN), dejando
secar al aire cerca del mechero. Posteriormente se fij6 el frotis al calor del
mechero y siguiendo las instrucciones de la tincion de Gram se cubrié la
muestra con cristal violeta, se dej6é actuar durante 1 minuto, después del tiempo
se enjuago con agua destilada para escurrir el colorante.Se cubrio el frotis con
lugol y se dejé actuar durante 1 minuto, se cubri6 el colorante y se lavd con
agua. Posteriormente se decoloro con alcohol aproximadamente por unos 5
segundos siguiendo las instrucciones hasta que el colorante se quitd, se cubrié
el frotis con safranina dejandolo actuar por 1 minuto dejandolo que se cubriera
todo el frotis para luego enjuagarlo con agua destilada, dejandolo secar al aire
cerca del mechero, y para finalizar se llevaron los frotis a ser observados en el
microscopio a 100 X con la utilizacion del aceite de inmersién (figura 8).

Figura 8. Frotis de la tincion de Gram
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ETAPA II: Purificacién y mantenimiento de las cepas obtenidas.

3.3 Purificacion de los microorganismos aislados

Aislar es separar un tipo de microorganismo a partir de una poblacion
gue los contiene de varios tipos. De esta forma se tomo la colonia seleccionada
con el asa Bacteriolégica calibrada (calentada al rojo vivo y enfriada antes de
tomar la muestra, cada vez que se estrio) para lograr la separacion de las
colonias de manera mas segura y efectiva, se realizaron resiembras por el
meétodo de estria abierta cruzada sobre el AS, posteriormente se incubd a una
temperatura de 37°C — 40°C, en condiciones anaerobias por 96 h o hasta

observar crecimiento homogéneo (revisando crecimiento cada 24 horas).

Las colonias que se obtuvieron una vez que el microorganismo se
adapto, se purificaron y se mantuvieron en tubos para cultivo en AS con pico de
flauta y mantenidas a 4°C bajo condiciones anaerdbicas. Con cada colonia
pura obtenida fue identificada con un cédigo de la muestra de la que fue

aislada, el medio en el que se desarrolla y un nimero de secuencia.

ETAPA llI: Empleo de un microorganismo bacteriano para la producciéon de

una enzima de interés industrial en alimentos, mediante el disefio de un medio

de cultivo inductor.

3.4. Ensayo (Screening)

Se eligieron 6 cultivos puros en cajas Petri y se sometieron a un
screening para verificar la degradacion de celulosa empleandola como Unica

fuente de carbono papel periddico, papel filtro y carboximetil celulosa (figura 9).
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Figura 9. Cajas Petri conteniendo cultivos puros para el Screening

3.4.1 Medio especifico sélido

Se prepararon tres medios diferentes especificos para la degradacion de
celulosa (cuadro 2) empleando tres fuentes de carbono; las cuales fueron
solubilizadas junto con el medio mineral (agar bacteriol6gico, NaCl, NaNOs,
KCIl, KH,PO4, MgSO,4 en 100 mL de agua destilada). Los componentes del
medio mineral (cuadro 2) fueron homogeneizados y esterilizados a 121° C por
15 minutos a 1 atm de presion. Posteriormente el medio fue vaciado en cajas
Petri (figura 10) y se sembr6 cada uno de los cultivos puros por el método de

estria abierta cruzada y se incubo de 37°C- 40°C en condiciones anaerobiosis.

Figura 10. Medios sélidos seleccionados y vaciados en cajas Petri
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Cuadro 2. Componentes del medio de cultivo sdélido para la produccion de la

enzima celulasa.

Componente Cantidad %
Agar Bacteriolégico 2
NacCl 0.5
NaNO3 0.3
KCI 0.5
Fuente de C:

1. Papel Periédico.

2. Papel Filtro 1
(comercial de
laboratorio)

3. Carboximetil

celulasa de Sodio

(Golden Bell).
KH,PO,4 0.2
MgSO, 0.01

3.4.2 Caracterizacion macroscopica

Una vez identificadas todas las caracteristicas del cultivo se llevé a cabo
la descripcidbn de cada una de las colonias puras obtenidas (figura 11),

tomando encuenta su forma, tamano, color, borde, etc.
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Figura 11. Representacion de una colonia pura obtenida del liquido ruminal

3.4.3 Caracterizacién microscoépica

Para llevar a cabo la descripcibn microscopica de la colonia pura
obtenida se recurri6 al método de la tincion de Gram (figura 8) y Para

posteriormente realizar la descripcion microscépica de manera detallada.

3.4.4 Curva de crecimiento

Se llevé a cabo mediante la técnica de turbidimetria a tiempos de 0, 12,
24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 horas. Tomando alicuotas de cada
tiempo las cuales fueron leidas a 590 nm, en el espectrofotometro (GENESYS
20) para poder medir la absorbancia y determinar la curva de crecimiento de

los microorganismos.
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3.4.5 Producciéon de la enzima celulasa

3.4.6 Induccidn de la actividad celulasa en medio liquido especifico

Se selecciondé y tomé el cultivo puro (cepa cuatro)en base a su
crecimiento homogéneo en un tiempo corto (48 h).
Una vez identificado el cultivo se realizé una induccion en tres medios
especificos empleando como Unica fuente de carbono papel periédico, papel

filtro y carboximetil celulosa, para la produccion de la enzima celulasa.

Preparacion _del _medio liquido inductor 1: en un matraz Erlenmeyer se

disolvieron 100 mL de agua destilada (cuadro 3), adicionada con la fuente de
carbono seleccionado (papel periédico); posteriormente se solubilizaron vy
esterilizaron, cuando el medio se encontraba a temperatura ambiente se
sembrd el cultivo puro seleccionado, con la ayuda del asa bacteriolégica
tomando un volumen pequefio de la cepa. Posteriormente se realizd
anaerobiosis, y se monitored la cinética a tiempos de 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168,192, 216, 240 horas. Cada muestra se corri6 por duplicado,

tomandose alicuotas de 1.5 mililitros en tubos eppendorf.

Preparacién del medio liquido inductor 2: en un matraz Erlenmeyer se disolvio

100 mL de agua destilada (cuadro 3), adicionada con la fuente de carbono
seleccionado (papel filtro) posteriormente se solubilizaron y esterilizaron, ya
gue este se encontraba a temperatura ambiente se sembrd el cultivo puro
seleccionado, con la ayuda del asa bacteriolégicatomando un volumen
pequefio de la cepa. Posteriormente se realizO anaerobiosis, y se monitoreo la
cinética a tiempos de 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,192, 216, 240 horas.
Cada muestra se corrid por duplicado, tomandose el inoculo de 1.5 micro litros
en tubos eppendorf. Cada muestra se corrido por duplicado, tomandose

alicuotas de 1.5 mililitros en tubos eppendorf.
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Preparacién del medio liquido inductor 3: en un matraz Erlenmeyer se disolvio

100 mL de agua destilada (cuadro 3), adicionada con la fuente de carbono
seleccionado (carboximetil celulasa de sodio) posteriormente se solubilizaron
y esterilizaron, ya que este se encontraba a temperatura ambiente se sembr¢ el
cultivo puro seleccionado, con la ayuda del asa bacteriolégicatomando un
volumen pequefio de la cepa. Posteriormente se realiz6 anaerobiosis, y se
monitored la cinética a tiempos de 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,192,
216, 240 horas. Cada muestra se corrié por duplicado, tomandose el inoculo de

1.5 micro litros en tubos eppendorf.

Cuadro 3. Componentes del medio liquido especifico para la produccion de

celulasa.
Componente Cantidad
NacCl 0.5%
NaNOs3 0.3%
KCI 0.5%
Fuente de C:
1. Papel Periddico.
2. Papel Filtro 1%
(comercial de

laboratorio)
3. Carboximetil celulasa
de Sodio (Golden

Bell).
KH.PO,4 0.2 %
MgSO. 0.01 %
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3.4.7 Curva de crecimiento en medio especifico

Se tomaron las alicuotas de 1.5 micro litros, obtenidas cada tiempo (O,
12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,192, 216, 240 horas) con su respectiva
repeticion. Cada una de las alicuotas tomadas fueron centrifugadas a 10000
rom para poder separar la biomasa (células) y asi obtener el extracto
enzimatico, las cuales fueron leidas mediante la técnica de turbidez
empleando un espectrofotdmetro (GENESYS 20) a una longitud de onda de
590 nm.

ETAPA IV:Cinéticas enzimaticas del microorganismo seleccionado empleando

el extracto enzimatico producido por la cepa.

3.5 Preparacién del sustrato especifico para la produccion de la enzima

celulasa.
Se prepar6 el medio liquido especifico para inducir al microorganismo a
la produccion de celulasa como se menciona en la metodologia del punto 3.4.6

(cuadro 4).

Cuadro 4. Componentes del sustrato liquido especifico para la produccion de

celulasa
Componente Cantidad
NaCl 0.5 %
NaNO; 0.3%
KCI 0.5 %

Fuente de C;

1. Papel Periddico.
2. Papel Filtro (comercial

0,
de laboratorio) 1%
3. Carboximetil celulasa
de Sodio (Golden Bell).
KH,PO, 0.2 %
MgSO, 0.01 %
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3.5.1 Cinética enzimética

Se agregaron 200 pL de los diferentes sustrato: papel periédico, papel
filtro y carboximetil celulosa en tubos de ensaye (duplicado) y se colocaron en
bafio Maria (Napco Model 210A) a 40° C. Se afiadieron 50 pL de extracto
enzimatico obtenido a los diferentes tiempos de fermentacion, monitoreando a
tiempos de reaccion de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 y 120 minutos (figura 12).

Figura 12. Montaje del equipo para la realizacién de la cinética
enzimatica.

3.5.2 Determinacién de proteina extracelular por el método de Biuret.

El producto obtenido de la cinética enzimatica se cuantific6 mediante la
técnica de proteinas totales. Las muestras obtenidas de los diferentes tiempos
de fermentacion, fueron centrifugadas a 10000 rpm (2 ciclos). El sobrenadante
fue separado y empleado como extracto enzimatico a diferentes tiempos de
fermentacién para la determinacion de proteina extracelular mediante el

método de Biuret.

La técnica consiste en agregar 500 yL de reactivo Biuret y 25 uL de
extracto enzimatico de los diferentes tiempos de fermentacién en tubos de

ensaye (duplicado), en un bafio a una temperatura de 37°C por 30 minutos
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(incluyendo un blanco y un patrén) posteriormente se agitaron y se leyo la

absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm.

Para conocer el efecto de las condiciones de reaccion sobre la enzima y
el sustrato, se preparé una muestra patrén y una muestra blanco. Las muestras

fueron preparadas de la siguiente manera (cuadro 5):

Blanco:

25 uL de agua destilada + 500 pL de Biuret
Patron:

25 pL de solucion patron + 500 pL de Biuret
Muestra:

25 uL de extracto enzimatico + 500 pL de Biuret

Cuadro 5. Preparacion de muestras para cuantificacion de proteinas totales por

el método de Biuret

Blanco Patron Muestra
Agua destilada 150pL. 000 s e
Sustrato 0 e e 145 pL
Extracto =00 e e 5 uL
enzimatico
Reactivo Biuret 500 pL 500 pL 500 pL
e QUL e

Para el analisis de datos se emple6 la siguiente ecuacion:

Conc. de Prot. Tot. = A muestra x Conc. Patron
A patron

A = Absorbancia
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3.5.3 Determinacién de azucares reductores (Somogy-Nelson)

3.5.4 Cuantificacion de la actividad enzimatica:

La cuantificacion de los azucares reductores se sigui6 mediantela
técnica de azucares reductores se siguid mediante el método propuesto por
Somogy 1952, Nelson1944, la cual sirve para cuantificar azucares reductores y

por esta raz6n se prepararon los siguientes reactivos:

3.5.5 Reactivo 1 (Somogy):

Solucién A: 25 g de carbonato de sodio anhidrido (Na,CO3), 25 g de tartrato de
sodio y potasio tetrahidratado (KNasH406.4H,0), 20 g de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) y 200 g de sulfato de sodio (Na2S04) se disolvieron en agua
destilada y se aforo a 1 litro.

Soluciéon B: en 200 ml de agua destilada se agregaron 4 gotas de &cido
sulfurico concentrado (H.SO,) disolver 30 g de sulfato de cobre pentahidratado
(CUSO4H20)

El reactivo 1 se prepardé mezclando 1 mL de solucién en 25 mL de solucion A.

3.5.6 Reactivo 2 (Nelson):

Solucion A: en 450 ml de agua destilada se disolvié 21 mL de acido sulfarico
concentrado (H,SO,) y 25 g de molibdato de amonio ((CNH4) 6M07024.4H,0).

Soluciéon B: 3 g de arsenito de sodio heptahidratado (NaHAsO4.7H,0) se
disolvieron en 25 mL de agua destilada.
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El reactivo 2 se preparé mezclando lentamente la soluciébn 1 y 2 en
agitacion y se aforaron a 500 mL. Posteriormente se calentd a 55° C durante 30

min.

Las muestras obtenidas de los diferentes tiempos, fueron centrifugadas
a 1,000 rpm, por 10 minutos (2 ciclos). ElI sobrenadante fue separado y
empleado como extracto enzimatico a diferentes tiempos de fermentacién para

la determinacion de azucares reductores.

3.5.7 Cinética Enzimatica

El producto obtenido de la cinética enzimética se cuantific6 mediante la
técnica de azucares reductores. La metodologia empleada para la medicién de
azucares reductores fue la siguiente: Se colocaron 250 uL del reactivo 1
Somogy, para que se incubara en bafio de agua hirviendo a 100°C durante 10
minutos, posteriormente se retir6 del agua hirviendo y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente. Se agregaron 250uL de reactivo 2 Nelson y se agitd
vigorosamente. Se agregaron 4 mL de agua destilada y se agitd vigorosamente
y finalmente se midié la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de
onda de 660 nm (figura 13).

UL ) | P

o]

g

Figura 13. Cuantificacién de los azucares reductores desde la cinética hasta la lectura en el

espectrofotometro.
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Una unidad de actividad celulosa se define como: la cantidad de
azucares reductores liberados en mg/ml por cada ml de proteina en 1 hora,

empleando celulosa al 1%(U).

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El presente trabajo de investigacion realizado en la UAAAN se llevo a
cabo en tres etapas para asi poder aislar, purificar e inducir a un
microorganismo presente en el liquido ruminal de bovino a producir la enzima

celulasa de interés industrial. Dichas etapas se describen a continuacion.

ETAPA |: Aislamiento preliminar de microorganismos ruminales bacterianos en
Agar Schaedler.

4.1 Caracterizacién macroscopica de las especies bacterianas aisladas en
AS

La ingestién de alimento en forma casi continla y las contracciones de
las paredes junto con la absorcion o pasaje de los metabolitos bacterianos
constituyen un continuo reabastecimiento de substratos que permite el
crecimiento de una densa y variada poblacién microbioldgica. La mayoria de
los microorganismos son bacterias y protozoos ciliados. Hay ademas
levaduras y flagelados. Por lo tanto se trabajé con bacterias del rumen debido
a su alto crecimiento poblacional deprocariotas. De las que se obtuvieron seis
colonias puras las cuales presentaron caracteristicas como coloracion blanca,
forma circular, consistencia suave y seca, dichas cajas sembradas en estria
abierta cruzada (al realizarse la tincion de Gram mostraron que las colonias
identificadas son cocos Gram positivos, dichos resultados coinciden con lo
descrito por Mata en el 2010 y sedemostrd que el microorganismo VML-2 es
capaz de producir la enzima celulasa degradadora de nopal (Opuntia
lindheimeri y Opuntia robusta). Esta cepa fue caracterizada de manera
macroscopica mediante resiembras en cajas Petri que contenian AS durante 24

hrs. observando que dichas colonias presentan una coloracién blanca, forma
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irregular, elevaciobn convexa, consistencia suave, bacilos cortos Gram
negativos, no agrupados.Sin embargo, dicha informacién obtenida de las
caracteristicas macroscopicas no es suficiente para poder afirmar que
microorganismo representa, debido a que existen muchas colonias bacterianas
que son pertenecientes a distintos géneros y especies y pueden presentar

morfologias macroscopicas similares.

Se observaron las cajas Petri (figura 14) en la que algunas de ellas
(Caja # 1, Caja # 2 una la colonia 2) tuvieron un solo crecimiento de una sola
colonia, mientras que las demas cajas (Caja # 5, Caja # 2 colonia 1, Caja # 7,
Caja # 3) mostraron un crecimiento muy estriado. Esto nos indicé que el
crecimiento poblacional fue mucho méas grande debido a diferentes condiciones

de temperatura ya que la primera colonia se incub6 a 37 ° C y las demas a 40°
C.

Figura 14. Crecimiento del microorganismo incubado a 40 ° C, la cepa VML-2 obtenida del
liquido ruminal.
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Cuadro 6. Morfologia macroscopica de los microorganismos aislados en Agar Schaedler

Caja# 1 VML-2

# Colonia | Tamafio Color Forma Elevacion Superficie | Aspecto Bordes Luz Luz Consistencia | #de
reflejada transmitida Repeticiones
1 Grande Blanco Circular Plana convexa Seca Entero Mate Opaca Suave 2
-2 S [ e e [ S
Caja# 2 VML-2
1 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 3
2 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 3
Caja # 3 VML-2
1 No Beige Irregular Plana Lisa Humedo Liso Brillante Traslucida Suave y 1
determinado viscosa
2 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca suave 4
Caja#5 VML-2
1 Chico Beige Circular Plana Lisa Seca Enteros Mate Opaca suave 2
2 No Rojo claro | Irregular Plana Lisa Humedo Irregulares | Brillante Traslucida Suave y 1
determinado viscosa
3 No Rojo claro | Irregular Plana Lisa Humedo Irregulares | Brillante Traslucida Suave y 1
determinado viscosa
Caja# 6 VML-2
1 Chico Beige circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 3
2 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 1
3 No Rojo claro Irregular Plana Lisa Humedo Liso Brillante Traslucida Suave y 1
determinado viscosa
Caja# 7 VML-2
1 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 3
2 No Rojo Claro | Irregular Plana Lisa Himedo Liso Brillante Traslucida Suave y 1
determinado viscosa
3 No Rojo Claro | Irregular Plana Lisa Humedo Liso Brillante Traslucida Suave y 1
determinado viscosa
4 Chico Beige Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 1
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En el cuadro 6 se muestra la morfologia macroscopica de las células
aisladas en AS, donde se consiguio definir morfolégicamente 16 colonias y de
las cuales se aislaron 6 colonias semejantes; en donde las formas mas
predominantes de las colonias fueron las circulares. Estos resultados coinciden
con lo que Valdez-Sepulveda y Reyes-Arreozola reportaron en el 2010, ya que
fueron registradas seis apariencias posibles para las colonias de cepas para la
produccion de la celulasa: presentando una morfologia macroscoépica cocoide
con perfecta definicibn en sus bordes (enteros), en su morfologia colonial

(macroscopica), con aspecto seco y suave.

En el cuadro 6 también se puede apreciar que 6 cepas presentaron la
misma morfologia colonial (color blanco, convexas). Comparando las colonias
macroscopicamente (cuadro 6 y figura 15) se puede observar que la colonia 1
de la caja # 1, colonias 1 y 2 de la caja # 2, colonia 2 de la caja # 3, colonia 1
de la caja # 5, colonias 1y 2 de la caja # 6, y las colonias 1 y 4 de la caja # 7,
coinciden en todas sus caracteristicas morfologicas. Esto no nos determina que
se trate de la misma cepa. Sin embargo la colonia 1 de la caja # 3, colonias 2 y
3 de la caja # 5, colonia 3 de la caja # 6, y las colonias 2 y 3 de la caja # 7,

también presentaron una morfologia muy semejante.

En general la mayoria de las colonias sembradas en agar nutritivo son
de color blanco, forma circular, aspecto seco, bordes enteros y consistencia
suave, lo cual nos habla de una predominancia de ciertas cepas en el
contenido ruminal. Esto concuerda con lo descrito por Valdez-

Sepulvedareportado en el 2010.
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4.1.1Caracterizacion microscopica de las especies bacterianas aisladas
en AS

La mayoria de las bacterias aisladas en AS fueron analizadas con la
tincién de Gram por medio del microscopio 6ptico y observadas bajo el objetivo
de 100 X (Figura 15); las cuales presentaron forma cocoide o de bacilos cortos;
es por esto quese consiguieron definir morfologicamente 16 colonias diferentes,
obtenidas de la purificacion de todas las cajas Petri que se tenian en el inicio

de la presente investigacion (cuadro 7 y figura 15).

D) E) F)

Figura 15. Cajas Petri con las 6 cepas puras obtenidas de la
purificacion.
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Cuadro 7. Morfologia microscoOpica de los microorganismos aislados en Agar Schaedler

periddico, papel filtro y carboximetil celulosa).

Caja# 1 VML-2

# Colonia Tamafio Color Forma Elevacién Superficie Aspecto Bordes Luz Luz Consistencia #de Gram
reflejada transmitida Repeticiones
1 Grande Blanco Circular Plana convexa Seca Entero Mate Opaca Suave 2 Cocos
Gram (+)
2 o o o
Caja # 2 VML-2
1 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 3 Cocos (+)
2 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 3 Cocos (+)
Caja # 3 VML-2
1 No Beige Irregular Plana Lisa Humedo Liso Brillante Traslucida Suave y 1 Bacilos
determinado viscosa largos (+,-)
Bacilos
cortos (+,-)
2 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca suave 4 Cocos (+)
Caja #5 VML-2
1 Chico Beige Circular Plana Lisa Seca Enteros Mate Opaca suave 2 Cocos
Gram (+)
2 No Rojo Irregular Plana Lisa Hdmedo Irregulares Brillante Traslucida Suave y 1 Bacilos
determinado claro viscosa largos (+,-)
3 No Rojo claro Irregular Plana Lisa Hdmedo Irregulares Brillante Traslucida Suave y viscosa 1 Bacilos
determinado largos(+)
Bacilos
cortos(-)
Caja# 6 VML-2
1 Chico Beige circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 3 Cocos (+)
2 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 1 Cocos (+)
Bacilos (-)
3 No Rojo claro Irregular Plana Lisa Hdmedo Liso Brillante Traslucida Suave y 1 Bacilos
determinado viscosa largos (+,-)
Bacilos
cortos (+,-)
Caja# 7 VML-2
1 Chico Blanco Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 3 Cocos (+)
2 No Rojo Irregular Plana Lisa Humedo Liso Brillante Traslucida Suave y 1 Bacilos
determinado Claro viscosa largos (-)
Bacilos
cortos (-)
3 No Rojo Claro Irregular Plana Lisa Hdmedo Liso Brillante Traslucida Suave y viscosa 1 Cocos (+,-
determinado
Bacilos (+)
4 Chico Beige Circular Plana Convexa Seco Liso Mate Opaca Suave 1 Bacilos
cortos (+,-)
Bacilos

largos (+,-)
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De las colonias estudiadas se obtuvieron 6 cepas puras donde la
morfologia colonial puede ser observada en las figura 16, 17 y 18; ademas se
puede observar que todas presentaron un crecimiento uniforme y de acuerdo
a los resultados del cuadro 7se indica que se puede tratar de los mismos
microorganismos; sin embargo, proporcioné informacion mas contundentes de
los tipos de microorganismos que se encontraron en las diferentes resiembras,
observando que en las 6 cepas aisladas los microorganismos identificados
fueron cocos Gram positivos como se muestra en la figura 16,ya que esto se
debe a que las paredes celulares de estas bacterias son mas gruesas (tienen
mas peptidoglicano y menos lipidos), no son permeables al disolvente
empleado en la decoloracion (alcohol-acetona) ya que éste deshidrata la pared
celular y cierra los poros, disminuyendo de esta manera los espacios ente las
moléculas, y provocando que el complejo cristal violeta-yodo quede atrapado

dentro de la pared celular(Valdéz-Sepulveda,2010).

La morfologia microscépica indica que las 6 cepas aisladas presentaron
morfologia en forma de cocos pequefios como se muestra en la figura y de
acuerdo a los resultados obtenidos del cuadro 7, la caja # 1-1, caja # 2-1, caja
# 2-2, caja # 3-2, caja # 5-1, caja # 6-1, caja # 6-2, caja # 7-1, caja # 7-4, la
morfologia microscoépica indica que se tratan de cocos Gram positivos lo cual

concuerda con lo descrito por Valdez-Sepulveda (2010).

Figura 16. Morfologia microscépica de los microorganismos Gram positivo aislados del liquido
ruminal
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Al analizar las colonias 2 y 3 de la caja # 5, colonia 3 de la caja # 6,
fueron caracterizados como microorganismos Gram negativos y la morfologia
microscépica demuestra quetienen forma de bacilos pequefos, ovalados,
algunos largos y otros cortos como se muestra en la figura 17.

Figura 17. Morfologia microscépica de los microorganismos Gram negativo aislados del liquido
ruminal. Caja# 5y caja#6

La colonia 1 de la caja # 3 y las colonias 2 y 3 de la caja # 7 mostraron
que fueron mas pequefios en cuanto a tamafio y macroscopicamente son de
elevacion plana, forma irregular, como se muestra en la figura 18.

Figura 18. Morfologia microscépica de los microorganismos Gram negativo aislados del liquido
ruminal, caja# 3y caja # 7.
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Una vez conociendo las caracteristicas macro y microscopicas de
todas las colonias se seleccionaron solo las colonias puras de las cajas: Caja #
1 VML-2, Caja # 2 VML-2, Caja # 5 VML-2, Caja # 2 VML-2, Caja # 7 VML-2,
Caja # 3 VML-2 debido a que coincidian en todas sus caracteristicas
macroscopicas, siendo predominantes los cocos Gram positivos, los cuales

fueron empleados para la siguiente etapa (obtencion de la enzima celulasa).

ETAPA II: Purificaciéon y mantenimiento de las cepas obtenidas.

4.2 Purificacion de los microorganismos aislados

Las seis cepas seleccionadas se mantuvieron en AS bajo anaerobiosis y
conservadas en tubos de cultivo bajo las mismas condiciones. La purificacion
de cada una de las cepas se logr6 mediante la técnica de estria abierta
cruzada, la cual es una técnica adecuada donde se siembra por cuadrantes y

es Util para obtener colonias puras.

ETAPA lll:Empleo de un microorganismo bacteriano para la produccién de una

enzima de interés industrial en alimentos, mediante el disefio de un medio

sé6lido de cultivo inductor.

Una vez seleccionadas las 6 cepas puras en base a su crecimiento
homogéneo en 24 horas, se llevé a cabo la siembra de cada una de ellos en
sustratos especificos para observar su crecimiento, tomando en cuenta los

factores de temperatura (40°C) y tiempo (72 h).

El papel empleado como fuente de carbono en el medio inductor es
un elemento hecho de fibras vegetales de celulosa, éstas se aglomeran
originando una hoja resistente y a su vez flexible. Los que contengan fibras
largas seran mas rigidos, mientras que los que contengan fibras cortas seran
mas flexibles; pero la longitud de éstas no son lo Unico que les brindan las
caracteristicas al papel; el tipo de pulpa de celulosa también afecta a

condiciones tales como la rigidez.La pulpa quimica hace que este elemento sea
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menos rigido, mientras que la pulpa mecanica aumenta su rigidez. Es por ello
que para la obtencion de la enzima celulasa se utilizo papel debido a su alto
contenido en celulosa. Cabe mencionar que a la carboximetil celulosa se utilizé
como fuente directa de celulosa. La celulosa se emplea en la industria
alimentaria en forma microcristalina y en forma de derivados quimicos como
estabilizante y material de relleno. La celulosa microcristalina comercial se
obtiene mediante hidrdlisis parcial de la celulosa amorfa con acido clorhidrico
diluido, ya que el material insoluble en acido es esencialmente el componente
cristalino natural, cuyo tamafio de particula es de unas 0.2 um. generalmente el
producto se utiliza asociado a otros derivados solubles en agua (Robinson,
1991).

Para la hidrélisis completa de celulosa a unidades de D-glucosa se
requiere primero transformarla a estado amorfo con endoglucanasas (EC 3. 2.
1. 4), posteriormente hidrolizarla a unidades de celobiosa con celobiohidrolasas
(EC 3. 2. 1. 91) y por ultimo convertir esta ultima a unidades de D-glucosa con
la intervencion de B-glucosidasas (EC 3. 2. 1. 21) (Badui, 2006).

4.3. Produccion de la enzima celulasa empleando papel periédico como

fuente de carbono en medio sélido

El papel periddico es el resultado del reciclado de los papeles usados
ya que sus fibras son una alternativa muy significativa por que poseen gran
cantidad de celulosa. Estos son considerados como fibras secundarias ya que
contribuye una gran porcion de material fibroso recuperado. En la cuadro 7 se
muestra el crecimiento obtenido empleando un medio sélido mineral y papel
periodico como fuente de carbono, en donde se puede observar un crecimiento
de las 6 cepas en estudio a partir de las 48 horas después de su incubacién a

una temperatura de 40 ° C.

En la figura 19 se muestra el crecimiento en las cajas Petri con el
papel periédico en el medio soélido, lo que nos indica que el microorganismo
(cocos Gram positivo) fue capaz de emplear al papel periédico como Unica

fuente de carbono; ademas la morfologia coincidia a su caracterizacion inicial
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(cocos Gram positivos mostraron un crecimiento de una o dos colonias color

blancas, elevadas, circulares, secas y muy grandes).

Figura 19. Cajas Petri empleando papel periédico como fuente de carbono

El crecimiento de las cepas (figura 19) fue monitoreado cada 24 horas
como se observa en el cuadro 8, dando como resultado que en la cepa 1-A si
hubo crecimiento a las 48 horas obteniendo una colonia con morfologia
circular, color traslucida, plana, seca, considerandola como caja con
crecimiento positivo (en la repeticion la caja fue con crecimiento negativo). En
la cepa 2-B si hubo crecimiento a las 48 horas de su incubacion donde crecio
una colonia pequefia con morfologia circular, traslucida, plana, flamentosa y de
consistencia seca, considerando la caja con crecimiento positivo (en la
repeticion la caja fue con crecimiento negativo). En la cepa 3-C si mostrd
crecimiento a las 48 horas, dando una colonia grande la cual cubrié toda la caja
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con morfologia de color blanco y traslucido, elevado, liso, circular,
considerando la caja con crecimiento positivo (en la repeticion la caja fue con

crecimiento negativo).

Mientras que en la caja 4-D si se obtuvo crecimiento a las 72 horas
donde crecidé una colonia con morfologia pequenfia, circular, traslucida, plana y
filamentosa, considerandola como caja con crecimiento positivo (también se
mostré crecimiento positivo en la caja que se tomé como repeticion).
Posteriormente se observo la cepa 5-E donde se si mostrd crecimiento en la
caja hasta las 144 horas dando una colonia con una morfologia chica,
traslucida, circular, seca, la cual se considerd la caja con crecimiento positivo
(en la repeticidn la caja fue con crecimiento negativo). Finalmente se observo la
cepa 6-F la cual no mostr6 ningun crecimiento en la caja por lo que se
considerd la caja con crecimiento negativo (en la repeticién la caja fue con

crecimiento negativo).

Teniendo los resultados de todas la cajas sembradas con papel
periddico como unica fuente de carbono se demostrd que las cepas 1-A, 2-B, 3-
C, 5-E y 6-F (repeticion) no mostraron un crecimiento homogéneo del
microorganismo considerando las cajas con crecimiento negativo , mientras
que la demas cepas 4-D (repeticion) si tuvieron crecimiento, esto nos indica
que si fueron adaptables al medio sdélido que contenia papel peridodico como
Unica fuente de carbono y por lo cual se consideré6 como caja con crecimiento

positivo.

Tomando encuenta todos los resultados antes mencionados se
demostré que el papel periédico es una muy buena fuente de carbono para la
obtencion de la celulasa, ya que en su mayoria fue degradada por los

microorganismos.
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Cuadro 8. Crecimiento de los seis microorganismos en diferentes tiempos

(papel periédico como fuente de carbono).

CRECIMIENTO MICROBIANO EN PAPEL PERIODICO

CEP'A 1 30/mayo/11 | 31/mayo/11 | 01/junio/11 | 02/junio/11 | 03/junio/11 | 04/junio/11 | 05/junio/11 | 06/junio/11 | 07/junio/11 | 08/junio/11
ycaas | 24 Hr, 48 Hr. 76 Hr. 96 Hr. 120 Hr. 144 Hr. 168 Hr. 192 Hr. 216 Hr. 240 Hr.
3 X v X X v v v v v v
4 X v X X X X X X X X
CEPA?2
y cajas
3 X 4 = X X X X X X X
4 X X X X v v = = = =
CEPA3
y cajas
3 X X X X X X X X X X
4 X v v v v v v v v v
CEPA 4
y cajas
3 X v v v v v v v v v
4 X v v v v v v v v v
CEPA5
y cajas
3 v v X X X v v v v v
4 X 4 X X X X X X X X
CEPA 6
y cajas
3 \/ \/ \/ \/ = = = = = =
4 \/ \/ \/ \/ = = = = = =
v : crecimiento poblacional del microorganismo.
X : no hay crecimiento del microorganismo.

: crecimiento estable o detenido.

4.3.1 Produccion de la enzima células mediante el empleo de papel filtro

como fuente de carbono en medio sélido.

El papel filtro esta fabricado con fibras de celulosa pura en un 100 %
del grado alfa, estan impregnados con resinas especiales y estan disponibles
en una variedad de grados y dimensiones, permite el manejo de soluciones con

pH de 0-12 y temperaturas de hasta 120 ° C.
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En la figura 20 se muestra el crecimiento en las cajas Petri con el
papel filtro como Unica fuente de carbono en el medio sdlido, lo que nos indica
gue el microorganismo (cocos Gram positivo) en fue capaz de emplear al papel

filtro con muy poca adaptacion; ademas la morfologia coincidia a su

caracterizacion inicial.

E) F)

Figura 20. Cajas Petri empleando papel filtro como fuente de carbono
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El crecimiento de las cepas (figura 20) fue monitoreado cada 24 horas
como se observa en el cuadro 9, dando como resultado que en la cepa 1-A,
cepa 2-B, cepa 5-E y la cepa 6-F no presentaron ningin crecimiento de
colonias ya que la siembra no crecio, por lo que fueron consideradas como
cajas con crecimiento positivo (en la repeticion la caja fue se considerd con
crecimiento negativo). Mientas que en las cepa E-C si se observo crecimiento a
las 48 horas obteniendo una colonia con una morfologia traslucida, lisa, plana,
circular, consistencia seca y filamentosa por lo que se la caja fue considerada
con crecimiento positivo, y la cepa 4-D se observo crecimiento una colonia a
las 48 horas y una segunda colonia a las 196 horas, con morfologias iguales
las dos colonias, planas, filamentosas, circulares, traslucidas y de consistencia

Seca.

Teniendo los resultados de todas la cajas sembradas con papel filtro
como Unica fuente de carbono se demostr6 que las cepas 1-A, 2-B, 3-C, 4-D 5-
E y 6-F (repeticibn) no mostraron un crecimiento homogéneo del
microorganismo considerando las cajas con crecimiento negativo, en un lapso
de tiempo de 240 horas por lo que, esto nos indica que el microorganismo no
se adapt6 a las condiciones de nutrientes, lo cual puede ser debido a que no
tiene la capacidad de producir la enzima celulasa o bien el microorganismo
requiere de una induccion para que exprese la enzima (induccién); por lo que

fueron consideradas como cajas con crecimiento negativo.
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Cuadro 9. Crecimiento de los seis microorganismos en diferentes tiempos

(papel filtro como fuente de carbono).

CRECIMIENTO MICROBIANO EN PAPEL FILTRO

CEP_A 1 30/mayo/11 | 31/mayo/1 01/junio/11 | 02/junio/11 | 03/junio/11 | 04/junio/11 | 05/junio/11 | 06/junio/11 | 07/junio/11 | 08/junio/11
y cajas 1
24 Hr. 48 Hr. 76 Hr. 96 Hr. 120 Hr. 144 Hr. 168 Hr. 192 Hr. 216 Hr. 240 Hr.

5 X v X X X X X X X X
6 X v v v = X X X X X
CEPA 2
y cajas
5 X v = X X X X X X X
6 X X X X X X X X X X
CEPA 3
y cajas
5 X v v v v v v v v v
6 X X X X X X X X X X
CEPA 4
y cajas
5 X v v v v v v v v v
=CEPA
5y cajas
5 X 4 X X X X X X X X
6 X 4 X X X X X X X X
CEPA 6
y cajas
5 4 4 v = = X X X X X
6 4 4 v = X X X X X

v : crecimiento poblacional del microorganismo.

X : no hay crecimiento del microorganismo.

: crecimiento estable o detenido.

4.3.2 Produccion de la enzima células mediante el empleo de carboximetil

celulosa como fuente de carbono en medio sélido.

La carboximetilcelulosa es la sal parcial de sodio de un éter

carboximetilico de celulosa; ésta procede directamente de cepas naturales de

vegetales fibrosos, ya que es preparada a partir de la celulosa, la cual es el

principal polisacarido constituyente de la madera y de todas las estructuras

vegetales, es muy soluble, y puede ser fermentada en el intestino grueso,
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también contiene no menos de 6.5 por ciento y no mas de 9.5 por ciento de
sodio (Na).

La figura 21 muestra que las cepas que mostraron un crecimiento
homogéneo del microorganismo, mientras que las demas otras cepas no
presentaron crecimiento celular, esto nos indica que no fueron capaces de
adaptarse a la fuente de carbono (CMC) en el medio de cultivo en un tiempo de

240 horas por lo que se les consideré como cajas con crecimiento negativo.

E) F)

Figura 21. Cajas Petri empleando carboximetil celulosa como fuente de carbono

El crecimiento de las cepas (figura 21) fue monitoreado cada 24 horas
como se observa en el cuadro 10, dando como resultado que en la cepa 1-A,
cepa 5-E, y la cepa 6-F no presentaron crecimiento celular, por lo que se
consideraron las cajas con crecimiento negativo. Mientras que las cepas cepa
2-B si se observé crecimiento a las 48 horas obteniendo una colonia con una
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morfologia traslucida, lisa, plana, circular, consistencia seca y filamentosa por
lo que se la caja fue considerada con crecimiento positivo (en la repeticion la
caja fue con crecimiento negativo), en la cepa 3-C si se observo crecimiento a
las 48 horas obteniendo una colonia con una morfologia traslucida, lisa, plana,
circular, consistencia seca y filamentosa por lo que se la caja fue considerada
con crecimiento positivo (en la repeticion la caja fue con crecimiento positivo),
cepa 4-D si se observo crecimiento a las 48 horas obteniendo una colonia con
una morfologia traslucida, lisa, plana, circular, consistencia seca y filamentosa
por lo que se la caja fue considerada con crecimiento positivo (en la repeticion
la caja fue con crecimiento positivo ya que se presentd crecimiento de una

colonia a las 96 horas de incubacion).
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Cuadro 10. Crecimiento de los seis microorganismos en diferentes tiempos

(carboximetil celulosa como fuente de carbono).

CRECIMIENTO MICROBIANO EN CARBOXIMEIL CELULASA DESODIO

CEPA 1 30/mayo/11 | 31/mayo/1 01/junio/11 | 02/junio/11 | 03/junio/11 | 04/junio/11 | 05/junio/11 | 06/junio/11 | 07/junio/11 | 08/junio/11
y cajas 1
24 Hr. 48 Hr. 76 Hr. 96 Hr. 120 Hr. 144 Hr. 168 Hr. 192 Hr. 216 Hr. 240 Hr.
O X \/ \/ = = = = = = =
1 X \/ = = = = = = = =
2 X \/ = = = = = = = =
CEPA 2
y cajas
1 X v = v v v v v v v
2 X v 4 X X X X X X X
CEPA3
y cajas
1 X v = v v v v v v v
2 X v v v v v v v v v
CEPA 4
y cajas
1 X v = v v v v v v v
2 X v v v v v v v v v
CEPA5
y cajas
1 X v = X X X X X X X
2 X v = X X X X X X X
CEPA 6
y cajas
1 X v = X X X X X X X
2 X v 4 = X X X X X X
v - crecimiento poblacional del microorganismo.
X : no hay crecimiento del microorganismo.
. crecimiento estable o detenido.
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4.3.3 Induccion de la actividad celulasa en medio liquido especifico

De acuerdo a los resultados obtenidos de la proliferacion microbiana en
medio sdlido, y con la finalidad de observar el comportamiento de crecimiento de
los microorganismos estudiados, se procedid6 a determinar el crecimiento
empleando las mismas condiciones y nutrientes del medio de cultivo pero
proliferando al microorganismo en medio liquido. Unicamente se seleccioné una
cepa para el estudio enzimatico donde el criterio de seleccién fue: crecimiento
homogéneo, menor tiempo de crecimiento la cual fue a las primeras 48 horas de
su incubacion, no productora de gas ni de pigmentos. La cepa seleccionada fue la
# 4 como se muestra en la figura 22 ya que se puede observar que en su mayoria
crecid en todas las cajas Petri con las diversas fuentes de carbono.

a

Figura 22.cajas Petri con la cepa cuatro.
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4.3.4 Curva de crecimiento en medios especificos

La curva normal de crecimiento bacteriano presenta 4 fases principales: a)
fase de latencia o adaptacion (log), 2) fase de desarrollo logaritmica o exponencial
(log), 3) fase de transicion o estacionaria, y 4) fase declinaciébn o muerte celular
(Valdez-Sepulveda, 2010). Con la finalidad de observar el comportamiento cinético
de crecimiento del microorganismo estudiado, se procedié a determinar las curvas

de crecimiento empleando los medios adecuados.

4.3.4.1. Curva de crecimiento en medio liquido especifico (papel periédico)

para la produccion de celulasa.

En la figura 23 se muestra el crecimiento de la cepa aislada en papel
periodico en medio liquido, observandose que antes de las 24 horas el
microorganismo empieza su fase exponencial lo cual representa un crecimiento
adecuado, hay los nutrientes suficientes y el microorganismo es capaz de
completar el ciclo celular incrementando su nimero de manera exponencial (2", el
microorganismo tiene un crecimiento acelerado de forma exponencial ya que las
células se dividan a una velocidad constante determinada por la naturaleza
intrinseca de la bacteria y por las condiciones del medio, por lo tanto existe un
marcado aumento del numero total de células viables (Reyes-Arreosola, 2010),

presentando una velocidad especifica de crecimiento p= 0.9729 DO/h.

Durante esta fase los microorganismos crecen y se multiplican a una
velocidad exponencial, gracias al proceso de fision binaria, ya que en esta etapa
del cultivo celular existe abundancia de nutrientes, por lo que los microorganismos
son capaces de orientar sus procesos metabdlicos principalmente a la
multiplicacion y crecimiento celular. Su tasa de crecimiento es constante durante
este periodo donde el microorganismo dobla su nimero a intervalos regulares. La

poblacién es mas uniforme en términos de sus propiedades quimicas y fisiolégicas
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durante esta fase: por lo tanto, los cultivos en fase exponencial son usados en

estudios bioquimicos y fisiologicos (Reyes-Arreosola, 2010).

En la curva de crecimiento (figura 23) es posible observar que el
microorganismo no tardo en adaptarse a los nutrientes del medio ya que a las
primeras 12 horas entra en una fase de latencia y el crecimiento exponencial se da
después de las 12 horas de fermentacion y se observa una fase de adaptacion
donde hay un consumo de los nutrientes lo que significa que no hay aumento neto
de los microorganismos lo que significa que no se dividan algunos y que la
aparicion de nuevos microorganismos se compensa por la apariciéon de otros y
como se observa en la curva hubo un nuevo crecimiento y proliferacion de los

microorganismos.

Este patron de la fase logaritmica se mantiene incluso cuando el niumero
total de células permanece constante debido a que las células simplemente fallan

en lisarse después de morir (Valdez-Sepulveda, 2010).
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Figura 23. Curva de crecimiento de la cepa 4 en medio liquido especifico con papel

periédico incubados a 40° C.
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4.3.4.2. Curva de crecimiento en medio liquido especifico (papel filtro) para la

produccion de celulasa.

Para esto se disefi6 un medio especifico para la produccion de la enzima
celulasa, empleando como Unica fuente de carbono papel periédico. En la figura
24 se puede observar una fase de adaptacion o latencia de 12 horas, posterior a la
cual se observa que inicia la fase exponencial o logaritmica que dura hasta las 240
horas, durante esta fase se determin6 una velocidad especifica de crecimiento de
pu= 0.9729 DO/h, se observa en la gréafica que el microorganismo no presento una
fase estacionaria debido a que el crecimiento microbiano no desacelera ya que no
hay agotamiento de nutrientes ni presencia de residuos toxicos, esto se demostro
con la lectura que se dio en la absorbanbancia, sin embargo es necesario seguir
la cinética por un periodo de tiempo mas largo para ver si se observan mas
cambios. Lo que nos indica que el microorganismo no tardo en adaptarse a los
nutrientes del medio (principalmente a la cmc) lo cual coincide con lo descrito por
Valdez-Sepulveda (2010).
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Figura 24. Curva de crecimiento de la cepa 4 en medio liquido especifico con papel filtro
incubados a 40° C.
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4.3.4.3. Curva de crecimiento en medio liquido especifico (carboximetil

celulosa) para la produccion de celulasa.

Para esto se disefid un medio especifico para la produccion de la enzima
celulasa, empleando como Unica fuente de carbono carboximetil celulosa. En la
figura 25 se muestra el crecimiento de la cepa aislada en el medio liquido
especifico; en la cual se puede observar que alcanza su fase de crecimiento o
exponencial en las primeras horas de fermentacion (12 horas) que dura hasta las
72 horas y es ahi su punto méximo de crecimiento de p= 0.9963 DO/h, después
de las 72 horas de cultivo se detecta una disminucion drastica en la lectura de
absorbancia, posteriormente se observa un descenso inmediato en la grafica
donde el crecimiento microbiano desacelera debido al agotamiento de nutrientes o

a la acumulacion de residuos toxicos.
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Figura 25. Curva de crecimiento de la cepa 4 en medio liquido especifico con carboximetil celulasa

incubados a 40° C.
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Tomado encuenta todos los resultados obtenidos se considera que si se
detectd el crecimiento de la cepa 4 sobre los sustratos utilizados y que tuvo una
mejor adaptacion en el medio liquido con Carboximetil celulosa en un tiempo mas
rapido, debido a que esta es una fuente cien por ciento de celulosa, y estuvo
seguido del medio con papel periédico por ser este un medio muy enriquecido de
celulosa debido a la presencia de muchas fuentes de papel y por consiguiente en
el medio con papel filtro también se dio el crecimiento de la cepa 4 pero con muy

poco crecimiento.

4.5. Preparacién del sustrato especifico liquido para la produccion de la

celulasa.

Se prepararon nuevamente los tres medios liquidos de cultivo con la fuente
de carbono seleccionada (papel periédico, papel filtro y carboximetil celulosa),
para luego ser utilizado como sustrato especifico para poder correr la cinética
enzimatica y asi producir la enzima celulasa. Considerando que se llevo a cabo la
separacion de la biomasa de mediante la centrifugacion donde se tomé al

extracto enzimatico.

4 5.1Cinética Enzimatica

La cinética enzimatica se define como el analisis cuantitativo de cada uno
de los factores que intervienen en la tasa de reaccion. Debido a esto tanto para la
determinacién de proteina como de azucares reductores se llevdo a cabo una

cinética enzimatica.
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4.5.2 Cuantificacién de proteina Biuret

La celulasa es una enzima compleja que se encarga de la degradacion de
la celulosa y consta de dos unidades importantes como minimo: C-1, que rompe
los enlaces de hidrogeno, liberando cadenas de glucosa susceptibles a una
posterior hidrolisis, que hidroliza estas cadenas hasta celobiosa y glucosa. En
realidad, una enzima de celulosa es una mezcla de diferentes componentes
enzimaticos formando lo que denomina como un “complejo enzimatico” que actua
en forma sinergista en la degradacion de la celulosa. Las enzimas que forman al
complejo enzimético son las endoglucanasas (1,4 (1,3; 1,4)-B-D-glucan 4-
glucanohidrolasas, EC.3.2.1.4), las celobiohidrolasas (1, 4 [-D-glucan
celobiohidrolasas, EC. 3. 2. 1. 91), las exoglucohidrolasas (1, 4 B-D-glucan
glucobiohidrolasas, EC. 3. 2. 1. 74) y las p-glucosidasas [3-D-glucosido
glucohidrolasas, EC .3 .2. 1. 21). La celulosa es rdpidamente hidrolizada en la
naturaleza por organismos del suelo como hongos y los organismos anaerobios

del rumen y del intestino donde digieren a la celulosa.

Las celulasas son proteinas derivadas de procesos naturales de
fermentacién, capases de degradar a la celulosa (Velazquez-Luna, 2011). Por lo
tanto, al microorganismo en estudio se le determind proteina extracelular, dado
que muchas proteinas se unen a otras biomoleculas, las proteinas también se
pueden separar en base a sus propiedades ligantes. La fuente de una proteina es

generalmente un tejido o células microbianas.

La figura 26 muestra el comportamiento de la maxima produccion de la
enzima celulasa (extracto enzimatico), donde se puede apreciar que la mayor
concentracion de proteina extracelular se obtiene a las 48 horas de fermentacién
para el papel periédico (16.4680 g/L), a las 12 horas de fermentacién para el papel

filtro (14.5531 g/L) y para la carboximetil celulasa fue a las 48 horas de
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fermentacién (14.5531 g/L). A las 72 horas de fermentacion para los tres medios
se obtuvo concentraciones de proteina extracelular de: para el periédico de
13.2765 g/L, papel filtro 11.7446 g/L y carboximetil 12.1276 g/L, sin embrago la
cantidad de proteina disminuye considerablemente después de las 96 horas de
fermentacién. Debido a que la microflora ruminal no se adapta rapidamente a la
utilizacion de celulosa, por lo que la produccion de la enzima se ve limitada
(Valdez-Sepulveda, 2010). La cuantificacion de proteina total en la materia prima
en las fracciones de purificacién fue necesaria para calcular la actividad especifica

y el factor de purificacion (Garcia, 1999).
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Figura 26. Cuantificacién de la actividad enzimatica de la cepa # 4 para la cuantificacién de proteina
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4.5.3 Determinacion de actividad enzimatica mediante la técnica de azlicares

reductores (Somogy-Nelson)

La unica forma de saber que una enzima esta presente en una materia y en
las fracciones durante el proceso de purificacion es cuantificando la actividad
enzimatica: actividad total y especifica. El resultado de la evaluacion puede ser
engafoso si no conocemos la relacion sustrato: producto, es por esto que se

utilizoé la evaluaciéon espectrofotométrica, cuya relacion es 1:1(Garcia, 1999).

Michelis y Menten describen que las reacciones catalizadas por enzimas
considerado la re reaccion sustrato-producto, observando experimentalmente que
para concentraciones de sustrato altas, la tasa de reaccion es independiente de la
concentracion de sustrato, para concentraciones de sustrato bajas, la tasa de
reaccion es de primer orden con respecto a la concentracion total de la enzima. El
proceso se puede ver afectado en todo momento por la concentracion total de la
enzima. Es por esto que a cualquier concentraciéon de sustrato, la tasa de reaccion
es proporcional a la concentracion total de la enzima. Una explicacion simple que
describe este proceso se presenta en la figura 27, es por esto que este modelo
aplica a esta investigacion considerando que la concentracion del sustrato que en
este caso seria la celulosa, la tasa de reaccion es proporcional a la concentracion
de la enzima celulasa cuando esta entra en contacto para poder formar un
complejo enzima sustrato el cual se establece a través de enlaces débiles, aun
gue en ocasiones llega a existir enlaces covalentes. Los enlaces por puente de
hidrogeno juegan un papel muy importante en la formacion del complejo, lo que
constituye un punto esencial (Saucedo, 1949).

La capacidad de la glucosa y otros azucares de reducir iones férricos o

cupricos es llamado como azucares reductores, lo cual esta propiedad resulta de
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utilidad en el analisis de azucares, para asi poder saber la presencia de azucares

reductores en el estudio de la obtencion de la enzima celulasa (Nelson, 1949).

En la siguiente figura 27 se observa los resultados obtenidos de la actividad
celulasa donde se observa que actia sobre el sustrato de papel periédico (U)
hidrolizandolo, en un tiempo de fermentacién de 96 horas de fermentacion a los 5,
10, 15 y 45 minutos de haber transcurrido la reaccion donde se produce una
cantidad de 1 U. esto puede ser debido a que el microorganismo presento su
maximo crecimiento a este mismo tiempo, lo que indica que el metabolismo se
encuentra a su maxima expresion produciendo todas las enzimas necesarias para
poder aprovechar el sustrato o fuente de carbono disponible que en este caso fue

el papel periddico, lo cual concuerda con lo descrito por Valdez-Sepulveda(2010).

PAPEL PERIODICO
30
—4—12 Horas
25 == 24 Horas
20 48 Horas
£ =7 ) HoOras
a 15
o —=96 horas
10 120 Horas
5 144 Horas
168 Horas
0 192 Horas
0 20 40 60 80 100 120 140
216 Horas

Tiempo de Raccién (min)

Figura 27. Cuantificacién de la actividad enziméatica de la cepa # 4, en el medio con papel

periddico.
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En la siguiente figura 27 se observa la mayor cantidad de enzima celulasa
gue actua sobre el sustrato de papel periddico (U) hidrolizandolo, en un tiempo de
fermentacion de 96 horas de fermentacion y a los 10 y 30 minutos de haber
transcurrido la reaccién donde se produce una cantidad de 10.58 U para las
primeras 12 horas en los 10 minutos, 8.97 U en los 30 minutos de las 48 horas,

6.32 U en los 30 minutos de las 72 horas y 3.52 U en los 10 minutos de las 96

horas.
16
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Figura 28. Cuantificacién de la actividad enzimética de la cepa # 4, en el medio con papel filtro.

En la siguiente figura 28 se observa la mayor cantidad de enzima
celulasa que actua sobre el sustrato de papel periddico (U) hidrolizandolo, en un
tiempo de fermentacion de 96 horas de fermentacién y a los 10 y 30 minutos de
haber transcurrido la reaccion donde se produce una cantidad de 33.28 U para las
primeras 12 horas en los 15 minutos, 6.17 U en los 5 minutos de las 24 horas,
9.70 U en los 45 minutos de las 48 horas, 6.61 U en los 5 minutos de las 72 horas,
7.79 U en los 5 minutos de las 96 horas y 3.97 U en los 5 minutos de las 120

horas.
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CARBOXIMETILCELULOSA
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Figura 29. Cuantificacion de la actividad enzimatica de la cepa # 4, en el medio con

carboximetil celulosa.

Todos los resultados obtenidos de los diferentes medios (papel periddico,
papel filtro y carboximetil celulosa) indican que si se dios el consumo o
transformacion de la celulosa por la enzima celulasa, implicando la accién de un
sistema multienzimatico; el complejo celulasas, constituido basicamente por tres
enzimas; endoglucanasa, que ataca al azar enlaces 1, 4-glocosidicos de la cadena
de celulosa; exoglucosanasa, que actla sobre el extremo no reductor de la
cadena dando lugar a unidades de celobiosa, y glucosidasa, que hidroliza
especificamente celobiosa para dar lugar a glucosaesto (Valdez-Sepulveda,
2010). Posteriormente se dedujo que el microorganismo presentd su maximo
consumo a las 24 horas de fermentacién y el microorganismo sintetizo y exporto a

la superficie celular pequefias cantidades de enzimas (Reyes-Arreozola, 2010).
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5.CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos de la presente investigacion se

concluye que:

Se lograron aislar 6 microorganismos en agar Schaedler (medio especifico
para anaerobios); se caracterizaron macroscépicamente, y se observé que
predominaron las colonias con forma circular, superficie lisa y consistencia suave,
color blanco, con bordes enteros, aspecto seco Yy se identificaron

microscopicamente como cocos Gram positivos.

Se demostré que el microorganismo elegido (cepa 4) produce la enzima
celulasa, mediante el disefio de un medio de cultivo inductor empleando como
Unica fuente de carbono: papel periédico, papel filtro y la carboximetil celulosa. Es
por esto que se reporta que el comportamiento microbiano de la cepa utilizada es

positivo.

El papel periddico es una muy buena fuente de celulosa y ademas muy

econOmica para la produccion dela enzima celulasa.

El papel filtro es una fuente de celulosa pero para la produccién de la
enzima celulasa fue en un mayor tiempo y hubo poco crecimiento, por lo que se

tomaria como una segunda alternativa.

La siguiente alternativa es la carboximetil celulosa dando muy buenos
resultados ya que se observo el crecimiento del microorganismo en un corto
tiempo, pero este medio tiene un costo mas elevado que los otros medios entes

mencionado.
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La curva de crecimiento en medio liquido especifico mostré una fase
exponencial a las 12 horas con una velocidad especifica de crecimiento de:
u=0.9729 DO/h para el papel peridédico, u=0.8646 DO/h para el papel filtro,
u=0.9963 DO/h para la carboximetil celulosa, demostrando que microorganismo se

adapt6 al medio.

El microorganismo bacteriano codificado como VML-2 después de haber
realizado la induccién enzimética, produce la enzima celulasa empleando como
fuente de carbono papel periédico y papal filtro como alternativas, asi como la

carboximetil celulosa como fuente comercial de celulosa.

Se determin6é que la mayor cantidad de enzima celulasa producida se
obtuvo en un tiempo de fermentacion de 12 horas para el papel periddico, 48
horas para el papel filtro y 144 horas para la carboximetil celulosa, de acuerdo a

los resultados de las pruebas espectrofotométricas.
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7. ANEXO

Anexo |
Tincion de Gram

La tinciobn de Gram es un tipo de tincion diferencial empleado en microbiologia
para la visualizacion de bacterias. Para ello se tomd una asada del cultivo y se
suspendid en un portaobjetos que poseia una gota de agua destilada, se
homogenizo la suspension de bacterias y se extendidé un poco en el portaobjetos;
posteriormente se fijo la muestra con calor. Una vez fijada y seca la preparacion,
se cubrié por completo la superficie, donde se encontraba la muestra, con cristal
violeta durante 1 minuto y se enjuag6 suavemente al chorro del agua. Todas las
células se tifien de color azul-violeta. Se afiadid la solucién de lugol (12IK) y se
dej6é reaccionar por 1 minuto; se enjuagd suavemente y se decolor6 con una
solucion de alcohol-acetona (50/50 v/v) por unos cuantos segundos para después
enjuagarse de inmediato. Las células

Gram positivas siguen de color azul-violeta, mientras que las Gram negativas se
decoloran. Finalmente se cubri6 la superficie de la preparacién con una solucion
de safranina y se dej6é actuar por 1 minuto para finalmente enjuagar con agua
destilada. Las células Gram positivas (G+) se vuelven azul-violeta y las Gram
negativas (G-) rosas o rojas.

Se dej6 secar la preparacion por completo para después observar los
microorganismos tefiidos, empleando un microscopio éptico (WESTOVER) a

100X con aceite de inmersion.
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