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1.- RESUMEN

Las épocas han cambiado, la sociedad demanda productos de mejor calidad y en

mayor cantidad para lograr satisfacer las necesidades de la misma.

Algunos microorganismos, como las bacterias (ya sean anaerobias o aerobias)
tienen la capacidad para producir enzimas, la produccion de enzimas gracias a
estos microorganismos depende de diferentes factores como lo son la
temperatura, disponibilidad de nutrientes, entre otras, las cuales pueden llegar a

afectar la produccién de las mismas.

Dentro de la industria existen diferentes enzimas de gran importancia, una de ellas
es la celulasa en la industria alimentaria las cuales favorecen la extraccion y
filtrado de jugos de frutas y verduras, filtrado de mostos, extraccion de aceites
comestibles ya que es una enzima que hidroliza el puente glicosidico entre dos o
mas carbohidratos, estos metabolitos son usados en diferentes sectores de la

industria.

Las enzimas producidas por microorganismos son mas estables que las
obtenidas de vegetales y animales, éstas nos proporcionan un buen rendimiento
en los procesos y mejores resultados durante una fermentacion para obtener una

buena produccion de enzimas.

Las bacterias de aguamiel fueron evaluadas en sus caracteristicas cualitativas en
donde se conoce la capacidad degradadora celulolitica 0 no del microorganismo y
sus caracteristicas cuantitativas para conocer la capacidad endo y exo de los

microorganismos para la produccién de la enzima en estudio.

Los estudios cinéticos en fermentaciones en medio liquido por bacterias se ha
tornado un tema de importancia debido a la capacidad y rentabilidad de estos

metabolitos en diferentes sectores de la industria.

PALABRAS CLAVE: Bacterias, celulasa, fermentaciéon en medio liquido.




2.- INTRODUCCION

Los conocimientos microbiolégicos son muy amplios, queda por conocer mas
sobre estos organismos, constantemente se efectUan nuevos conocimientos
referentes a ésta area. La microbiologia es la ciencia encargada del estudio de los
microorganismos, seres vivos pequefios que solo son visibles a través del
microscopio, existen diferentes tipos de organismos entre los cuales podemos
encontrar a las procariotas (células sin nucleo definido) y las eucariotas (células

con nucleo).

La biotecnologia estudia la explotacion de los microorganismos para el uso de

procesos industriales como lo son las fermentaciones industriales.

Estos organismos se han aprovechado en diferentes areas como lo son obtencién

de alimentos, medicamentos e incluso en la industria textil.

Algunos microorganismos, como las bacterias (ya sean anaerobias o aerobias)
tienen la capacidad para producir enzimas; ésto se ha tornado de gran importancia
debido a la capacidad y rentabilidad de estos metabolitos en diferentes sectores
siendo uno de ellos la industria alimentaria, enfocandose en una bebida tradicional
como lo es el aguamiel del cual se han realizado pocos estudios referentes a los

microorganismos presentes en éste.

La produccion de enzimas gracias a estos microorganismos depende de diferentes
factores como lo son la temperatura, disponibilidad de nutrientes, entre otras, las

cuales pueden llegar a afectar la produccion de las mismas.

Dentro de la industria existen diferentes enzimas de gran importancia, una de ellas
es la celulasa ya que cuenta con una gran rama de aplicaciones en la industria
alimentaria; favorece la extraccion y filtrado de jugos de frutas y verduras, filtrado
de mostos, extraccion de aceites comestibles ya que son enzimas que hidrolizan

el puente glicosidico entre dos o mas carbohidratos.




Uno de los procesos por los cuales se puede llegar a producir enzimas es la
fermentacién en medio liquido la cual es adecuada para bacterias. Este tipo de
fermentacion trae muchos beneficios ya que es un proceso muy sencillo y de bajo

costo, ademas de que se obtienen volumenes considerables de produccion de

enzimas.




3.- JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

JUSTIFICACION

En la actualidad la industria alimentaria y otras han tenido que cambiar y optimizar
sus procesos ya que la sociedad demanda mayor cantidad de productos y de
mejor calidad, por eso se han buscado nuevas alternativas para satisfacer las

necesidades de la misma.

La produccion de enzimas a gran escala utilizando fermentaciones en medio
liguido para bacterias trae ventajas ya que es un método sencillo y de bajo costo y
con gran rentabilidad en el mercado.

En el presente proyecto se realiz6 una evaluacion de produccion de la celulasa por
bacterias aisladas del aguamiel. Se llevd a cabo en las instalaciones del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro bajo el proyecto de investigacion “Aislamiento y evaluacion
cinética de la produccion de prebidticos en medio de cultivo alternativo para el

desarrollo de nuevos alimentos funcionales”.

HIPOTESIS

Las bacterias aisladas de aguamiel producirdn enzimas celuloliticas en

fermentacién en estado liqguido empleando celulosa como sustrato.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

@ Producir la enzima celulasa a través de bacterias aisladas de aguamiel en
un medio de cultivo liquido utilizando como fuente de carbono carboximetil
celulosa de sodio (CMC de Na)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

@ Realizar la purificacion e identificacion macroscopica de las bacterias del

aguamiel.
@ Realizar cinética de las fermentaciones en medio liquido para la sintesis

de celulasa.




4.- MARCO TEORICO

Las enzimas son utilizadas en diversos procesos industriales ya sea convencional,
como el tratamiento de basura, conversién de desechos vegetales en fertilizantes
o alimentos para animales en nuevos procesos como en la industria textil o la
fabricacion de detergentes. Dentro de la industria alimentaria las celulasas se usan
para favorecer la extraccion y filtracion de jugos de frutas o verduras, filtracién de
mostos, extraccion de aceites comestibles y en hidrdlisis parcial de materiales

lignocelulésicos mejorando la digestién de los rumiantes (Immanuel et al., 2007).

Las celulasas incrementan la produccion de extracto de productos vegetales,
debido a que produce la liberacién de componentes del tejido ademas de liberar el
compuesto extra que se encuentra encerrado dentro de las células. Por otra parte,
los dominios de unién a celulosa se han usado con gran éxito sobre una matriz de
celulosa para facilitar la purificacién de proteinas recombinantes (Immanuel et al.,
2007).

Actualmente las celulasas comerciales provienen de especies de Trichoderma y
Aspergillus (Zhang et al., 2006) y se estan estudiando nuevas especies como las

bacterias aisladas en este proyecto.

Sin embargo la cantidad de enzima producida por estos microorganismos es
todavia motivo de multiples investigaciones, puesto que existen diversos factores
involucrados, entre ellos el medio de cultivo para la fermentacion y sus
concentraciones, pH y temperatura que juega un rol determinante ya que de estas

condiciones depende el éxito de la produccion de la enzima.




AGUAMIEL

El aguamiel es un liquido de color ambarino que se obtiene del agave y es
considera una bebida no alcohdlica. Es conocido desde la antigtiedad, esta bebida
es caracteristica por su sabor dulce por la fructosa que contiene, debido al alto
contenido de proteinas, vitaminas, calcio, fibra y minerales es considerado como

un alimento (Pefia et al ., 2004)

Esta se ha consumido en los pueblos indigenas y en gran parte del pais como una
bebida tradicional a lo largo de los afios esta costumbre se ha ido perdiendo.

Para lograr la conservacion del aguamiel se somete a un tratamiento térmico la
savia del maguey, logrando asi extender su vida util a un promedio de 15 dias en
refrigeracion, esto se puede lograr destruyendo los microorganismos, que se
encuentran presentes en el aguamiel de forma natural e inactivar las enzimas que

puedan ayudar a la degradacion de la bebida (Escalante et al., 2004)

MICROORGANISMOS DE AGUAMIEL

El aguamiel si caracteriza por ser un liquido fresco no fermentado rico en
azucares, de facil asimilacién y proteinas que mantiene una poblacién microbiana
en espera de condiciones ambientales y nutricionales apropiadas para su

propagacion dentro de este medio.

El aguamiel contiene diferentes tipos de microorganismos entre los cuales
podemos encontrar levaduras, bacterias lacticas, bacterias productoras de etanol y

bacterias productoras de exopolisacaridos (Escalante et al., 2004).

Estos microorganismos trasforman de manera natural gran parte de los azUcares

disponibles en el aguamiel.




La literatura reporta que apartir del aguamiel se pueden recuperar diversos grupos

de microorganismos clasificados como:

Microorganismos del aguamiel
Bacillus Proteobacterias Hongos
Lactobacillus— Streptococus Acetobacter Sacharomyces

(Lactobacillus cepa ASF360 AFI pomorium cerevisiae

57050, AJ001632,

Lactobacillus acidophilus M99740,
L. hilgardii M58521 Zymomonas mobilis
L. plantarum D79210 AF281034) Sacharomyces sp
Leuconostoc mesenteroides spp
mesenteroides),

Tabla 1. Microorganismo de Aguamiel (Escalante et al., 2004)

En la actualidad se conoce el efecto benéfico de ciertos grupos microbianos del
aguamiel sobre el sistema digestivo de humanos y animales, la gran cantidad de
estos microorganismos ingeridos por via oral pueden actuar en diferente niveles
como lo es en la reduccion de enzimas tales como nitroreductasas, azoreductasas
y glucoronidasas que se han asociado con ciertos tipos de cancer gastrico; efecto
antimicrobiano por la produccion de acidos organicos, enzimas , bacteriocinas y
competencia por nutrientes con los patdégenos intestinales (Maldonado et al.,
2001).

El aguamiel es un sustrato nutricionalmente enriquecido que favorece el
crecimiento de poblaciones microbianas; las cuales utilizan compuestos del
aguamiel como fuente de carbono y energia para produccion de nuevas células,

acompafnado de la formacion de productos de fermentacion.




AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS.

El aislamiento de microorganismos en particulas de bacterias a partir de muestras
naturales se realiza, en la mayoria de los casos mediante la produccion de

colonias aisladas en cultivos sélidos.

El crecimiento explosivo de las bacterias permite producir un gran niumero de ellas
a partir de una unica célula inicial de forma que tras un periodo de incubacion en
las condiciones adecuadas, se produce una colonia observable a simple vista y
formada por individuos iguales.Existen procedimientos para facilitar el aislamiento

de bacterias de ambientes naturales, uno de ellos es la Columna de Winogradsky.

METODOS DE AISLAMIENTO

Siembra por dilucion: Este requiere exclusivamente de un cultivo en medio

liquido con la finalidad de poner las bacterias en suspension.

Siembra por estrias en superficie: Se siembra el material en la superficie del

agar inclinado en un tubo de ensayo.

Siembra por estria por agotamiento: Se realiza sobre una placa de agar
solidificada en una caja Petri (Figura 1), con este procedimiento se puede
conseguir una buena separacién de las colonias y aislarlas facilmente (Dulbecco
et al ., 1990)

J'./ /4 WK

Figura 1. Siembra sobre Agar




Por picadura o puncién: Este método se utiliza para estudiar la movilidad de las
bacterias.

CRECIMIENTO MICROBIANO

La vida de un microorganismo se divide en 4 fases en las cuales se adapta al

medio en el cual esta creciendo hasta llegar a su muerte.

1. Fase lag o de adaptacion: En esta fase los microorganismos adaptan su
metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (abundancia de
nutrimentos y condiciones del cultivo nuevo) para después iniciar la fase de
crecimiento exponencial.

2. Fase exponencial o logaritmica: En ella, la velocidad de crecimiento es
maxima y el tiempo de generacion es minimo, durante esta fase los
microorganismos consumen a velocidad maxima todos los nutrimentos.

3. Fase estacionaria: En ella no se incrementa el numero de
microorganismos (ni la masa u otros parametros de cultivo). Los
microorganismos en esta fase desarrollan un metabolismo diferente al de la
fase exponencial. Los microorganismos entran en esta fase por que se
agota algun nutriente esencial del medio o por que los productos de
desecho que han liberado durante la fase exponencial hacen que el medio
sea inhdspito para el crecimiento microbiano.

Esta fase tiene gran importancia porque probablemente represente con
mayor claridad el estado metabdlico de los microorganismos en los
ambientes naturales.

4. Fase de muerte: Se produce una reduccion del numero de

microorganismos viables del cultivo (Prescott et al., 1999)

Las cuatro fases del crecimiento bacteriano pueden ser observadas en la

Figura 2.
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Curva de crecimiento bacteriano

Fase
estacionaria

Muerte
Fase celular

exponencial

Fase de
adaptacion
(Lag)

Log nimero de células viables ———

Tiempo

Figura 2. Curva de crecimiento bacteriano (Prescott et al., 1999)

CULTIVO PURO

Se le denomina cultivo puro al que contiene un solo tipo de microorganismo. Estos
se inician a partir de colonias aisladas, de manera que todos los individuos

cuenten con la misma composicién genética.

Los cultivos puros son esenciales para poder estudiar las caracteristicas de los

microorganismos y para poder ser identificarlos con seguridad.

Los cultivos puros pueden ser de diferentes microorganismos como lo son hongos,
bacterias o levaduras cada uno de éstos cuentan con las mismas caracteristicas

ya que son un copia de la carga microbiana sembrada.

Se puede observar macroscopicamente la morfologia de las colonias y asi
observar a simple vista si los cultivos estan o no puros y podemos utilizar estas

caracteristicas para saberlo (Figura 3) (Benson, 1979)
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Pintforme Crolar— Flamentosa Amiboide  Riogide  Fugforme

ELEVACION: —— v ‘ ‘ ‘

Pana  Eleada  Cowexa  Pulinada  Urbongds

chY 1

Ettro  Ondulado Lobukdo Crenado Filamentoso  Enmollado

Figura 3. Morfologia de las colonias (Seeley et al., 1972)

CLASIFICACION DE MICROORGANISMOS

BACTERIAS

Microorganismos procariotas, algunas presentan cipsula y otras son capaces de
evolucionar a esporas, formas viables capaces de resistir condiciones extremas.
Sus dimensiones son muy reducidas, unas 2 micras de ancho por 7 u 8 de
longitud en la de forma cilindrica de tamafio medio; aunque son muy frecuentes
las especies de 0,5-1,5 micras. (Anonimo, 2006). Pueden presentar flagelos
generalmente rigidos, implantados en la membrana mediante un corpusculo basal
(Prescott et al.,1999)

Pueden poseer también, fimbrias o pili muy numerosos y cortos, que pueden servir
como pelos sexuales para el paso de ADN de una célula a otra. Poseen ARN y

ribosomas caracteristicos, para la sintesis de proteinas. La pared celular es rigida
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y con moléculas exclusivas de bacterias. El citoplasma presenta un aspecto
ViSCOSO, Y en su zona central aparece un nucleoide que contiene la mayor parte
del ADN bacteriano, y en algunas bacterias aparecen fragmentos circulares de

ADN con informacién genética, dispersos por el citoplasma: son los plasmidos.

La forma de las bacterias es muy variada y, a menudo, una misma especie adopta
distintos tipos morfoldgicos, o que se conoce como polimorfismo. Se pueden

distinguir tres tipos fundamentales de bacterias:

Coco: De forma esférica.

e Diplococo: cocos en grupos de dos.

e Tetracoco: cocos en grupos de cuatro.

« Estreptococo: cocos en cadenas.

« Estafilococo: cocos en agrupaciones irregulares o en racimo.

Bacilo: Forma de bastoncillo.

Formas helicoidales

« Vibrio: ligeramente curvados y en forma de coma, judia o cacahuete.
» Espirilo: en forma helicoidal rigida o en forma de tirabuzon.

o Espiroqueta: en forma de tirabuzén (helicoidal flexible).

Algunas especies presentan incluso formas tetraédricas o cubicas. Esta amplia
variedad de formas es determinada en Ultima instancia por la composicion de
la pared celular y el citoesqueleto, siendo de vital importancia, ya que puede influir
en la capacidad de la bacteria para adquirir nutrientes, unirse a superficies o

moverse en presencia de estimulos (Joklik et al., 1994)

Existe diferente morfologia de bacterias en las cuales se pueden clasificar por su

forma en diversos grupos (Figura 4).
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COCOS OTROS

c Diplococo Diplococo Estafilococo

QO s s

- @ P
Sarcina Tetada Vibrio Bdellovibrio
BACILOS

Diplobacilo g :

Estreptobacilo
APENDICES
W W~ :

Figura 4. Morfologia de las bacterias (Prescott et al.,1999)

Bacilos

Bacilo se usa para describir cualquier bacteria con forma de barra o vara (Figura
5), pueden encontrarse en muchos grupos taxondmicos diferentes tipos de
bacterias. Sin embargo el nombre Bacillus, se refiere a un género especifico de
bacteria. El otro nombre Bacilli; hace referencia a una clase de bacterias que

incluyen dos ordenes, uno de los cuales contiene al género Bacillus.

Los bacilos son bacterias que se encuentran en diferentes ambientes y solo se

pueden observar con un microscopio.

Aunque muchos bacilos son patdgenos para el ser humano, algunos no hacen
dafio, pues son los encargados de producir algunos productos lacteos como

el yogur (lactobacilos) (Ballows et al., 1991)
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Figura 5. Bacilos Gram positivo

Cocos

Los cocos son bacterias que tienen forma esférica (Figura 6). Es una de sus tres
formas celulares. Proviene del neolatin coccus, que a su vez proviene

del griego kokkos (k6kko¢) que significa "baya".

Clasificacion de los cocos segun su forma.

Diplococos: Son los que se agrupan en pares;, abarcan varios géneros
diferentes. Streptococcus es un género que se agrupa en cadenas llamadas
estreptococos. Sarcina es un género que se agrupa en forma cuboide en grupos
de 8 células. Staphylococcus es un género agrupado en clusteres de 4 células o
en forma de racimo de uvas de forma irregular, y se les llama estafilococos
(Garcia et al.,1996).

Figura 6. Cocos Gram positivo.
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LEVADURAS

Es cualquiera de los diversos hongos microscépicos unicelulares (Figura 7), son
importantes por su capacidad para realizar la descomposicion mediante
fermentaciones de diversos cuerpos organicos, principalmente los azlcares
o hidratos de carbono, produciendo distintas sustancias para la produccion de

enzimas.

Las levaduras se reproducen asexualmente por gemacion o brotaciony
sexualmente mediante ascosporas o basidioesporas. Durante la reproduccion
asexual, una nueva yema surge de lalevadura madre cuando se dan las
condiciones adecuadas, tras lo cual la yema se separa de la madre al alcanzar un
tamafio adulto. En condiciones de escasez de nutrientes, las levaduras que son
capaces de reproducirse sexualmente formaran ascosporas. Las levaduras que no
son capaces de recorrer el ciclo sexual completo se clasifican dentro del género
Candida (Davidson P. M. 1997)

La levadura es la primera célula eucariota en la que se ha intentado expresar
proteinas recombinantes debido a que es de facil uso industrial: es barata,
cultivarla es sencillo y se duplica cada 90 minutos en condiciones nutritivas
favorables. Ademas, es un organismo facil de modificar genéticamente, lo que
permite realizar experimentos en varios dias o semanas. Sin embargo, las
levaduras poseen un mecanismo de glicosilacion diferente al que se encuentra en
células humanas, por lo que los productos son inmunogénicos (Beuchat L. R.,
1997).

Figura 7. Levaduras
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IDENTIFICACION POR CROMOFOROS

Existen diferentes métodos utilizados en la identificaciébn y enumeracion de los
microorganismos capaces de utilizar la celulosa, siendo la base de éstos la
hidrolisis de sustratos celulésicos. La utilizacion de medios liquidos que contienen
celulosa permiten estimar cualitativa y cuantitativamente los microorganismos
degradadores, los medios sélidos son generalmentemas usados pero en éstos las
colonias de microorganismos que utilizan el sustrato son con frecuencia dificiles
de diferenciar de otros microorganismos que no lo hacen. Teather y Wood en
1982, observaron que el rojo congo (Figura 8) podia ser usado en los tubos de
ensayo para evidenciar la hidrolisis de polisacéridos debido a que el colorante
forma complejos con las moléculas aun no hidrolizadas, se ha usado en
diferenciacion de cepas patégenas de Escherichia coli (Berkhoff & Vinal 1986),
facilitando asi la diferenciacion entre microorganismos celuloliticos y no
celuloliticos por la formacion de zonas de aclaramiento o pardeamiento (Figura 9)
alrededor de las colonias (Hendricks, et al., 1995) asi como para el aislamiento de
Azospirillum (Hernandez et al., 2000), contiene una alta afinidad por los
polisacaridos y ha sido utilizado para el diagnéstico de la amiloidosis (Bély et al.,
2006),

b/

Figura 8. Agar rojo congo sin inéculo. Figura 9. Agar rojo rongo inoculado.
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FERMENTACION DE MICROORGANISMOS

El proceso de fermentacion se conoce desde hace mucho tiempo, sin embargo
cada dia se estudian nuevas técnicas para mejorar esta area ya sea mediante
mejoramiento del microorganismo (por ingenieria genética, fusion de protoplastos,
mutagénesis y otras técnicas de microbiologia aplicada) o la seleccion de métodos
optimos, asi como el control de los diversos parametros que determinan el

crecimiento y produccién de microorganismos (Swings et al., 1977).

Mediante las fermentaciones es posible la produccion de compuestos de gran
valor agregado ya que este método es de bajo costo y con una productividad alta,

lo cual trae beneficios para el sector en el cual se emplee (Wingren et al., 2008).

Se pueden distinguir dos tipos de fermentaciones segun el estado del medio de

cultivo los cuales son: sélidas y liquidas.
Fermentacion en medio sdlido

Esta definida como fermentacion e ausencia (o cerca a la ausencia) del agua con
libre flujo (Singhania et al., 2009), sin embargo e sustrato posee cierto grado de
humedad para soportar el crecimiento y metabolismo del microorganismo
(Pandey, 2002; Raghavarao & Ranganathan, 2003)

FERMENTACION EN MEDIO LiQUIDO

En ésta los nutrientes se encuentran suspendidos en un medio acuoso (Figura 10)
junto con los microorganismos y son agitados para conservar la homogeneidad del
sistema, se desarrollan flotando libremente en el volumen de medio de cultivo.

Este tipo de cultivos se denomina en ocasiones cultivo sumergido.
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El disefio de un fermentador liquido requiere tener en cuenta una serie de factores
que influyen en el crecimiento, y en el rendimiento del microorganismo durante el

proceso: temperatura, pH, movimiento, etc (Jackson, 1997; Tavorsky, 1992).

Tienen especial importancia dos problemas: la agitacion destinada a asegurar una
mezcla correcta de los ingredientes del medio y de los microorganismos que
crecen en este tipo de fermentacion y la humedad alta que facilita el crecimiento
de microorganismos ya sean bacterias u hongos (Tavorsky, 1992).

Los requerimientos de energia son muy bajos, se producen pocos desechos
liquidos y permite la produccion de metabolitos en mayor concentracion, se genera

una reduccion en el volumen del equipo por unidad de sustrato bio-convertido.

La eleccion del sustrato es la parte clave para el éxito del crecimiento del
microorganismo en la fermentacibn ya que éste debe de proporcionar los
nutrimentos necesarios y permitir la transferencia de oxigeno ya que el crecimiento
de los microorganismos depende de la interaccion del O,y el CO,; asi como la

formacion de enzimas y los productos metabdlicos.

Los parametros con las que debe de contar la fermentacién a su inicio son
contenido de humedad, pH, verificar si el sustrato requiere un pre—tratamiento,
humedad relativa, temperatura de la incubacion, agitacion de la fermentacion,
cantidad del inoculo, adicion de nutrientes como fuente de carbono. Altos
contenidos de humedad, afectan la porosidad del sustrato asi como el paso de
oxigeno, ademas de promover una contaminacion microbiana; del mismo modo la

actividad de agua del sustrato influye en la actividad microbiana (Alquicira, 2003).

Figura 10. Fermentacion en medio liquido.
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DEFINICION DE ENZIMA

Las enzimas son proteinas de estructura tridimensional sumamente compleja, son
biocatalizadores cuya funcion es acelerar ciertas reacciones bioquimicas
especificas que forman parte del proceso metabdlico de las células. Aceleran en el
organismo diversas reacciones quimicas que en condiciones normales solo
tendrian lugar muy lentamente o no se producirian en absoluto (Buhleyr et al.,
1998), por lo general éstas afectan o no el equilibrio de una reaccién, sino que

simplemente la aceleran hasta alcanzar el equilibrio (Alquicira , 2003).

Practicamente todas las reacciones quimicas que tienen lugar en los seres vivos
estan catalizadas por enzimas. La sustancia sobre la que actla la enzima se llama
sustrato. El sustrato se une a una regién concreta de la enzima, denominada

centro activo (Gonzalez J. M., 2010). El centro activo comprende:

@ Un sitio de unién, formado por los aminoacidos que estadn en contacto
directo con el sustrato;
@ Un sitio catalitico, formado por los aminoacidos directamente implicados en

el mecanismo de la reaccion.

Para la produccion de enzimas de gran valor en la industria se utilizan diversas
bacterias, levaduras y hongos; la sintesis de enzimas es esencial para estos
microorganismos porque sus funciones vitales se mantienen gracias a las
divisiones de sustratos y el metabolismo dependientes de las enzimas, las cepas
seleccionadas o los microorganismos modificados genéticamente pueden producir
cantidades de enzimas mucho mayores que en condiciones normales ya que
dandoles las condiciones adecuadas como lo son temperatura, pH, disponibilidad
de nutrimentos, se logrard obtener mejores volumenes y se consideran mas

estables que las enzimas vegetales y animales (Carlon, 2007).
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CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS

Se pueden reconocer dos tipos de enzimas segun el sitio donde actien: enzimas

intracelulares o endoenzimas (dentro de la célula) y extracelulares o exoenzimas

(acttan fuera de la célula)..Estas a su vez se dividen en diferentes clases y su

nombre es adquirido de acuerdo a la molécula sobre la cual ejercen su accién
catalitica (Julio G. Pereto, 2007)

@

Oxidorreductasas: Catalizan reacciones de oxidacion-reduccion es decir,
transferencia de hidrogeno (H) o electrones (e) de un sustrato a otro. Entre
las subclases de este grupo se encuentran deshidrogenasas, oxidasas,
oxigenasas, reductasas, peroxidasas.

Transferasas: Catalizan reacciones en las que hay una transferencia de un
grupo quimico (distinto del hidrégeno) de un sustrato a otro. Entre los
ejemplos de estos grupos quimicos estan amino, carboxilo, carbonilo,
metilo, fosforilo y acilo (RC=0).

Hidrolasas. Catalizan reacciones en las que se produce la ruptura de
enlaces por la adicién de agua (hidrélisis). Entre estas encontramos a las
esterasas, fostatasas y peptidasas.

Liasas: Catalizan reacciones de ruptura en las que se eliminan grupos (O
H.O, CO, y NH3) o soldaduras de sustratos para formar un doble enlace o
se afladen a un doble enlace. Ejemplos: liasas, descarboxilasas, hidratasas,
dehidratasas, desaminasas y sintasas.

Isomerasas: Se trata de un grupo heterogéneo de enzimas, las cuales
catalizan varios tipos de reordenamiento intramolecular. Las epimerasas
catalizan la inversion de atomos de carbono asimétrico. Las mutasas
catalizan la transferencia intramolecular de grupos funcionales.

Ligasas: Catalizan la formacion de un enlace entre dos moléculas de
sustrato con hidrélisis simultanea de un nucleotido trifosfato (ATP, GTP,
etc.). Los nombres de muchas ligasas incluyen el término sintetasa. Otras

ligasas se denominan carboxilasas.
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CELULOSA

La celulosa es el componente mas abundante que existe sobre la tierra, es
producida por las plantas formando parte de su pared celular (Plomion et al.,
2001). En menos proporciones, es sintetizada también por algunos organismos
como bacterias Acetobacter, Agrobacterium, Rhizobium y Sarcina entre otras
(Ross et al., 1991; Czaja et al.,2007).

La estructura quimica de la celulosa es un biopolimero lineal compuesto por
moléculas de glucosa unidas entre si por enlaces glucosidicos tipo B 1-4 (Figura
11). Los extremos del polimero son asimétricos, los que contienen el carbono
anomeérico (C,) libre de la molécula de glucosa puede reducir a un niamero de
oxidantes (como el cobre), y se conocen como extremos reductores. Mientras que

el C4 con un radical hidroxilo libre es el extremo no reductor (Pettersen, 1984).

La celulosa es atractiva como fuente de carbono y energia debido a su bajo costo
y su gran abundancia. Sin embargo debido a su caracter recalcitrante solamente
ciertos organismos como bacterias y hongos producen enzimas necesarias para
utilizarlo (Beguin & Aubert, 1994).

Existen dos tipos de celulosa la cristalina y amorfa. La primera es una celulosa
purificada y parcialmente despolemerizada, blanca, inodora e insipido, es polvo
cristalino compuesto por particulas porosas que en la industria alimentaria se usa
para mantener la estabilidad de la emulsién y de la espuma, estabilizar altas
temperaturas, mejorar la estabilidad del liquido, suplementos nutricionales y

espesantes y la celulosa amorfa.
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CELULOSA
CH.OH

CH.OH

Figura 11 Modelo de la molécula de celulosa unida por puentes de hidrogeno (Pettersen,
1984).

CELULASAS

La celulasa es una enzima compleja especializada en descomponer celulosa,
transformandola en multiples monémeros de glucosa y utiliza dos mecanismos de
hidrélisis del enlace glucosidico que generan dos posibles configuraciones
estereoquimicas finales, esta enzima lleva a cabo una reaccion en la que el
carbono anomérico mantiene su posicién B (mecanismo de retencidn) y otro tipo

en la que se pierde (mecanismo de inversion) (Figura 12) (Whithers, 2001).

Los animales no producen celulasa y para digerir mas eficientemente a las plantas
requieren de la actividad de los microorganismos en su estbmago o intestinos; de
tal modo que los animales herbivoros desarrollan "pequefias camaras
fermentativas" en sus tractos digestivos (Cazamier et al., 2003; Warnecke et al.,

2007).

CH.OH [ cH,oH
. e o,
~o OH o 3 OH
i OH
OH OH
Retencion Inversion

Figura 12. Glucosa después de la hidroélisis de celulosa (Whithers, 2001).
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TIPO DE CELULASA

La accion enzimética para llevar a cabo la hidrélisis de la celulosa implica la
operacion secuencial y la accidn sinergista de un grupo de celulasas, que
presentan diferentes sitios de enlaces, debido a la naturaleza compleja de la

molécula de celulosa (Lee 1997).

El mecanismo aceptado para explicar la hidrolisis enzimatica de la celulosa
involucra la accion de las 3 enzimas: la endo B-1,4 glucanasa (B-1, 4 glucano
hidrolasa), la exo B-1, 4 celobio hidrolasa y la p-1, 4 glucosidasa (Lymar et al.,

1995; Zhang et al., 2006). Estas enzimas se describen a continuacion.

Endoglucanasas

Hidrolizan aleatoriamente los enlaces [-1,4 glucosidicos intramoleculares
accesibles de cadena de celolusa para producir oligosacaridos de varias
longitudes. Estas son 1,4-BD-glucanglucanohidrolasas (E.C. 3.2.1.4) que se
agrupan en las familias 6, 8, 9 y 12 principalmente, de las glicosilhidrolasas
(Henrissat & Bairoch, 1993; Goedegebuur et al, 2002; Baldrian & Valaskova,
2008).

Actian al azar sobre los enlaces [(-1,4 glucosidicos y su actividad es con
frecuencia medida sobre celulosa soluble con alto grado de polimerizacién, como
es el caso de CMC (carboximetilcelulosa). La accion de las endoglucanasas sobre
este sustrato celulésico se caracteriza por la disminucion de la viscosidad
realizando fracturas intramoleculares (Zhang et al, 2006). Ademas la tasa de
hidrolisis esta condicionada a la habilidad de las endoglucanasas para actuar en
las regiones amorfas de la matriz cristalina de la celulosa y crear nuevos extremos
reductores en los cuales las exoglucanasas puedan actuar (Malherbe y Cloete,
2002).
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La medicién de la actividad de endoglucanasas puede ser basada en la reduccién
de la viscosidad del sustrato y/o en el incremento de extremos reductores que se
determinan por técnicas que permitan medir azucares reductores. Sin embargo, la
actividad de las exoglucanasas también incrementa el nimero de extremos
reductores por el cual, es recomendable que la actividad de las endoglucanasas
sea medida por ambos métodos (viscosidad y extremos reductores) (Lynd et al,
2005).

Por otro lado, dicha actividad puede ser facilmente detectada en medios con CMC
o celulosa y adicion de varios colorantes como rojo congo, debido a que éstos son
absorbidos sélo por largas cadenas de polisacaridos. Este método es semi-
cuantitativo y muy adecuado cuando se requiere procesar un gran nuamero de

muestras (Ten et al, 2004).

Exoglucanasas

Fragmentan los extremos reductores del sustrato generando unidades de
celobiosa o glucosa. Estas son las glucohidrolasas (1,4-B-D-glucanglucohidrolasa,
nameros de la comision de enzimas 3.2.1.74); o celobiosas, las celobiohidrolasas
(1,4-B-D-glucancelobiohidrolasas, numero de la comision de enzimas 3.2.1.91)
(Baldrian & Valaskova, 2008).

Estas fragmentan los extremos accesibles de la molécula de celulosa para liberar
glucosa y celobiosa. La celulosa micro cristalina es un sustrato adecuado para la
medicion de la actividad por tener un bajo grado de polimerizacion y una baja
accesibilidad (Lynd et al, 2005; Zhang et al, 2006).

B-glucosidasas

Completa el proceso hidrolitico convirtiendo los fragmentos de celobiosa a glucosa
o0 removiendo glucosas desde los extremos no reductores de pequeiios
celoligosacaridos. Son enzimas B-D- glucosido glucohidrolasas (EC 3.2.1.21),
pertenecen a las familias 1 y 3 de las glicosil hidrolasas (Schmid & Wandrey, 1987;
Lynd et al., 2002; Baldrian & Valaskova, 2008).
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Hidroliza la celobiosa soluble y otras celodextrinas con un grado de polimerizacion
superior a 6 y la posterior produccion de glucosa. La tasa de hidrolisis disminuye
con el incremento en el grado de polimerizacion del sustrato. La actividad de esta
enzima también puede ser medida usando celobiosa, la cual no se hidrolizara por

la endoglucanasas ni exoglucanasas (Lynd et al, 2005).

Celulasas Totales

Este sistema esta conformado por endoglucanasas, exoglucanasas y pB-
glucosidasas, las cuales hidrolizan sinérgicamente la celulosa cristalina. La
evaluacion de la actividad de las enzimas celuloliticas es con frecuencia evaluada
usando sustratos insolubles los cuales incluyen: papel filtro Whatman N°1 y
celulosa microcristalina. La heterogeneidad de la celulosa insoluble y la actividad
total. Resultados experimentales muestran que la estructura heterogénea de la
celulosa insoluble induce la disminucién en la tasa de hidrdlisis en corto tiempo
(menos de una hora) provocando la desactivacion de las células (Zhang et al,
2006).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimatica de las celulasas puede evaluarse de dos formas:

@ Medicién de la actividad individual de cada celulasa (endoglucasanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasas).

@ Medicién de la actividad total de las celulasas (Zhang et al, 2006).
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MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE CELULASA

Entre los microorganismos productores de celulasa se encuentran bacterias y
hongos aerobios y anaerobios, mesofilos y termofilos que ocupan una variedad de
habitats (Aubert, 1988).

Entre las bacterias degradadoras de la celulosa podemos encontrar las aerobias
entre las cuales se puede mencionar: Cellulomonas sp., Microbispora bispora,
Thermomonospora sp., Cytophaga sp., Corynebacterium sp., Vibrio sp., Bacillus
sp., Pseudomonas sp., Thermobifida sp. Ademas algunas anaerobias como lo son
Acetovibrio cellulolyticus, Butirivibrio sp., Bacteroides cellulosolvens, Bacteroides
succinogenes, Clostridium cellulorans, Clostridium thermocellum, Ruminococcus

albus, Rumimococcus flavefaciens (Lynd, et al, 2002).

Bacterias con alta actividad especifica de celulasas y pH 6ptimo para una buena
actividad enzimética la cual se presenta en la Tabla 2.

Microorganismo Actividad Especifica (pmol.min".mg'1) pH o6ptimo
Bacillus subtilis 514 5.7
Clostridium thermocellum 428 7
Streptomyces murinus 6.7 6
Bacillus macerans 5030 6
Bacillus sp. 369.6 9

Tabla 2. Bacterias con alta actividad especifica de celulasas (Howard et al., 2003)
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FACTORES QUE DETERMINA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS
CELULASAS

Existen diversos factores asociados al sistema enzimatico de las celulasas, ésto
incluye la inhibicion del complejo de celulasas por el producto final, inactivacion
térmica, sinergismo e irreversible adsorcion de las enzimas, teniendo estos ultimos
la mayor influencia en la tasa de degradacion del polisacarido (Mansfield et al,
1999).

SINERGISMO
El sinergismo ocurre cuando la accion combinada de dos 0 mas enzimas aumenta

la tasa de accidn sobre el sustrato respecto a la accion individual.

ABSORCION

La hidrdlisis de la celulosa difiere de otras reacciones enzimaticas en que el
sustrato es insoluble y requiere una previa absorcion de la enzima al sustrato. La
absorcién de las celulasas es facilitada por la presente de dominios en el sustrato
los cuales son susceptibles al clivaje proteolitico mediante uniones por fuerzas de

Van Der Waals y puentes de hidrégeno.

Ademas dichos dominios cuentan con aminoacidos aromaticos que conforman una
especificidad adicional y estabilidad al complejo enzima—sustrato (Mansfield et al.,
1999)

Existen dos teorias para explicar la interaccion de los dominios con la celulosa. La
primera se basa en que los dominios incrementan la concentracion local de
enzimas en la superficie de la celulosa, la segunda propone que los dominios son
el instrumento que permite el rompimiento de cadenas de celulosa cristalina pero

no de celulosa amorfa (Mansfield et al., 1999).
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FACTORES QUE AFECTAN LA DEGRADACION ENZIMATICA

La metabolizacién de la celulosa estd dada por diferentes factores los cuales

afectan o benefician a la misma:

RELACION ENZIMA SUSTRATO

Algunas enzimas permanecen libres en condiciones bajas de sustrato y no se
alcanza la maxima velocidad. Cuando el sustrato se encuentra en exceso toda la
enzima se transforma en enzima sustrato (ES) y la reaccién se realiza a su
méaxima velocidad. Finalmente la reaccion entra en equilibrio cuando no ocurren
mas cambios. Sin embargo si el producto (P) se quita después de que se produjo
impedira el establecimiento del equilibrio; por lo tanto el sustrato (S) se seguira

convirtiendo en producto (P).

En la Figura 13 se observa el efecto de la concentracion del sustrato sobre el
indice de la actividad enzimatica. El indice aumenta rapidamente con incremento
inicial en el sustrato; incrementos posteriores en las concentraciones del sustrato
no tienen efectos sobre el indice ya que se vuelve dependiente de la
concentracion del sustrato el mismo efecto ocurre con un incremento de lo

concentracion de una enzima (Figura 14).
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Figura 13. Concentracion del sustrato sobre el indice de actividad enzimatica

(Lenhiger 1993).
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Velocidad enzimatica

Concentracién de
enzima

Figura 14. Concentracidon de la enzima en la velocidad enzimatica (Lenhiger 1993).

TEMPERATURA

La utilizacién biolégica de la celulosa puede llevarse a cabo desde temperaturas
cercanas a la congelacion hasta alrededor de los 65°C. Cada una de las
variedades de organismos celuloliticos es afectada en forma diferente por la
temperatura. Los mesofilos dominan en temperaturas moderadas mientras que la
microflora terméfila puede degradar la celulosa por arriba de los 45°C (Alexander,
1980). La velocidad de reacciones catalizadas por enzimas se incrementa en
general con la temperatura dentro del intervalo en que la enzima es estable y
permanece totalmente activa, debido a que hay mas moléculas con la energia

suficiente para entrar en el estado de transicion (Julio G. Pereto 2007).

Efecto de la temperatura en la actividad enzimética

La velocidad de muchas reacciones enzimaticas se duplica aproximadamente, por
cada 10 °C de aumento de la temperatura (Figura 15). La aparente temperatura
Optima, es la resultante de dos procesos, uno el incremento habitual de la
velocidad de reaccion con la temperatura, y dos el incremento en la velocidad de

desnaturalizacion térmica de la enzima al sobrepasar una temperatura critica.
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Aunque la mayoria de enzimas se inactiva a temperaturas comprendidas entre 55
°Cy 60 °C, algunas de ellas son completamente estables y conservan su actividad

a temperaturas muy superiores (Julio G. Pereté. 2007).

El coeficiente de temperatura varia de una enzima a otra segun la energia de
activacion de la reaccion catalizada, es decir, de la altura de la barrera de energia

para pasar al estado de transicion.

Las reacciones catalizadas por las enzimas parecen con frecuencia, poseer una
temperatura 6ptima, donde se representa la actividad catalitica frente a la
temperatura, estas enzimas al ser proteinas, se desnaturalizan por la accion del

calor y se inactivan cuando la elevacion de temperatura sobrepasa un cierto punto.

f
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Figura 15. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccion (Julio G. Peret6. 2007).

Efecto de latemperatura en la estabilidad de una enzima

Las enzimas estando en su aparente temperatura 6ptima suelen perder actividad

enzimatica (Figura 16) dependiendo de la duracion del ensayo (Patnaik, 2002).
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Figura 16. Efecto de latemperatura en la estabilidad de una enzima (Patnaik, 2002).

POTENCIAL DE HIDROGENO

En medios con pH entre neutro y alcalino, muchos microorganismos son capaces
de crecer y liberar las enzimas apropiadas para la hidrélisis del polisacaridos
(Whitaker, 1994).

Efecto del pH en la velocidad de reaccion.

La mayoria de las enzimas poseen un pH caracteristico en el cual la actividad es
maxima; por encima o por debajo de este pH la actividad disminuye. Aunque los
perfiles de las curvas de actividad en funcién del pH de muchas enzimas son
acampanados pueden variar considerablemente (Figura 17). La relacion entre el
pH y la actividad de cualquier enzima depende del comportamiento acido-base de
la enzima y del sustrato, ya que éste afecta el grado de ionizacion de los
aminodcidos del sitio activo tanto del sustrato como del complejo enzima sustrato,

e influyendo en la afinidad que tenga la enzima por el sustrato (Badui, 2000).

La forma de la curva de actividad - pH varia con la concentracion del sustrato.
Estas curvas son mucho mas significativas si la enzima se mantiene saturada con
el sustrato en todos los valores de pH a los que se experimenta. En muchos
estudios de cinética enzimatica, el pH se mantiene constante, o muy proximo al pH

optimo. El pH Optimo de una enzima no es necesariamente idéntico al pH de su
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entorno intracelular normal, el cual puede hallarse a su vez en la pendiente de su
curva ascendente o descendente.
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Figura 17. Efecto del pH en la velocidad de reaccion de una enzima (Whitaker, 1994).

Efecto del pH en la estabilidad de una enzima

El pH influye directamente en la estabilidad de la enzima respecto al tiempo
(Figura 18) es decir, en el pH 6ptimo de la enzima, ésta suele ser razonablemente
estable a lo largo de los ensayos enziméticos, pero fuera de este rango de pH hay
una pérdida, para el caso de la pepsina, la enzima proteolitica del estbmago, cuyo

pH o6ptimo es de 2.0 pero se desnaturaliza rapidamente a pH mayor a 8.0
(Whitaker, 1994).
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Figura 18. Efecto del pH en la estabilidad de una enzima (Whitaker, 1994).
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5.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo se elabor6é en dos fases: cualitativas y cuantitativas en las
cuales se buscaba obtener los datos que nos muestren si los microorganismos
empleados son adecuados o no para la producciéon de la enzima celulasa a nivel

laboratorio.

CONTROL INICIAL Y PROPAGACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO EMPLEADO

Se utilizaron bacterias (bacilos y cocos) y levaduras aisladas del aguamiel que se
encontraban en refrigeracién en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de

Alimentos de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

Se prepar6 agar nutritivo en un matraz Erlenmeyer para el crecimiento de los
microorganismos del aguamiel. Se calent6 hasta clarificar completamente y se
esterilizé durante 15 minutos a 121°C (15 psi) tomando en cuenta las condiciones
de asepsia para evitar contaminacion en el medio de cultivo. Al vaciar el medio en
las cajas Petri estériles se usd una campana de aire estéril (Scorpion Scientific) y

se dejaron solidificar, se almacenaron en el refrigerador a 4°C.

Se sembrd cada una de las cepas otorgadas para su purificacion utilizando el
método de siembra de estria por agotamiento donde se sembré sobre un medio
solido. Se tomo una carga de muestra que contenia microorganismos y se hicieron

estrias con la muestra sobre una placa de agar de tal manera que la muestra se
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diluyé sobre la superficie llegando un momento en el que los microorganismos

depositados en las estrias estuvieron bien separados. Se colocé en la incubadora
(Prendo INO 650V-7 Incubadora Orbital) a una temperatura de 32°C durante 48

horas monitoreando el crecimiento de los mismos.

TINCION DE GRAM

Para asegurar que el cultivo estuviera puro se realizé Tincién de Gram, ya que

permitio diferenciar dos grandes grupo de bacterias (Gram +y Gram -).

1.
2.

Se realiz6 un frotis previamente fijado al calor.

Se colocaron sobre las muestras unas gotas de colorante cristal violeta

durante un minuto, se efectué un lavado con agua destilada y se eliminé el

exceso de agua.

Se afadieron unas gotas de la solucién de lugol se dejo reposar durante un

minuto, se lavd con agua destilada y se eliminé el exceso de la misma;

todas las células siguen siendo azul- violeta.

Se efectud un lavado con etanol.

Se agregd una solucion de safranina durante un minuto y se lavd esta

solucién. Las células Gram — se observaran de color rosa o rojo mientras

que las Gram + se observaran de color azul-violeta.

@ Gram positivas: No se lavan con etanol, retienen el colorante violeta y se
observan de ese color, la pared esta formada por una capa homogénea
y espesa de peptidoglicano, polisacaridos y poco o ningun lipido.

@ Gram negativas: Se decoloran cuando se lavan con etanol, no retienen
el colorante violeta y se observan rosadas, la pared esta formada por
una capa delgada de peptidoglicano y otra externa con lipoproteinas y

polisacaridos (Anonimo ,2006)

La pared celular de las bacterias estd compuesta por peptidoglicano, que es un

polimero complejo de aminoazucares y diferentes tipos de proteinas, dependiendo
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del tipo de bacteria pueden ademas encontrarse lipidos, polisacaridos y otros
componentes &cidos, lipoprotéicos y lipopolisacaridos; dicha composicion de la
pared es utilizada para diferenciar dos tipos de bacterias, de acuerdo a su
respuesta a la tincion segun demostro el cientifico danés Gram de donde se

reconocen las bacterias Gram positivas y las Gram negativas (Anénimo , 2006).

PRESERVACION DEL MICROORGANISMO EN  GLICEROL-LECHE
DESCREMADA

Esta técnica esta basada en la conservacion del los microorganismo en un medio
en donde puedan mantener sus actividad a una tasa muy baja ya que se somete a

congelacion usado cultivos puros previamente analizados por la Tincion de Gram.

El glicerol y la leche descremada forman un entramado con los cristales de agua

gue protegen a las células sin alterar su estructura.

Para llevar a cabo esta conservacion las muestras se habian purificado para que

al ser conservada solo existiera un microorganismo en los tubos Eppendorf.

1. Se preparé una solucién con glicerol (10 %) y leche descremada (Svelty
5%).

2. Se homogeniz6 en 100 mL de H,0 destilada

3. Se esterilizdé a 121 °C (15 psi) durante 15 min.

4. Se dej6 enfriar y se tom6 10 mL de la mezcla preparada la cual se agreg6 a
la caja Petri que contenia los microorganismos (cultivo puro) y con ayuda
de una asa bacteriolégica se desprendieron las colonias para su
conservacion,

5. Se tomaron 1000 pL de la solucién de la caja petri y se colocé en tubos
Eppendorf  previamente esterilizados (121°C por 15 minutos) con
capacidad de 1.5 mL (Figura 19) y se almacenaron a temperatura de

congelacion (-20°C) para su conservacion.
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Figura 19. Microorganismos preservados en glicerol y leche descremada.

DETERMINACION DE PRUEBAS CUALITATIVAS

ACTIVIDAD CELULOLITICA

Para la medicion de la actividad celulolitica se utiliz6 un medio a base de
carboximetilcelulosa de sodio (CMC de Na) al 0.5 %, rojo congo (0.5 %), agar
bacterioldgico (1.5 %) y extracto de levadura (0.1%).

Se homogeniz6 y se esterilizd la solucién a 121°C (15 psi) por 15 minutos, se
enfri6 y se vacio en cajas Petri estériles (Figura 20), haciendo un pozo en el
centro del agar rojo congo se inocularon los microorganismos (Figura 21)
previamente conservados en glicerol y leche descremada manejando siempre un

ambiente de asepsia para evitar contaminaciéon del medio.

Posteriormente se colocd en una incubadora (Prendo INO 650V-7 Incubadora
Orbital) a una temperatura de 32°C monitoreando la coloracién del medio por la
degradacion que ejercian cada uno de los microorganismos sobre éste (Figura
22), tomando en cuenta el tiempo O hasta las 36 horas. Para corroborar esta

prueba se siguié monitoreando cada 24 horas alcanzando las 132 horas.
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Figura 20. Testigo del Agar Rojo Congo. Figura 21 Inoculacién del microorganismo.

Figura 22. Crecimiento del microorganismo.

DETERMINACION DE PRUEBAS CUANTITATIVA Y CINETICAS DE
FERMENTACION

FERMENTACION EN MEDIO LiQUIDO

Después de los datos obtenidos con la prueba rojo congo se descartaron las
muestras las cuales no presentaba degradacion en el agar rojo congo para
posteriormente iniciar la fermentacion en medio liquido de las muestras las cuales
presentaron degradacion de la fuente de carbono que se les suministro al

microorganismo

PREPARACION DEL INOCULO

Se seleccionaron las muestras Bal (bacteria de aguamiel 1), Ba3 (bacteria de

aguamiel 3), y Cal (coco de aguamiel 1) y se sembraron sobre agar nutritivo para
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la obtencion de las colonias, se incubé a 32°C (Prendo INO 650V-7 Incubadora

Orbital) por 48 horas para su crecimiento adecuado.

Después del crecimiento adecuado de los microorganismos se procedio al
recuento de células, se colocaron 20 ml de solucion Tween 80 al 0.1%
previamente esterilizado a 121°C (15 psi) durante 15 minutos y con ayuda de una
asa bacteriolégica se desprendieron las colonias de la caja, se tomaron 100 pL de
la suspension de células y se diluyé en 20 mL de H,0 destilada y se homogenizo.
Se coloco una gota sobre la camara de Neubauer (Figura 23), se cubrié con un
portaobjetos y posteriormente se observé en un microscopio con el objetivo 40X el
cual es un aumento adecuado para la prueba. Las células presentes se contaron
en los cuadros elegidos (formando una “Z”). Se contaron un total de 13 cuadros
(Figura 24), cinco en cada linea (cinco arriba y cinco abajo) y tres de la diagonal

gue cruza el centro uniendo las lineas.

b J

Figura 23. Aplicacion de la muestra sobre la camara de Neubauer.

Figura 24. Diagrama para conteo de esporas.
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Se determind el nimero de esporas por mL utilizando la siguiente formula
Células / mL = promedio x 250,000 x factor de dilucion (200).

El resultado obtenido del recuento de células es lo que se inocula en cada uno de

los frascos de cristal que contiene Czapek-Dox para el inicio de la fermentacion.

CONDICIONES DE LA FERMENTACION

Para la realizacion de la fermentacion en medio liquido se utilizé la cantidad de 20
ml de solucion Czapek-Dox (Anexo 5) previamente esterilizado, la cantidad de
células/mL que se determiné en el recuento de las mismas para el inicio de la
fermentacién con ayuda de una micro pipeta, se homogenizo el medio y se coloco
un tapon. Se sello con parafilm para evitar contaminacion por accién de cualquier

otro microorganismo no deseado.

En la primera fermentacion se utilizé6 una concentracion de CMC al 0.5% para la
solucion de Czapek-Dox, con esta concentracion se elimind la cepa identificada
con Cal y en las posteriores se emple6 una concentracion 0.1 % de CMC de Na

(Anhidro, Glicalato de celulosa de Sodio, Golden Bell reactivos).

La concentracién de células utilizadas fué 1x10 ° células/mL las cuales se
inocularon en condiciones de asepsia en 20 ml de solucién de Czapek-Dox
previamente esterilizada a 121 °C (15 psi) durante 15 min, se incub6 a 32° C
(Prendo INO 650V-7 Incubadora Orbital) proporcionandole una agitacién de 150
rom para mantener la homogeneidad entre el medio y el microorganismo
monitoreando el crecimiento de las misma cada 12 horas. La obtencion del
extracto enzimatico se realizo cada 12 horas desde el tiempo O hasta 48 horas de

fermentacién. Estos procesos se realizaron por triplicado.
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EXTRACCION ENZIMATICA DE FERMENTACION EN MEDIO LiQUIDO.

Cada una de las muestras con sus respectivos tiempos se guardd para su filtrado
y recuperacion del extracto enzimatico con ayuda de una bomba de vacio
(Millipone), matraz Kitazato y un embudo de porcelana (Figura 25). Se filtro la
solucion con un papel filtro Whatman N° 1 de cada fermentacion la cual se
monitoreo cada 12 horas de incubacion se realizd la muestra por triplicado y se
almacenaron en tubos de plastico Corning 430290 de 50 mL a 4°C (Figura 26).

Figura 25. Filtrado de las muestras Figura 26. Muestras en tubos Corning.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para la actividad enzimatica de los extractos, se emple6 el método de Ghose. T.K.
(1987) determinando los azucares reductores de las muestras seleccionadas por
el método de Miller (1989).

DETERMINACION DE ENDOGLUCANASA

En esta prueba se detecta la actividad de las enzimas responsables de la hidrolisis
de los enlaces B-1,4 localizados en las regiones internas de la molécula de
celulosa, contribuyendo a la disminucién del grado de polimerizacién (Anexo 8).
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FERMENTACION CON CMC AL 0.5% EN MEDIO CZAPEK-DOX

Se coloco en un tubo de ensaye las siguientes cantidades y se le realizaron los

siguientes pasos.

Mezcla de reaccion (MR)

Blanco enzimético (BE)

Blanco de sustrato (BS)

700 pL de carboximetil celulosa al 0.1 %

550 pLde buffer acetato
sodico 50 mM pH 6.0

300 pL de extracto enzimatico

1250 pL de DNS

Incubando a 55°C
durante 5 min en un bano

Maria (ThermoScientic)

1250 pL de DNS

250 pL de buffer acetato sédico 50 mM pH 6.0

1250 pL de DNS

Incubando a 55°C
durante 5 min en un bafno

Maria (ThermoScientic)

Incubando a 55°C
durante 5 min en un bafno

Maria (ThermoScientic)

Se someti6 a ebullicion durante 5 minutos

Bano de hielo durante 5 minutos

5 minutos a temperatura ambiente

Posteriormente fueron leidas a 540 nm (espectrofotometro UV/VIS Velab modelo

VE 5600 UV).

La mezcla de reaccion (MR) y el blanco enzimético (BE) se compararon con una

curva patrén de glucosa a 0.1% (Anexo 2).
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FERMENTACION CON CMC AL 0.1% EN MEDIO CZAPEK-DOX

Se coloco en un tubo de ensaye las siguientes cantidades y se le realizaron los
siguientes pasos.

Blanco de enziméatico
Mezcla de reaccion (MR) Blanco sustrato (BE) (BE)
200 pL de buffer de
200 pL de carboximetil celulosa al 0.05% acetato (0.1 M ; 4.8 pH)
50 uL de extracto 50 uLde buffer acetato 50 uL de extracto
enzimatico (0.1 M ; 4.8 pH) enzimatico

Incubando a 55°C durante 10 min en un bafio Maria (Thermo Scientic)

Ebullicion durante 5 minutos
250 pL de Buffer de Acetato (0.1 M ; 4.8 pH)
1250 pL de DNS

Se sometid a ebullicion durante 5 minutos

Bano de hielo durante 5 minutos

5 minutos a temperatura ambiente

La mezcla de reacciéon (MR) y el blanco enzimético (BE) se compararon con una

curva patrén de glucosa a 0.1% (Anexo 3)

La determinacion de azucares reductores producidos por la hidrolisis enzimética
de carboximetil-celulosa se utiliz6 para determinar la presencia de enzimas

celulasas, mediante la prueba de DNS (Miller et al., 1989)
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CUANTIFICACION DE U/ mL

Las unidades de enzimas presentes en los extractos enzimaticos fueron

calculadas de la siguiente manera.

J mol
EE
min

U/mL=

Donde: U= unidad enzimatica que se define como la cantidad de y mol del

producto derivado de la hidrdlisis de la enzima como se expresa a continuacion:

p mol de Glucosa en fermentacion CMC al 0.5% en medio Czapek-Dox

2.5 mol Rxn
0.3 mLEE

U _ mgc _ 1 mol 1,000,000 p mol c
mL mLRxn 180,1600 mgc 1 mol

1 u
—| = 9.25 — de celulasa
5 mL

g mol de Glucosa en fermentacion CMC a 0.1% en medio Czapek-Dox

U _ mgc _ 1 mol 1,000,000 p mol c

mL_ mLRxn  180,1600 mg ¢ 1 mol

1.75 mol Rxn
0.05 mL EE

1 _ ]
ol = 19.42 — de celulasa

EVALUACION DE AZUCARES REDUCTORES

Los azucares reductores se evaluaron por el método de Miller et al., (1989) con
DNS (Anexo 7) buffer de acetato de sodio 50 mM (ph6.0) y buffer de acetato (0.1
M; 4.8 pH) (Anexo 6) extracto enzimatico filtrado en papel Whatman No.1, éstos se
determinaron en diferentes tiempos (0, 12, 24, 36 48 horas) por triplicado esto en

la fermentacion con una concentracion de CMC a 0.5%

Las muestras tratadas se leyeron a 540 nm para cuantificar azlicares reductores

con ayuda de un espectrofotometro (UV/VIS Velab modelo VE 5600 UV) y fueron

44

——
| —



calculadas para saber la cantidad del consumo de sustrato. Se preparé una curva
patron de azucares reductores, donde se emplearon las ecuaciones de la

linearizacion de las curvas para la cuantificacion del contenido de azucares.

Determinacion de exo-glucanasa

Se detecta la actividad de las enzimas responsables de la hidrélisis de los enlaces
B-1,4 localizados en las regiones externas de la molécula de celulosa,

contribuyendo a la disminucién del grado de polimerizacion (Anexo 9).

Se coloco en un tubo de ensaye las siguientes cantidades y se le realizo los
pasos.

Mezcla de reaccion (MR) | Blanco de sustrato (BS) Blanco enzimético (BE)

1 mL de Buffer de Acetato (0.1 M ; 4.8 pH)

Tira de papel filtro (Whatman #1) 50 pL de extracto
enzimatico
50 uL de extracto Bafio Maria (ThermoScientic), a 50°C durante 1 hora
enzimatico
Bafio Maria
(ThermoScientic), a 50°C 250 pL de Buffer de Acetato (0.1 M ; 4.8 pH)

durante 1 hora

250 pL de Buffer de
Acetato (0.1 M ; 4.8 pH) 1250 uL de DNS

1250 L de DNS

Ebullicién durante 5 minutos

Bafio de hielo durante 5 minutos

5 minutos a temperatura ambiente

Posteriormente fueron leidas a 540 nm (espectrofotémetro UV/VIS Velab modelo
VE 5600 UV).
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CUANTIFICACION DE FPU/mL

Para lograr la cuantificacion de las unidades de papel filtro se calcula con la

siguiente formula:

FPU = (0.185) * (%)

Donde: 0.185 es constante y a lo que equivalen las unidades de papel filtro

EVALUACION DE AZUCARES TOTALES

Los azucares totales se evaluaron bajo el método de Dubois et al ., (1956) con
fenol-sulfarico utilizando el extracto enzimatico filtrado con papel (Whatman No. 1)

los cuales se pusieron a peso contante para eliminarles la humedad (Anexo 10).

Esta se determiné a los diferentes tiempos de la fermentacién (0, 12, 24, 36, 48
horas), donde en un tubo de ensaye se aplicaron 250 uL de muestra (extracto
enzimatico), 250 pL de fenolsulftrico se agitaron en un vortex, se colocaron en
bafio de hielo durante 5 minutos, transcurrido el tiempo se afiadio por las paredes
del tubo de ensaye 1000 pL de &cido sulfarico concentrado, se agitd nuevamente
en un vortex y se puso a ebullir por 5 minutos y se dejé 5 minutos a temperatura
ambiente para su posterior lectura 480 nm en un espectrofotometro (UV/VIS Velab
Modelo 5600 UV).

Se prepar6 un curva patron de azUcares totales donde se emplearon las

ecuaciones de la linearizacion de las curvas (Anexo 4).
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DETERMINACION DE BIOMASA

En la determinacion de biomasa se sometié el papel filtro a peso constante
durante 24 horas a una temperatura de 70°C, se filtr0 la muestra sobre el papel
filtro y se colocé en una estufa a 70°C para obtener la diferencia de pesos, el
extracto enzimatico obtenido se evalud bajo el Método de Miller (1989) para la
determinacion la cantidad de biomasa la cual no se pudo recuperar con el filtrado,
las muestras se leyeron a 540 nm (espectrofotbmetro UV/VIS Velab modelo VE
5600 UV).
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6.- RESULTADOS

MICROORGANISMOS INICIALES

Para llevar a cabo este proyecto se realiz6 la purificacion de los microorganismos
provenientes del aguamiel: hongos, bacterias y levaduras para su posterior
conservacion en glicerol y leche descremada y asi contar con los microorganismos
para su uso en los diferentes pasos del mismo para tener como resultado una sola

cepa la cual nos proporciona la mayor produccién de la enzima en estudio.

DETERNIMACION DE PRUEBAS CUALITATIVAS

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS CELULOLITICOS

La actividad se observd mediante la evaluacion cualitativa con el revelado de las
zonas de obscurecimiento utilizando el medio agar rojo congo, el diametro de los
halos en las muestras no muestra un patrén en especifico, las cajas que contenian
las cepas de levaduras mostraron degradacion nula y en comparacion de las cajas
en las cuales se inocularon los cocos y bacilos presentando su mayor actividad
entre las 12 y 24 horas, después de éstas los halos que se formaron fueron
disminuyendo (Anexo 1) como se muestra en el monitoreo aplicandole una

temperatura de 32°C.

Al realizar el cambio de temperatura de 32°C a 35°C y monitoreando cada 24
horas no se mostrd ningn cambio en las cajas inoculadas por lo que se sabe que
la actividad enzimatica se realiza en las primeras horas después de haber sido

inoculado el microorganismo en el agar rojo congo.

En comparacion con otros estudios realizados para la obtencion de la misma

enzima utilizando el agar rojo congo y fuente de carbono CMC, un estudio
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realizado por Lu et al. (2005) en donde los diametros presentados por cepas
aisladas de tallos de flores y que fueron cultivadas en el mismo agar e incubando
a una temperatura de 32°C durante 5 dias alcanzaron valores de 6.4 cm, lo cual
demuestra una baja actividad en los microorganismo provenientes del aguamiel ya

que en algunas cepas inoculadas no presentd ningun tipo de actividad.

Esta prueba muestra que aunque sean microorganismos aislados de la misma
fuente y que éstos sean de la misma especie no desarrollan las mismas
capacidades para llevar a cabo la degradacion, pueden existir diferencias en la
complejidad del sistema enzimatico, lo cual le permita o no degradar el sustrato y

asi generar diferentes tasas de desarrollo en cada una de las cepas usadas.

Las cepas seleccionadas cuentan con un mecanismo enzimatico adecuado para la

degradacion del sustrato, por lo cual se escogieron para llevar a cabo el proyecto.

El género de Bacillus es reportado como microorganismo con alta actividad
celulolitica muchos de éstos estan presentes en el suelo y en la materia organica
en degradacién asi que juegan un papel muy importante en la biodegradacién del

ambiente y presentan una buena actividad enzimética.

DETERMINACION DE PRUEBAS CUANTITATIVAS

EVALUACION PRELIMINAR DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA DE LAS
CEPAS AISLADAS

Con las pruebas realizadas del aislamiento de microorganismos celuloliticos por
el agar rojo congo se seleccionaron las muestras que presentan mayor actividad
de degradacion enzimatica para realizar las fermentaciones con las condiciones ya

establecidas.

Las cepas seleccionadas Bal (bacteria de aguamiel 1), Ba3 (bacteria de aguamiel

3), Cal (coco de aguamiel 1) a las cuales se les realizaron las pruebas
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preliminares para evaluar la capacidad celulolitica de cada una de ellas
determinando la liberacion de azucares reductores por la técnica de DNS (Miller,
1959) y utilizando como sustrato CMC a 500 ppm indicaron la actividad celulolitica
en la tres cepas en estudio, todas presentan actividad endoglucanasa durante el
periodo de la fermentacion, el tiempo de ésta es adecuado ya que en cada una de
las muestras se pueden apreciar las 4 fases de la curva de crecimiento como se

muestra en las graficas (Figura 2) de cada una de las muestras.

Podemos concluir que tanto en la prueba cualitativa y en la cuantitativa de las
cepas en estudio son adecuadas para la producciéon de la enzima de interés cada

una de éstas en diferente proporcion

Con la prueba de DNS (Miller, 1959) sabes que se llevdo a cabo de manera
adecuada la reaccién enzima sustrato completa, la cantidad de enzima en el
extracto enzimatico de las fermentaciones es suficiente para hidrolizar la celulosa
0 para obtener azlcares reductores que pueden ser detectados por ésta técnica y
se le proporcionaron las condiciones adecuadas para que ésta se realice como lo
es pH entre 4.8 y 6.0, temperatura de 32°C + 2 y asi poder detectar la enzima

encargada de las degradacion del sustrato.

Bal
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Figura 27. Actividad enzimética de la muestra Bal (bacilos de aguamiel 1)

Podemos observar que no existe una fase como tal de adaptacion ya que al
microorganismo se le proporciona los nutrimentos necesarios para iniciar actividad

enzimatica la cual se mantiene estable desde las 24 horas, teniendo su punto

50

——
| —



maximo a las 36 horas hasta con pequefio descenso en las 36 y las 48 horas
(Figura 27).

Ba3
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= 1.50
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O — .
T
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< i2 24 36 48 60

-0.50
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Figura 28. Actividad enzimatica de la muestra Ba3 (bacilos de aguamiel 3)

Su fase de adaptacion al medio es notable ya que entre las 0 horas a las 12 horas
se inicia la adaptacién y de las 12 a las 24 se dispara la actividad enzimatica pero

disminuye muy rapido después de las 36 inicia a disminuir (Figura 28).
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Figura 29. Actividad enzimética de la muestra Cal (Cocos de Aguamiel 1)

La actividad enzimatica se dispara a las 12 horas y se mantiene estable entre las
24 y 36 horas, disminucién drasticamente a las 48 horas en su actividad

enzimatica (Figura 29).
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Figura 30. Comparacion de las tres cepas en estudio

De acuerdo con la literatura se sabe que distintos Bacillus como Bacillus
licheniformis presentes en residuos vegetales de flores en compostaje (Lu et al.,
2005) y Bacillus subtilis en muestras de suelo y agua de la regiébn amazdnica
(Heck et al., 2002) han demostrado un alto potencial celulolitico en comparacién
con los cocos, por eso se presenta mejor rendimiento en las dos muestras de
bacilos en estudio la Ba 1 y Ba 3 éstos pueden tener una considerable tasa de

crecimiento alta y asi poder hidrolizar mejor la celulosa a glucosa (Figura 30).

30.00
© 25.00 T
2
= 20.00
€ ¢ Bal
EE 15.00
s £ 1000 mBa3
B2 P
3 — 5.00 §
>
< -5.00 12 24 36 60
-10.00 Tiempo (h)

Figura 31 Analisis de la cepa Baly Ba3 en la prueba de endoglucanasa por el método de
Miller (1989)

La muestra de Ba 1 no muestra una actividad de endoglucanasa mas estable
porque su descenso no es muy notorio de un tiempo a otro y en la muestra Ba 3

nos presenta una actividad alta a las 24 horas pero desciende demasiado rapido
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asi gue nos produce de la cadena de celulosa oligosacaridos de varias longitudes
(Figura 31).

0.800 ¢ Bal WBa3 A Bal* XBa3*
0.600

0.400

I ®
0.200 P X %

0.000 R
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.l.
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O

-0.200

-0.400
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Figura 32 Analisis de cepa Bal y Ba3 por duplicado en la prueba de exoglucanasa

La muestra de Ba 1 presenta mejor rendimiento en la muestra de exoglucanasa,
ésto quiere decir que su actividad enzimética es mejor porque fragmenta los
extremos de la cadena de celulosa generando unidades de glucosa en

comparacién con la muestra Ba 3 que no muestra un mismo patrén.

Al analizar las dos muestras de bacilos Bal y Ba 3 se presenta un comportamiento
mas estable en la prueba de endoglucanasa y exoglucanasa en la muestra Bal,;
gracias a estas pruebas se puede determinar que la cepa etiquetada como Ba 1
presenta un mayor rendimiento en las dos pruebas y se presenta como cepa final
para valorar su actividad enzimatica para producir la enzima celulasa a nivel
laboratorio proporcionandole las condiciones adecuadas para que se realice la

actividad enzimatica (Figura 32).
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Figura 33 Cepa final Ba 1 actividad endoglucanasa
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Figura 34 Cepa final Ba 1 actividad exoglucanasa

La cepa final etiquetada como Bal presenta el mejor rendimiento entre las otras

dos cepas seleccionadas por las prueba de la actividad celulolitica.

La cepa Bal en la prueba de endoglucanasa han logrado hidrolizar los enlaces [3-
1,4 glucosidicos intramoleculares accesibles de cadena de celulosa para producir
oligosacaridos de varias longitudes (Figura 33) y en la prueba de exogluconasa
logré fragmentar lo extremos del sustrato para generar unidades de glucosa
(Figura 34).
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A esta cepa se le realiz6 la determinacion de biomasa lo cual nos di6 como

resultado los siguientes datos (Figura 35).

Biomasa

0.04
0.03
0.02
0.01
0.00

Biomasa

0 12 24 36 48 60
Tiempo (hrs)

Figura 35 Cepa Bal Biomasa.

No existe un crecimiento adecuado en el medio Czapek-Dox y si existe es muy
minimo y no es detectable, y es un método indirecto para la cuantificacién de

biomasa.

CONDICIONES OPTIMAS DE LAS ENZIMAS

POTENCIAL DE HIDROGENO Y TEMPERATURA OPTIMA DE LAS
CELULASA

Se uso la solucion de buffer de acetato a 50 mM con pH 6.0 para la fermentacion
de CMC al 0.5% y una solucion de buffer de acetato a 0.1 M con pH de 4.8 para la
fermentacién de CMC al 0.1 %, en cada uno de los pH se present6 una buena

actividad enzimatica de celulasa.

A un pH entre 4.8 y 6.0 la enzima celulasa puede realizar sus actividades
enzimaticas, éste esta directamente relacionado con la estructura de las enzimas

puede ser mayor o menor dependiendo del microorganismo en estudio.
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Las reacciones quimicas que se presentan durante la prueba con el método de
Miller (1989) usando una solucién de bufer la cual nos ayudan a mantener
constante el medio y que no existan otras reacciones no deseadas y mantener

estable el medio para una mejor valoracion.

Las temperaturas a las cuales se realizaron las pruebas son las adecuadas ya que
los resultados alcanzados son satisfactorios teniendo una temperatura estable de
50°C con una incubacion de 5 a 10 minutos para la cuantificaciébn de azlcares
reductores por el método Miller (1989) con DNS, la prueba se realiz6 por triplicado
para mejores resultados, el medio en el cual se desarrolla la actividad enzimatica

también influye mucho en el valor de la temperatura éptima de la enzima.

Krishna (1999), reporté que el pH y la temperatura de la fermentacién en medio
liquido tiene un gran influencia en la produccion de enzimas celuloliticas, en su
investigacion se presenta a un pH de 6.0 y se da una mayor liberacion enzimatica

con una temperatura de 35°C.

ESTABILIDAD DE LA ENZIMA DE CELULASA

La temperatura usada para la reacciones de las enzimas es de 50°C vy
poniéndolas a temperatura de ebulliciobn las enzimas seguian estables y no se

desnaturalizaron.

La estabilidad térmica se midi6 evaluando la actividad enzimética residual,
mediante la liberacion de azlcares reductores y su cuantificacién por el método
Miller (1989)
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7.- CONCLUSION

Se logro el aislamiento de 14 diferentes microorganismos autéctonos del aguamiel
identificados como Gram positivo de las cuales con la prueba de actividad
celulolitica se descartaron las cepas que no presentan actividad enzimatica como
lo fueron las levaduras, a diferencia de las cepas de bacilos y cocos que fueron
analizadas para obtener la mejor y asi lograr la produccion de la enzima celulasa,
gue obtuvo la mejor cepa para la obtencién de la enzima fue la Bal (Bacilos de
Aguamiel 1) pues presenta mayor concentracion de azUcares reductores y

actividad enzimética superior a las otra muestras.

Se comprobo que las condiciones de pH, temperatura, sustrato usadas durante el
proyecto son las Optimas para el crecimiento y el desarrollo de los
microorganismos en estudio pues presentan las cuatro fases de crecimiento

durante la fermentacién en medio liquido.

La produccion de las enzimas por medio de microorganismos es mas rentable ya
gue éstas son mas estables que las enzimas vegetales y animales (Carlon, 2007),
muchas de las bacterias las cuales presentan la mayor actividad en la produccion
de celulasas son los bacilos como lo son Bacillus cereus y Bacillus subtilis entre
otros, los cuales presentan un gran actividad a diferentes temperaturas y
conociendo cudl de éstas es la 6ptima para la actividad enzimatica ya que si se
conocen las condiciones adecuadas de la reaccién enzimética, se puede conocer
el tiempo de produccion ya que a las 36 horas la cepa presenta un Optimo

desarrollo y buena produccion de la enzima.

Parametros como las moléculas de celulosa en las regiones amorfas, el grado de
cristalina, la conformacion estereoscopica, la rigidez de las unidades de celulosa,
el grado de polimerizacion de la celulosa, la naturaleza de los componentes con
los que la celulosa esta asociada, la concentracion y distribucion de los grupos
sustituyentes condicionan drasticamente la actividad de los microorganismos

celuloliticos y asi lograr degradar este tipo de sustratos, lo cual explica que el
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comportamiento metabdlico sea especifico y por ende, la acumulacion del

producto de hidrdlisis difiera de un ensayo a otro.

La cepa que muestra mas estabilidad durante su actividad enzimética es la Ba 1
(Bacteria de Aguamiel) en la prueba de endoglucanasa y exoglucanasa sus

resultados son superiores al de las otra muestras.

Se deben de seguir realizando estudios para obtener mejores cepas las cuales
proporcionen una mejor y mas estable actividad enzimatica para optimizar
procesos en cada una de las aéreas que se emplee los microorganismo nos dan
enzimas mas estables en comparacién con las proporcionadas por los vegetales y

animales.

Conociendo las condiciones adecuadas podemos conocer mejor desarrollo del

microorganismo y saber en qué momento es su punto maximo de produccion.
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8.- ANEXOS

ANEXO 1 MONITOREO ROJO CONGO

Monitoreo de levaduras en medio rojo Congo

Muestra inicial Muestra O hrs

Clave 12 hrs 24 hrs 36 hrs

Lal

La?
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Monitoreo de bacilo en medio rojo congo

Clave

12 hrs

24 hrs

36 hrs

Bal

Ba2

Ba3
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Monitoreo de cocos en medio Rojo Congo

Clave

12 hrs

24 hrs

36 hrs

Cal

Ca2

Ca3




ANEXO 2 CURVA PATRON AZUCARES REDUCTORES

CONCENTRACION DE CMC 0.5 %

4
S
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ANEXO 3 CURVA PATRON AZUCARES REDUCTORES

CONCENTRACION DE CMC 0.1 %

Actividad enzimatica

y =0.2401x - 0.2357
R*=0.9788

5 10 15
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ANEXO 4 CURVA PATRON AZUCARES TOTALES
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METODOLOGIAS EXPERIMENTALES

ANEXO 5 MEDIO DE CULTIVO MINIMO EN SALES CZAPEK-DOX

Material Cantidad
Matraz 1 pza
Agitador magnético 1 pza

NaNO; 7.65 g/L
KH,PO, 3.04 g/L
MgSO4 1.52 g/L

KCI 1.52 g/L
CMC 05%y0.1%

Procedimiento

1.- Pesar cada una de las sales y adicionar al matraz Erlenmeyer.
2.- Agregar agua destilada al matraz (1 litro).

3.- Adicionar la fuente de carbono requerida.

4.- Agitar durante 30 min.

ANEXO 6 SOLUCION AMORTIGUADORA ACETATO SODICO 50 Mm (pH 6.0)

SOLUCION A Y B

@ Solucion A (AcidoAcetico)
5.72 ml aforar a un litro
@ Solucion B (Acetato de Sodio)

8.2 g aforar a un litro
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Procedimiento

1.- Mezclar 4.8 mL de solucion Ay 45.2 mL de solucién B.
4.- Adicionar 50 mL de agua destilada, para completar 100 mL de solucion

5.- Mezclar durante 10 min.

ANEXO 7 REACTIVO DNS (CUANTIFICACION DE AZUCARES
REDUCTORES)

Se basa en la reduccion del acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS) (de color amarillo)
por la glucosa u otro azucar reductor, al acido 3-amino-5-nitrosalicilico (de color
rojo ladrillo) (Chaplin, 1986), cuya presencia puede detectarse por lectura de la

Absorbancia en la zona de 540-570 nm.

Material Cantidad

DNS 10.0 g/L
Fenol 2.0 g/L
Sulfito de sodio 0.5 g/L
Hidroxido de sodio 10.0 g/L
Tartrato de sodio y potasio 200.0 g/L

Procedimiento

1.- Precalentar agua destilada (100 mL) en vaso de precipitado a 50 °C con
agitacion

2.- Adicionar el DNS, el hidroxido de sodio, el tartrato de sodio y potasio, el fenol
y el sulfito de sodio (En ese orden).

3.- Aforar con agua destilada al volumen deseado

4.- Forrar el contenedor con aluminio y almacenar en refrigeracion

Nota: La disolucién obtenida puede usarse durante 2 meses, si se guarda en la
oscuridad y en refrigeracion.

Referencia
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Miller, 1959

ANEXO 8 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENDO-GLUCANASA

FUNDAMENTO
En este caso se detecta la actividad de las enzimas responsables de la hidrolisis
de los enlaces B-1,4 localizados en las regiones internas de la molécula de

celulosa, contribuyendo a la disminucién del grado de polimerizacion.

Material

Tubos de ensaye de vidrio (13 x 100)

Carboximetil celulosa a 500 ppm 6 100 ppm (Sustrato)
Buffer de Acetatos 0.1 M a pH 4.8 ¢ citratos 50 mM a pH 4.8
Bafio maria a 50 °C

Reactivos para determinacion de azucares reductores (Miller - DNS) 6 (Somogi-

Nelson)
Procedimiento

@ Blanco de enzima (BE):

En un tubo de ensaye colocar 200 pL de buffer mas 50 uL de extracto enzimatico

@ Blanco de sustrato (BS):
En un tubo de ensaye colocar 200 pL de sustrato mas 50 uL de buffer.

@ Mezcla de reaccion (MR):
En un tubo de ensaye colocar 200 pL de sustrato mas 50 pL de extracto
enzimatico.
1. Cada tubo se coloca en bafio maria a 50 °C durante 10 minutos y se

detiene la reaccion mediante ebullicidn en bafo maria durante 5 minutos.
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2. A cada tubo se le miden azlcares reductores. Cada una de las
determinaciones debe realizarse por triplicado o de acuerdo a las muestras

gue se tengan. Los tubos pueden ser incubados simultaneamente.

Referencia
Ghose, T.K. (1987). Measurement of cellulase activities.Pure&Appl. Chem. 59:
257 — 268.

ANEXO 9 DETERMINACION DE ACTIVIDAD EXO-GLUCANASA

FUNDAMENTO
En este caso se detecta la actividad de las enzimas responsables de la hidrolisis
de los enlaces B-1,4 localizados en las regiones externas de la molécula de

celulosa, contribuyendo a la disminucion del grado de polimerizacion.
Metodologia

Material
Tubos de ensaye (13 x 100)

Tiras de papel filtro Whatman #1 de 1 cm x 6 cm (Sustrato)

Buffer de Ac Citrico/Citrato de Na 0.1 M a pH 4.8

Bafio maria a 50 °C

Reactivos para determinacion de azucares reductores (Miller - DNS).
Procedimiento

@ Blanco de enzima (BE):
En un tubo de ensaye colocar 1 mL de buffer y se colocan 50 puL de extracto

enziméatico
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@ Blanco de sustrato (BS):
En un tubo de ensaye colocar 1 mL de buffer y se colocan una tira de papel filtro

@ Mezcla de reaccion (MR):
En un tubo de ensaye colocar 1 mL de buffer y se colocan una tira de papel filtro.

Se adicionan 50 pL de extracto enzimatico.

1. Cada tubo se coloca en bafio maria a 50 °C durante 1 h y se detiene la
reaccion mediante ebullicion en bafio maria durante 5 minutos.

2. A cada tubo se le miden azucares reductores. Cada una de las
determinaciones debe realizarse por triplicado o de acuerdo a las muestras
que se tengan. Los tubos pueden ser incubados simultdneamente.

Referencia
Ghose, T.K. (1987). Measurement of cellulase activities.Pure&Appl. Chem. 59:
257 — 268.

ANEXO 10 DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES POR EL METODO DE
FENOL-SULFURICO

FUNDAMENTO

El método propuesto por Dubois et al en 1956 se fundamenta en que los
carbohidratos son particularmente sensibles a acidos fuertes y temperaturas altas.
Bajo estas condiciones una serie de reacciones complejas toman lugar
empezando con una deshidratacién simple, si se continla con el calentamiento y
la catalisis acida se producen varios derivados del furano que condensan consigo
mismo y con otros subproductos para producir compuestos coloridos producto de
la condensacién de los compuestos fendlicos y con heterociclos con el nitrdgeno

como heterodtomo. La condensacion mas comun es con el fenol.
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Materiales

Muestra hidrolizada (Extracto)
Matraz de aforacion

Papel filtro

Fenol 5 %

Autoclave

Glucosa 500 ppm

Agua destilada

Vortex

Micropipetas

Tubos de ensayo 3*100 ml

H,SO, concentrado

R @ R @ @ ® P ® @ R @ @

Espectrofotdmetro

Procedimiento

250 pl de muestra

Afadir 250 ul de fenol al 5 % en H,SO,

3. Agitar en vortex y dejar en bafio de agua con hielo por 5 min
Afadir 1 mL (1000 pl) de ac. sulfarico H,SO,4 concentrado
Agitar en vortex cuidadosamente y ebullir por 5 min

Enfriar a temperatura ambiente por 5 min

N o gk~ wbd e

Leer en espectrofotdmetro a una absorbancia de 480 nm
Nota: la curva de calibracion se realiza con glucosa o xilosa
Referencias

Dubois M., Gilles K.A., Hamilton J.K., Rebers P.A. y Smith F. (1956).Colorimetric
method for determination of sugars and related substances.Analytical Chemistry.
28:3:350-356.
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