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RESUMEN
Moringa oleifera es una planta utilizada con multiples propoésitos a nivel mundial. En
el estado de Sinaloa se ha validado el cultivo intensivo de moringa en sistema de
riego y temporal con excelente produccién de biomasa lignocelulésica. En este
trabajo se aislaron y purificaron 48 microorganismos de la biomasa aérea de moringa
(41 cepas bacterianas y 7 cepas fungicas). De las cepas purificadas, 42 presentaron
actividad celulolitica y las tres con la mayor actividad fueron seleccionadas e
identificadas morfolégica y molecularmente como: Penicillium funiculosum FG1
(KR185322), Fusarium verticillioides FG3 (KR185323), y Cladosporium
cladosporioides FC2 (KR185324). A las tres cepas de hongos filamentosos se les
evalué la capacidad de utilizar celulosa amorfa (Carboximetilcelulosa®, CMC) y
cristalina (Avicel®) como fuente de carbono en fermentacién sumergida. Se
determind que las tres cepas produjeron la mayor cantidad de azucares reductores
(1.18 mg/mL) en la fermentacion que contenia CMC como fuente de carbono.
También, se evaluaron las actividades celuloliticas en los extractos proteicos de las
cepas. P. funiculosum y C. cladosporioides presentaron valores similares de
endoglucanasa (606.16 U/L y 604.15 U/L respectivamente) y exoglucanasa (205.73
U/L y 200.96 U/L respectivamente) en medio Avicel, mientras que F. verticillioides
mostro la maxima actividad de B-glucosidasa (663.78 U/L) en medio con CMC. De
estos resultados, P. funiculosum fue seleccionado para evaluar las producciéon de
celulasas en tres medios de cultivo (A, B y C) utilizando paja de moringa como
fuente de carbono en fermentacién sumergida. Las mejores actividades obtenidas
fueron empleando el medio C (EnG 1,965.43, ExG 2,015.76 y BG 923.76).
Adicionalmente, la paja de moringa fue sometida a un pretratamiento quimico con la
finalidad de incrementar la accesabilidad a la celulosa y su posterior sacarificacion.
Se evaluaron diferentes concentraciones de acido sulfurico, obteniéndose la maxima
concentracion de celulosa (63.66%) con 2% de H,SO,4. Se realizdé la hidrdlisis
enzimatica de paja de moringa pretratada y sin pretratar, utilizando el extracto
enzimatico concentrado de P. funiculosum, obteniéndose la maxima cantidad de

azucares (67.93 mg/g) en el tratamiento con paja de moringa sin pretratar.
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ABSTRACT
Moringa oleifera is a plant used for multiple purposes worldwide. In the state of
Sinaloa has been validated moringa's intensive cultivation in irrigation and temporary
system with excellent production of lignocellulosic biomass. In this work, were
isolated and purified 48 microorganisms of aerial biomass of moringa (41 bacterial
strains and 7 fungal strains). Of the purified strains, 42 presented cellulolytic activity
and the three with the highest activity were selected and identified morphologically
and molecularly as: Penicillium funiculosum FG1 (KR185322), Fusarium
verticillioides FG3 (KR185323), and Cladosporium cladosporioides FC2 (KR185324).
To the three strains of filamentous fungi were evaluated their ability to use
amorphous (Carboxymethylcellulose®, CMC) and crystalline cellulose (Avicel®) as
carbon source in submerged fermentation. It was determined that the three strains
produced the highest amount of reducing sugars (1.18 mg/mL) in CMC as carbon
source. Also, the cellulolytic enzymatic activities were evaluated in the protein
extracts generated by the three strains. P. funiculosum and C. cladosporioides
presented similar values of endoglucanase (606.16 U/L and 604.15 U/L respectively)
and exoglucanase (205.73 U/L and 200.96 U/L respectively) in Avicel® medium,
while F. verticillioides showed the highest level of B-glucosidase activity (663.78 U/L)
in medium with CMC. From these results, P. funiculosum was selected to evaluate
the production of cellulases in three culture media (A, B and C) using moringa straw
as a carbon source in submerged fermentation. The best activities obtained were
using the medium C (EnG 1,965.43, ExG 2,015.76 and BG 923.76). Aditionally,
moringa straw was subjected to a chemical pretreatment in order to increase
accessibility to cellulose and its subsequent saccharification. Different concentrations
of sulfuric acid were evaluated, obtaining the maximum concentration of cellulose
(63.66%) with 2% of H,SO,4. The enzymatic hydrolysis of moringa straw pretreated
and without pretreatment was performed, using the concentrated enzymatic extract of
P. funiculosum, obtaining the maximum amount of sugars (67.93 mg/g) in the

treatment with moringa straw without pretreatment.
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1. INTRODUCCION

Las celulasas juegan un papel clave en la hidrdlisis del enlace entre glucosas en la
celulosa, estas enzimas representa aproximadamente el 20% del mercado en el
mundo (Darabzadeh et al., 2018). Las celulasas tienen potencial biotecnoldgico en
diversas industrias entre ellas: la industria alimentaria (incluyendo, cerveza y vino),
industria quimica, alimentacién animal, industria textil y lavanderia, industria de la
pulpa y papel, agricultura, biocombustibles, asi como en investigacion y desarrollo de
proteinas (Bamforth 2009; Liu et al., 2010; Han y He, 2010; Kuhad et al. 2011;
Rodriguez y Castillo, 2014). En los ultimos afios, las investigaciones sobre las
enzimas celulasas no so6lo han generado conocimientos cientificos significativos, sino
gue han revelado su enorme potencial en biotecnologia, generando avances
significativos en la tecnologia de produccion y modificacion de enzimas celulasas
utilizando varios enfoques (Gupta et al., 2013). En respuesta a la demanda creciente
de celulasas, se exhorta a la busqueda, investigacion y estudio de diferentes
microorganismos con alta produccion de estas proteinas (Martinez-Anaya et al.,
2008).

Las celulasas pertenecen principalmente a tres grupos de enzimas conocidas como
endoglucanasas (EnG), exoglucanasas (ExG) y B-glucosidasas (BG). EI mecanismo
de actuacién de las celulasas mas aceptado implica una accion sinérgica secuencial
entre las EnG y ExG sobre la celulosa (Amore et al., 2013). Las EnG actuan
hidrolizando aleatoriamente los enlaces B-(1,4) centrales de la cadena de celulosa,
creando extremos libres. Las ExG, también llamadas celobiohidrolasas, actian sobre
los extremos de las cadenas liberando mondmeros de glucosa, celobiosa y
oligosacaridos de bajo peso molecular. Las BG, son las encargadas de hidrolizar las
moléculas de celobiosa en dos moléculas de glucosa. También se produce otro
sinergismo entre las EnG y ExXG y las BG, ya que esta ultima degrada la celobiosa

gue tiene un efecto fuertemente inhibidor sobre EnG y ExG (Yue et al., 2004).

El material celulésico es particularmente atractivo como fuente de carbono y energia.

Sin embargo, debido a su estructura muy estable quimicamente (caracter cristalino o



recalcitrante) solamente ciertos organismos producen las enzimas necesarias para
utilizarlo (Zhao et al., 2012). Se han identificado dos importantes grupos de
microorganismos con capacidades celuloliticas: El primero de ellos es el grupo
anaerébico, que comprende especies bacterianas y fungicas habitantes de aguas
residuales, asi como en el rumen y tracto intestinal de los animales herbivoros y
algunos insectos (Cazemier et al., 2003; Warnecke et al., 2007). El segundo grupo
incluye especies aerObicas habitantes de los suelos, tales como las bacterias
Cellulomonas (Elberson et al., 2000), Streptomyces (Alani et al., 2008) y los hongos
basidiomicetos responsables de la pudricion de la madera (Baldrian y Valaskova,
2008; Martinez et al., 2005). Trichoderma reesei es el hongo mas utilizado y del que
se han aislado celulasas y xilanasas con aplicaciones industriales, por lo que sus
enzimas han sido ampliamente estudiadas y se presentan como modelo de la

degradacion de la celulosa (Druzhinina et al., 2006).

El presente trabajo de tesis forma parte del proyecto denominado “Tecnologias para
el cultivo, manejo poscosecha, produccion de biocombustibles y coproductos de
moringa en México”, fondo SAGARPA CONACYT (N° 175519). Moringa oleifera
pertenece a la familia Moringaceae, un grupo pequefio de plantas dentro del inmenso
orden Brassicales que incluye la familia de la col y del rdbano, junto con la familia del
mastuerzo y de las alcaparras (APG, 2009). Se sabe muy poco de la planta de
moringa en estado silvestre, se ha registrado en los bosques tropicales caducifolios
del noroeste de la India y en el este de Pakistan (Haines, 1922), en la zona entre
Simla en la India y Faisalabad en Pakistan (Verdcourt, 1985); sin embargo, existen
pocos registros publicados acerca de la distribucion natural de la planta. Este arbol
tiene un gran potencial para su cultivo en México asi como en muchas partes de
América tropical por su combinacién singular de propiedades. Las hojas son
comestibles, tienen altos niveles de proteinas totales (383.0+13.0 g kg™* de materia
seca) y en las semillas se encuentra aceite comestible con acidos grasos
principalmente insaturados (Abdulkarim et al., 2005). Las hojas secas presentan 19
aminodcidos, vitamina E, betacaroteno y minerales (Moyo et al., 2011). Los desechos

del prensado de las semillas para obtener el aceite contienen uno de los floculantes o



aglutinantes vegetales mas potentes que se conocen y pueden eliminar la turbidez
del agua. Se le atribuye a la moringa accién antibiética, antiparasitaria, estimulante
del sistema inmune y antiinflamatorio. Sus hojas ofrecen un forraje nutritivo para los
animales, asi como también los residuos de las semillas después de la extraccion de
aceite (Martinez, 1959; Reyes et al., 2006; Moyo et al., 2011).

La moringa proveniente de Asia, fue introducida a México y en el estado de Sinaloa
existen ejemplares que se han adaptado a las condiciones climéticas regionales; se
han localizado en distintas ciudades de este estado, principalmente en camellones,
jardines publicos y panteones; en la mayoria de los casos presentan buen desarrollo,
asi como tolerancia a plagas y enfermedades. También se ha establecido el cultivo
de moringa en Sinaloa, en sistemas intensivos tando de temporal como de riego
(Pérez et al., 2010).

Este proyecto tiene como objetivo producir celulasas en fermentaciéon sumergida
utilizando microorganismos aislados de M. oleifera con potencial aplicacion en
procesos biotecnolégicos, como lo es la produccion de bioetanol de segunda
generacion, donde se utilizan enzimas celuloliticas para hidrolizar la biomasa rica en
celulosa y asi obtener los azlcares reductores que se requieren para la fermentacion

alcohdlica.



2. MARCO TEORICO

2.1 Biomasa lignocelulésica

Los materiales lignocelulésicos (celulosa, hemicelulosa y lignina) (figura 1) son los
principales y mas abundantes componentes de la biomasa producida por la
fotosintesis, anualmente se forman 200,000 millones de toneladas en el mundo
(Ragauskas et al.,, 2006). La pared celular de las plantas esta formada por
lignocelulosa, la composicién y porcentajes de los polimeros varian entre las

especies de plantas, incluso entre la edad y la etapa de crecimiento (Jeffries, 1994).

Cultivo Bioenergético

= o e Células vegetales

Figura 1. Conformacion estructural de la biomasa lignocelulésica (Figura modificada:
Genome management information system/ORNL).

La biomasa lignocelulésica puede clasificarse segun Sanchez y Cardona (2008) en
seis grupos principales: i) residuos agricolas (bagazo de cafa de azlcar, bagazo de
maiz, paja de trigo, paja de arroz, paja de cebada), ii) maderas duras (dlamo, chopo),
iii) maderas blandas (pino, picea), iv) residuos celul6sicos (papel de periédico, lodos
de papel reciclado, residuos de papel de oficina), v) biomasa herbacea (alfalfa,

alpiste, limoncillo); y vi) residuos soélidos urbanos (RSU).

La biomasa lignoceluldsica es una fuente de materia prima renovable, abundante e

inagotable, atractiva por su bajo costo y alta disponibilidad en forma de residuos o
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desechos del sector agricola e industrial, es rica en azGcares complejos, que pueden
ser convertidos a combustible liquido para el transporte y otros productos quimicos
reduciendo el impacto en los recursos de la tierra y sin poner en peligro a la

seguridad alimentaria (Blaschek et al., 2010).

Generalmente la biomasa lignoceluldsica estd compuesta de celulosa, hemicelulosa,
y lignina (O'Donovan et al., 2013). Sin embargo, el principal impedimento para su
utilizacion es la falta de una tecnologia para degradar la fraccién recalcitrante de la
biomasa. Aunque existen métodos fisicoquimicos que permiten utilizar la biomasa,
una alternativa prometedora son los métodos biolégicos que utilizan organismos
celuloliticos para generar azlucares fermentables a partir de la celulosa y

hemicelulosa (Lynd et al., 2002).

La descomposicién de la lignocelulosa por microorganismos comprende un paso del
ciclo global del carbono, ya que facilita el reciclaje de carbono depositado en forma
de polimeros estructurales en las paredes celulares de las plantas (Bayer et al.,
1998). Para que esta descomposicion se realice con mayor efectividad se puede
realizar un pretratamiento de la biomasa lignoceluclosica, este pretratamiento tiene
como objetivo reducir la cristalinidad de la celulosa, aumentar la celulosa amorfa,
disociar el complejo celulosa-lignina, donde la lignina es liberada o descompuesta en
unidades elementales, aumentando el area superficial del material y disminuyendo la

presencia de aquellas sustancias que dificulten la hidrdlisis (Rangel, 2012).

2.1.1 Celulosa

La celulosa es un polisacarido constituido por unidades de anhidro glucosa, las
cuales se mantienen unidas mediante enlaces B-1,4 glucosidicos (figura 2a). La
configuracion B le permite a la celulosa formar cadenas largas y lineales, las cuales
no se presentan aisladas sino unidas entre si mediante enlaces de hidrégeno intra e
intermoleculares y fuerzas de Van der Waals intramoleculares. Los enlaces de
hidrogeno intermoleculares permiten una estructura fibrilar terciaria de alta

cristalinidad formando una estructura supramolecular cristalina organizada (o



altamente ordenadas) rigida. También existen regiones amorfas o desordenadas, las
cuales son susceptibles a la degradacién enzimética (figura 2b) (Béguin y Aubert,
1994; Nishiyama et al., 2002; Ovando y Waliszewski, 2005). La hidrofobicidad de la
celulosa hace que sea resistente a la hidrdlisis quimica debido a la formacion de una
capa acuosa densa cerca de la superficie de celulosa hidratada (Matthews et al.
2006).

El tamafio de las moléculas de celulosa (grado de polimerizacién) varia de 7,000 a
14,000 subunidades de glucosa por molécula en la pared secundaria de las plantas,
pero puede estar por debajo de 500 unidades de glucosa por molécula en la pared
primaria (Leschine, 1995). Generalmente, el porcentaje y cristalinidad de formas de
celulosa dentro de la pared celular de las plantas varia de acuerdo al tipo de célula y
al estadio de desarrollo. La celulosa esta usualmente asociada con otras sustancias
en las plantas, este tipo de asociaciones puede afectar su degradacion natural
(Zayed et al., 2015).
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Figura 2. Estructura de la celulosa: a) Unidades de glucosa unidas mediante enlaces
B-1,4 glucosidicos, b) Fibras de celulosa con areas amorfas susceptibles a la
hidrolisis enzimatica y areas cristalinas de mayor resistencia a la hidrdlisis por su
acomodo en el espacio de su estructura (Laureano-Pérez et al., 2005).

2.1.2 Hemicelulosa
La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por
pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa)

gue forman cadenas ramificadas y los acidos 4-O-metilglucurénico, D-galacturénico y



D-glucurénico, los azlcares estan unidos por enlaces (B-1,4 y ocasionalmente por
enlaces B-1,3 (figura 3) (Pérez et al., 2002).

A diferencia de la celulosa y la lignina, las hemicelulosas son solubles e
higroscopicas, estan estrechamente asociadas con la lignina a través del éster de
acido cinamato y con celulosa a través de enlaces de hidrogeno extensivos.
Funcionalmente, hemicelulosa, junto con la celulosa y la lignina, proporciona rigidez y
flexibilidad a la pared celular de la planta. Debido a su naturaleza hidroéfila, también
retiene el agua en la pared celular (Santhanam et al., 2012).
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Figura 3. Estructura de la hemicelulosa: a) Mondmeros constituyentes de
hemicelulosa y b) ejemplo de polimero en hemicelulosa.

2.1.3 Lignina

La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado, formado por
copolimeros que se derivan principalmente de tres unidades fenilpropano-
monoméricas (monolignoles) basicas: alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico vy

alcohol sinapilico, cuyas estructuras se muestran en la figura 4 (Chavez y Domine,



2013). La lignina da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y proteccion a los
polisacaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a la
degradacion quimica y biolégica, permite el transporte de agua y nutrientes a través
del sistemas vascular y proporciona resistencia a la planta contra tensiones bidticas
como patodgenos de plantas y estrés abidtico como cambios en la humedad (Aro et
al., 2005).
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Figura 4. Elementos estructurales de la lignina: a) monolignoles mas comunes
encontrados en los bloques de construccion de la lignina: 1: alcohol p-cumarilico, 2:
alcohol coniferilico, 3: alcohol sinapilico, b) otros tipos de monolignoles (coniferil-
derivados): 4: coniferaldehido, 5: alcohol dihidroconiferilico, 6: alcohol coniferil-9-
acetato, 7: alcohol 5-hidroxiconiferilico.

El alcohol p-cumarilico es un componente menor de las ligninas del tipo hierba y
forraje. El alcohol coniferilo es el monémero de lignina predominante en las maderas
blandas. Los alcoholes coniferilo y sinapilico son los blogues huecos de la lignina de
la madera dura. El cuadro 1, muestra las diferentes cantidades de los componentes

de construccién de lignina en tres tipos de fuentes de biomasa lignocelulésicas.

Cuadro 1. Porcentaje de lignina en hierbas, madera blanda y madera dura.

p- alcohol cumarilico 10-25 0.5-3.5 Traza
Alcohol coniferilo 25-50 90-95 25-50
Alcohol sinapilico 25-50 0-1 50-75




2.1.4 Otros compuestos

La biomasa vegetal incluye también una fraccion de bajo peso molecular que
engloba diferentes compuestos extraibles como lipofilicos y polares. Una de las
principales funciones de los compuestos extraibles es la proteccién de la planta
contra patdgenos. Los compuestos polares engloban diferentes compuestos
fendlicos libres de bajo peso molecular, lignanos (dilignoles y compuestos
relacionados), taninos y flavonoides, entre otros. Y dentro de los compuestos
lipofilicos se encuentran los &cidos grasos libres, alcoholes grasos libres,
hidrocarburos, ceras, grasas, terpenos, y esteroides. Estos, contribuyen al color, olor
y difusion de agua (cutina y suberina principalmente). Los compuestos inorganicos
son determinados como las cenizas (Na, K, Ca, Si, Fe, Mg, Mn, Cl y Cr) residuos que
permanecen después de quemar la biomasa a altas temperaturas; suelen ser
menores a 2% de peso seco de la madera, pero varian de una especie a otra

(Cunningham y Lépex, 1994; Taiz y Zerger, 2002; Montoya et al., 2014).

2.1.5 Moringa oleifera

M. oleifera pertenece a la familia Moringaceae, un grupo pequefio de plantas dentro
del inmenso orden Brassicales que incluye la familia de la col y del rabano, junto con
la familia del mastuerzo y de las alcaparras (APG, 2009). La familia mas
cercanamente emparentada con Moringaceae es Caricaceae, la de la papaya, con la
cual comparte la caracteristica de presentar glandulas en la punta del peciolo (Olson,
2002b). Moringaceae comprende Unicamente un género, Moringa. Dentro de Moringa
hay 13 especies (Verdcourt, 1985; Olson, 2002a), las cuales abarcan una gama muy
diversa de héabitos o formas de crecimiento, desde pequefias hierbas y arbustos
hasta arboles grandes (Olson y Razafimandimbison, 2000). Si bien varian mucho en
su forma, es muy facil distinguir un miembro de Moringa de cualquier otra planta. Se
sabe muy poco de M. oleifera en estado silvestre, se ha registrado en los bosques
tropicales caducifolios del noroeste de la India y en el este de Pakistan (Haines,
1922), en la zona entre Simla en la India y Faisalabad en Pakistan (Verdcourt, 1985);
sin embargo, existen pocos registros publicados acerca de la distribucion natural de

la planta.



M. oleifera es un arbol perenne pero poco longevo, que a lo sumo puede vivir 20
afios, aunque se han obtenido variedades en la India que son anuales y permiten el
cultivo mecanizado. Es una especie de muy rapido crecimiento. Alcanza de 7-12 m
de altura y de 20-40 cm de diametro, con una copa abierta tipo paraguas y fusto
recto, la corteza es blanquecina (figura 5a). Aporta una elevada cantidad de
nutrientes al suelo, ademas de protegerlo de factores externos como la erosion, la
desecacion y las altas temperaturas. Las hojas son compuestas de unos 20 cm de
largo con hojuelas delgadas oblongas u ovaladas de 1 a 2 cm de largo de color verde
claro (figura 5b). Las flores son bisexuales, con pétalos de color crema y estambres
amarillos, muy numerosas Yy fragantes (figura 5c¢). En algunas regiones florece una
sola vez al afio, pero puede florecer dos veces al afio; tal es el caso de los paises del
Caribe, como Cuba. Generalmente en el Chaco Central (area que se extiende entre
Argentina y Bolivia) florece una vez por afo. Las flores son polinizadas por abejas,
otros insectos y algunas aves. Los frutos en capsulas trilobuladas (figura 5b),
dehiscentes, de 20 a 40 cm de longitud. Contienen de 12 a 25 semillas por fruto. Las
semillas son de forma redonda y color castafio oscuro, con tres alas blanquecinas.
Cada arbol puede producir de 15,000 a 25,000 semillas por afio. Las vainas maduras
permanecen en el arbol por varios meses antes de partirse y de liberar las semillas,
las cuales son dispersadas por el viento, agua y probablemente animales. Las
semillas son carnosas cubiertas por una cascara fina de color café. Poseen tres alas
o semillas aladas de 2.5 a 3 mm de largo. Al quitar la cascara se obtiene el
endospermo que es blanquecino y muy oleaginoso. Cuando se almacenan las
semillas por mas de dos meses disminuye su poder germinativo. La raiz principal
mide varios metros y es carnosa en forma de rabano. Es pivotante y globosa lo que
le brinda a la planta cierta resistencia a la sequia en periodos prolongados. Si se le
hacen cortes a la corteza, produce una goma de color rojizo parduzco (Falasca y
Bernabé, 2009).

Este arbol tiene un gran potencial para su cultivo en México asi como en muchas
partes de América tropical por su combinacion singular de propiedades. Las hojas

son comestibles, tienen altos niveles de proteinas totales (383.0+13.0 g kg™ de
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materia seca) y en las semillas se encuentra aceite comestible con acidos grasos
principalmente insaturados (oleico 67.9-70.0%, palmitoleico, linoleico, linolénico y
eicosenoico) (Abdulkarim et al., 2005). Las hojas secas presentan 19 aminoécidos,
vitamina E (77 mg/100 g), betacaroteno (18.5 mg/100 g) y los siguientes contenidos
minerales: calcio (3.65%), fosforo (0.3%), magnesio (0.5%), potasio (1.5%), sodio
(0.164%), azufre (0.63%), zinc (13.03 mg/kg), cobre (8.25%) y manganeso (86.8%)
(Moyo et al., 2011). Los desechos del prensado de las semillas para obtener el aceite
contienen uno de los floculantes o aglutinantes (proteina catiénica) vegetales mas
potentes que se conocen y pueden eliminar la turbidez del agua (Kebreab et al.,
2005). Se le atribuye a la moringa accion antibiotica, antiparasitaria, estimulante del
sistema inmune y antiinflamatorio. Sus hojas ofrecen un forraje nutritivo para los
animales, asi como también los residuos de las semillas después de la extraccion de
aceite (Martinez, 1959; Reyes et al., 2006; Moyo et al., 2011, Velazquez et al., 2016).

La moringa fue introducida a México probablemente desde 1519 proveniente de Asia,
desde entonces han persistido ejemplares en el estado de Sinaloa, que estan
perfectamente adaptados a las condiciones climaticas regionales; se han localizado
en distintas ciudades de este estado, principalmente en camellones, jardines publicos
y panteones; en la mayoria de los casos presentan buen desarrollo, asi como
tolerancia a plagas y enfermedades (Pérez et al., 2010). Se ha establecido el cultivo
de moringa en Sinaloa, el sistema intensivo en temporal produce dos cosechas por
temporada, con un rendimiento de 80 toneladas de biomasa por hectarea (una
cosecha de 50 toneladas en verano y otra de 30 en invierno). La planta de moringa
resiste hasta seis meses de sequia, por lo que puede mantenerse viva de una
temporada de lluvias a otra. El sistema intensivo en riego produce hasta 210
toneladas de biomasa por hectarea, distribuidas en siete cosechas anuales, con
promedio de 30 toneladas por corte. La planta de moringa bajo este sistema se

puede mantener por varios ciclos productivos (Pérez et al., 2010).

En los cultivos intensivos de moringa no se permite que la planta se desarrolle como

un arbol, se mantiene como un arbusto y al realizar los cortes se genera paja residual
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principalmente de tallos de madera blanda. Estos pueden ser aprovechados como
fuente de carbono econdmica para los microorganismos celuloliticos en fermentacion

sumergida en el proceso de producion de enzimas.

Figura 5. Arbol de Moringa oleifera en Guasave, Sin. a) Arbol de moringa presenta
copa abierta tipo paraguas Yy fusto recto, b) hojas compuestas y frutos en capsulas
trilobuladas, c) flores bisexuales, con pétalos de color crema y estambres amarillos.

2.2 Fermentacién sumergida o liquida

Fermentacion, es un término que deriva del latin fermentar (hervir), inicialmente
reservado a la actividad microbiana anaerobia, se fue aplicando asimismo a procesos
aerobios y finalmente también a aquéllos que utilizan células animales y vegetales.
En la actualidad se esta haciendo muy general, no se puede aplicar con precision a
un determinado tipo de proceso bhiolégico. Un proceso de fermentacion tipico es
esencialmente un proceso que se lleva a cabo en un recipiente llamado fermentador
0 en general, biorreactor, mediante el cual determinados sustratos que componen el

medio de cultivo y son transformados por accién microbiana en metabolitos y
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biomasa. El microorganismo va aumentando en su concentracion en el transcurso
del proceso al mismo tiempo que el medio se va modificando y se forman productos
nuevos como consecuencia de las actividades catabdlicas y anabdlicas. Los dos
fendmenos crecimiento y formacion de producto, tienen lugar durante el desarrollo

del proceso simultdneamente o no segun los casos (OEA, 2006).

La fermentacién puede realizarce en medio sélido o liquido. En el cultivo en medio
sélido los microorganismos crecen sobre la superficie de materiales solidos porosos
y bajos niveles de humedad (limite inferior =12%) (Nigam y Singh, 1994). Este cultivo
presenta desventajas como: la determinacion de biomasa y la reproducibilidad de los
experimentos es dificil por la heterogeneidad de los sustratos empleados, asimismo
los gradientes de temperatura, oxigeno y pH no pueden ser controlados (Krishna,
2005). Por consiguiente, la mayoria de las enzimas utilizadas en procesos
industriales se producen por fermentacion en medio liquido o fermentacion

sumergida (en inglés como SmF) (Rendueles y Diaz, 2014).

La fermentacién en estado liquido o fermentacion sumergida, es una técnica de
cultivo de células microbianas dispersas en forma homogénea en un recipiente
agitado que puede ser o0 no aireado por medios mecanicos. La forma de
fermentacion liquida mas utilizada en los laboratorios es en matraz agitado. El
desarrollo de esta técnica ha sido importante porque ha permitido el cultivo de
organismos aerdbicos en condiciones homogéneas con una densidad moderada de
la biomasa y ha simplificado el estudio de la fisiologia de los organismos (Henzler y
Schedel, 1991). A su vez, el cultivo de suspensiones de células en fermentadores
agitados ha evolucionado a gran escala, siendo éstos los mas utilizados
industrialmente, donde se pueden ver fermentadores con volumenes de 10 litros o
mas, en los cuales se producen compuestos derivados del metabolismo microbiano.
En estos sistemas, la agitacion mecanica permite mezclar el cultivo de forma
homogénea y aumentar la transferencia del gas a la biomasa (Vasquez, 2013). En
este tipo de fermentacion pueden controlarse mas variables (temperatura, aireacion y

pH), se mantiene estable el medio de crecimiento y el producto final es facil de
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recuperar (Crueger y Crueger, 1993). Los productos metabdlicos y el calor se disipan
facilmente, por lo que, no son un factor que afecte negativamente el crecimiento del
microorganismo. Algunos factores que afectan en la transferencia de oxigeno son las
caracteristicas geométricas y operacionales de los recipientes de fermentacién, la
composicion del medio de cultivo, la viscosidad, la tension superficial, la
concentracion de oxigeno en la corriente de gas, la morfologia del microorganismo y
el area superficial que proveen las burbujas (Raimbault, 1998; Soler y Buitrago,
2010).

2.3 Biodegradacion enzimética de la celulosa

La naturaleza cristalina de la celulosa hace que sea altamente resistente a
descomposicion enzimatica. La accesibilidad a la celulosa en las paredes de las
células vegetales es obstruida por el hecho de que los biopolimeros no celulésicos
son extensamente unidos por puentes de hidrogeno a la superficie de microfibrillas
de celulosa y forman una barrera fisica compleja protegiéndola del ataque biotico
externo (Liyama et al., 1994). La mayor parte de la celulosa de arboles y plantas
caidos en el suelo es degradada por hongos aerobios y bacterias usando enzimas
denominadas celulasas. También, diversos organismos han evolucionado y a traves
de asociaciones simbioticas presentan la capacidad para degradar la celulosa. Un
ejemplo, son las termitas que en simbiosis con protozoos en sus tractos digestivos
hidrolizan la celulosa (Watanabe y Tokuda 2001; Warnecke et al., 2007; Hess et al.,
2011). La masticacién del forraje por herbivoros como vacas, ciervos y ovejas
también desempefia un papel importante en la degradacién de la biomasa. La fibra
vegetal se retiene en sus tractos digestivos durante un tiempo suficientemente largo

y es digerido por las bacterias rimiales anaerobias y hongos (Desvaux 2006).

2.3.1 Microorganismos productores de celulasas
Algunos microorganismos aerobios producen celulasas con diferentes modos de
accion para hidrolizar la celulosa (Henrissat, 1991). Los hongos basidiomicetos y las

bacterias aerobias degradan el material celulésico a través de la produccion de
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celulasas extracelulares (Lynd et al., 2002). Las bacterias del género Cellulomonas
(Elberson et al., 2000), Bacillus (Kim et al., 2012), Acetobacter (Czaja et al., 2007) y
Streptomyces (Alani et al., 2008), asi como los hongos basidiomicetos responsables
de la pudricién de la madera (Baldrian y Valaskova, 2008), son los organismos mas
estudiados en esta area porque producen celulasas que dominan las aplicaciones
industriales. Entre estos ultimos se encuentran Sclerotium rolfsii, Phanerochaete
chrysosporium, Volvariella volvacea, Schizophyllum commune, Pycnoporus
sanguineus, Bjerkandera adusta, y algunos ascomicetos como Trichoderma reesei, y
especies de Aspergillus, y Penicillium (Sternberg, 1976; Duff y Murray, 1996; Ding et
al., 2006; Quiroz et al.,, 2009). Los hongos y bacterias anaerobias degradan la
celulosa a través de celulosomas, habitan en aguas residuales, en el rumen y el
tracto intestinal de los animales herbivoros e insectos como escarabajos y termitas
(Cazemier et al., 2003; Warnecke et al., 2007). Géneros de bacterias pertenecientes
a este grupo son Clostridium y Ruminococcus, y de los hongos Anaeromyces
mucronatus, Caecomyces communis, Cyllamyces aberencis, Neocallimastix frontalis,
Orpinomyces sp. y Piromyces sp. (Teunissen y Op den Camp, 1993; Cha y Do,
2008).

2.3.2 Hongos celuloliticos

Los hongos son organismos heterétrofos, a diferencia de las plantas necesitan
alimentarse a partir de otros organismos (vivos 0 muertos). Esta caracteristica los
hace mas parecidos a los animales y del punto de vista filogenético, los hongos estan
mas emparentados con los animales que con las plantas. Los hongos poseen modo
de nutricién absortiva, pero el modo en que interactlian con otros organismos es muy
variable. Por ejemplo, pueden ser sapréfitos y descomponer la materia organica
muerta, infectar a otros organismos, incluyendo plantas y animales, o formando
relaciones simbidticas con un amplio espectro de organismos biologicos, desde
bacterias, animales y plantas (liquenes, micorrizas, hormigas cultivadoras de hongos
entre otros), y parasitos. Los hongos son organismos generalmente microscopicos,
unicelulares o pluricelulares filamentosos. Dentro del reino de los Hongos, existen

cinco grupos principales: Chytridiomycota (hongos quitridios), Mucoromicotina
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(mohos), Glomeromycota (hongos micorricicos arbusculares), Ascomycota

(ascomicetes) y Basidiomycota (basidiomicetes) (Urcelay et al., 2012).

Segun su morfologia, los hongos se pueden dividir en dos grupos: levaduras y
mohos (hongos filamentosos). Las levaduras son unicelulares y generalmente
presentan reproduccion asexual por gemacion. Los hongos filamentosos presentan
una estructura vegetativa denominada micelio, el cual est4 formado por una serie de
tubos rigidos ramificados, dentro de los cuales se encuentra el citoplasma
multinucleado. Estos tubos reciben el nombre de hifas. De esta forma a partir de una
espora en germinacion se desarrolla una hifa, esta se ramifica y forma un micelio. El
crecimiento del hongo se prolonga hasta que los nutrientes son consumidos. Las
hifas pueden ser de dos tipos: vegetativas que penetran el substrato con el fin de
absorber nutrientes e hifas aéreas que son las portadoras de las estructuras
reproductoras: forman esporas sexuales enddgenas (ascosporas) contenidas en
pequefios sacos llamados ascos y esporas asexuadas exodgenas (conidios) (figura 6).
La clasificacion de los hongos se hace segun las caracteristicas de las hifas, la
formacion de esporas asexuales, las estructuras que contienen éstas y la capacidad

de producir esporas sexuales (Schlegel y Zaborosch, 1997).
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Figura 6. Recreacion de las estructuras presentes en el hongo filamentoso
Penicillium sp. (Figura modificada: Bonifaz, 2015).
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2.4 Celulasas

Las celulasas son enzimas producidas por hongos y bacterias, asi como también por
algunos animales. Estas proteinas poseen un rol muy importante en la bidsfera, ya
gue son responsables de la degradacion de la celulosa. Las celulasas son un
complejo de glicoproteinas que catalizan la hidrdlisis del enlace 3-1,4 glucosidico
dentro del polimero de celulosa y no requieren cofactor en la actividad enziméatica.
Los hongos y bacterias aerobias producen mezclas de celulasas individuales que son
capaces de degradar completamente la celulosa y son significativamente diferentes
en su estructura y funciones. Las celulasas pertenecen principalmente a tres grupos
de enzimas conocidas como endoglucanasas (EnG, EC.3.2.1.4), exoglucanasas
(ExG, EC.3.2.1.74) o celobiohidrolasas (ExG, EC.3.2.1.91) y B-glucosidasas (BG, EC
3.2.1.21). Para la efectiva hidrolisis de la celulosa, las enzimas fungicas han
evolucionado con mecanismos sinérgicos que les permite contender con su
recalcitrancia o cristalinidad (Henrissat et al., 1985; Merino et al., 2007; Kostyley et
al., 2012), observandose que la actividad maxima de degradacion de la celulosa no
se da por enzimas individuales, sino por mezclas de tres o0 mas enzimas (Nidetzky et
al., 1994, Carrad et al., 2000; Borastor et al., 2004).

El mecanismo de actuacion de las celulasas mas aceptado implica una accion
sinérgica secuencial entre las EnG y ExXG sobre la celulosa (Amore et al., 2013). Las
EnG actdan hidrolizando aleatoriamente los enlaces [-1,4 centrales o
intramoleculares de la cadena de celulosa creando extremos libres. Las EXG,
también llamadas celobiohidrolasas, actuan sobre los extremos de las cadenas
liberando mondémeros de glucosa, celobiosa y oligosacéaridos de bajo peso molecular.
Las BG, son las encargadas de hidrolizar las moléculas de celobiosa en dos
moléculas de glucosa (figura 7). También, Se han descrito cuatro tipos de sinergia: 1)
endo-exo sinergia entre endoglucanasas y exoglucanasas; 2) exo-exo sinergia entre
exoglucanasas que procesan los extremos reductores y no reductores de la cadena;
3) sinergia entre exoglucanasas y [-glucosidasas que eliminan celobiosa y
celodextrinas, y 4) sinergia intramolecular entre los dominios cataliticos y los

dominios de unién a la celulosa (Gutiérrez et al., 2015).
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Figura 7. Hidrdlisis enziméatica de la celulosa. Las EnG generan extremos libres en la
parte interna del polimero las ExG liberan monomeros de glucosa, celobiosa y
oligosacaridos de bajo peso molecular en los extremos. Y las BG hidrolizar las
moléculas de celobiosa en dos moléculas de glucosa.

También se produce otro sinergismo entre las EnG y ExG y las BG, ya que ésta
Ultima degrada la celobiosa que tiene un efecto fuertemente inhibidor sobre EnG y
ExXG (Yue et al., 2004). Las glicosil hidrolasas se clasifican en base a su secuencia
de aminoécidos. Se clasifican por familias, esto permite identificar las caracteristicas
estructurales de las enzimas, deducir su mecanismo de accion y determinar
relaciones evolutivas entre ellas (Davies y Henrissat, 1995). Los 10 dominios
cataliticos de las celulasas se encuentran en 16 familias de glicosil hidrolasas, entre
las 108 familias existentes en la base de datos de CAZY (Carbohydrate Active

Enzymes, www.cazy.org).

2.4.1 Propiedades de las celulasas

Las celulasas fungicas son glicosil hidrolasas, enzimas modulares que se componen
de un minimo de dos dominios estructurales, el dominio catalizador (CD) y el médulo
de union a la celulosa (Carbohydrate Binding Domain, CBM) de aproximadamente 35
residuos de aminoéacidos, mientras que dominios adicionales también pueden estar
presentes. EI CD y el CBM suelen estar unidos por un péptido corto rico en serina y

treonina (Guptda et al., 2013). Esta organizacién resulta importante por aumentar la
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sinergia entre el dominio catalitico y el dominio de union a la celulosa (CBD) con su
sustrato natural, ya que la eliminacién del enlace disminuye drasticamente la
actividad enzimatica sobre la celulosa cristalina (Hui et al., 2002). El rol especifico de
este dominio no esté del todo claro, se le atribuyen las funciones de participar en la
degradacion de la celulosa, de aumentar los sitios cataliticos al que estan unidos y se
cree que este dominio es necesario para la secrecion de la enzima al medio

extracelular (Violot et al., 2005).

Cada celulasa microbiana posee un optimo pH, un contenido significativo de hidratos
de carbono, solubilidad y composicion de aminoacidos similares (Whitaker, 1971,
Beldman et al., 1985). La estabilidad térmica y especificidad exacta del sustrato
puede variar, las preparaciones de celulasas generalmente contienen otras
actividades enzimaticas ademas de la celulasas y éstas también pueden afectar las
propiedades de los preparativos (tasas de conversion de la celulosa). Las
preparaciones de celulasas son eficaces entre pH 3 y 7, mientras que la temperatura
Optima varia de 40 a 50 °C. Las celulasas pueden inhibirse por sus productos de
reaccion (glucosa y celobiosa), asi como también con algunos metales. EI mercurio
(Hg) inhibe completamente las celulasas, mientras que los iones manganeso (Mn),
plata (Ag), cobre (Cu) y zinc (Zn) son solo ligeramente inhibidores (Clarke y Adams,
1987; Mawadza et al., 2000).

2.4.2 Aplicaciones de las celulasas

Las enzimas son proteinas especializadas capaces de acelerar la velocidad de una
reaccion quimica, promoviendo asi la transformacién de diferentes moléculas en
productos especificos. La alta especificidad con la que se realizan dichas
transformaciones, el volumen reducido de desechos que generan los procesos y las
condiciones poco agresivas en las que se operan, han permitido que estos
biocatalizadores se utilicen como elementos importantes en diversos sectores
industriales. En el 2013 se calculé que el mercado global de las enzimas fue de
alrededor de 4.5 billones de dolares y se espera que crezca para el 2020 a un ritmo

del 8.3% y llegue a mas de 7.5 billones de dolares. Dentro de este mercado se
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estima que las enzimas destinadas al procesamiento de alimentos y bebidas captan
alrededor de 40% del mercado global y que dentro de este sector al menos 45%
estan destinadas a la modificacion de carbohidratos, particularmente, aquellas
destinadas a la transformacion de almidones. En segundo lugar, se calcula que la
industria de los detergentes capta alrededor del 30% del mercado, la industria textil y
la industria del papel entre del 12 y el 10% del mercado respectivamente y el resto
del mercado se divide en aplicaciones diversas para industria quimica, farmacéutica

y biolégica (Rodriguez y Castillo, 2014).

2.4.2.1 Celulasas en la industria de la extraccion de productos vegetales

La degradacion enzimatica de los polisacaridos de la pared celular de los vegetales
es importante en el proceso de extraccion de los compuestos presentes en los
vegetales y frutas, porque los preparados enzimaticos, al degradar los polisacaridos
del tejido, incrementan la formacion de los poros, el tamafio del poro y la porosidad
total del sustrato permitiendo una mejor difusion del solvente a través del tejido de las
frutas o vegetales obteniendo una mayor y rapida recuperacion de los productos de

interés (Ovando-Chacon y Waliszewski, 2005), como en los siguientes procesos:

1) Jugo de naranja. Las mezclas enzimaticas tienen un enorme potencial en el
incremento de extraccion del jugo y el jugo presenta un mejor sabor (Das et al.,
1994).

2) Leche de coco. Las celulasas degradan los polisacaridos en el coco liberando la
leche de coco extra, que se encuentra retenida en el residuo del fruto extraido. Por
otra parte los azUcares, principalmente la glucosa que es un producto de la
degradacion enzimatica de los polisacaridos, adiciona a la leche de coco un mejor

sabor, debido a que le entregan mayor dulzura a la leche (Rastogi et al., 1998).

3) Antioxidantes. La degradacién de los polisacaridos que constituyen la pared de la
cascara de uva con extractos enzimaticos con actividad mixta (pectinasa, celulasa y

hemicelulasa), amplian la extraccibn de los fenoles y mejoran la actividad
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antioxidante de los extractos fendlicos, ya que la oxidacion de las lipoproteinas se

aplaza por un mayor tiempo (Meyer et al., 1998).

4) Almidon. El uso de preparados enziméticos facilitan la liberacion de los granulos
de almidén que se encuentran enlas células del parénquima (Mohd et al., 2001).

5) Colorantes. El tratamiento enzimatico es una opcién para mejorar la produccion de

xantofilas extraidas de los pétalos de caléndula (Sarker et al., 1999).

6) Aceites. La hidrdlisis enzimatica de soya (Sosulski et al., 2000) ajonjoli, cacahuate,
girasol (Sarker et al., 1999) y olivo (Garrido et al., 2001) generan un aumento en el
contenido de aceite extraido e incrementan la velocidad de extraccion del aceite.

2.4.2.2 Celulasas en la industria de la alimentacion animal

Un sector en crecimiento y que se coloca rapidamente en los primeros lugares del
mercado de las enzimas. En las ultimas dos décadas, enzimas de tipo xilanasas y B-
glucanasas se establecieron como aditivos en formulaciones basadas en cereales y
destinadas a la alimentacién de animales monogastricos, los cuales no degradan de
manera eficiente alimentos basados en fibra vegetal con alto contenido de celulosa y

hemicelulosa (Rodriguez y Castillo, 2014).

2.4.2.3 Celulasas en la industria cervecera

La elaboracién de la cerveza radica en maltear la cebada, seguida de la preparacion
y fermentacion del mosto en la cerveceria. El malteado consiste en la germinacion de
semillas, seguido de la biosintesis y activaciéon de amilasas, carboxipeptidasas y
celulasas: Las cuales actian en sinergia en condiciones Optimas para producir malta
de alta calidad. Por lo tanto, la adicién de celulasas mejora no soélo las cualidades de

cerveza, sino también su produccion (Galante et al., 1998).
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2.4.2.4 Celulasas en la agricultura

Se utilizan hongos celuloliticos tales como Trichoderma sp., Geocladium sp.,
Chaetomium sp. y Penicillium sp. para incrementar la germinacion de las semillas,
estimulando el crecimiento rapido de las plantas y aumentando la produccion de los
cultivos (Bailey y Lumsden 1998; Harman y Bjorkman 1998; Bhat 2000; Fontaine et
al., 2004; Wei et al., 2009). La B-1,3-glucanasa de T. harzianum CECT 2413 impide
el crecimiento de Rhizopus solani y Fusarium sp. (Benitez et al., 1998). Asimismo, el
uso de las celulasas sobre los residuos de los cultivos incrementa la fertilidad del
suelo (nitrégeno y fésforo) a corto plazo, lo cual representa un potencial para

disminuir la dependencia de los fertilizantes minerales (Han y He, 2010).

2.4.2.5 Celulasas en la industria textil y lavanderia

Las celulasas son las enzimas mas utilizadas en el procesamiento textil himedo,
especialmente para el acabado de los textiles a base de celulosa, con el objetivo de
perfeccionar la calidad y apariencia (Hebeish y lbrahim, 2007; Karmakar y Ray,
2011). Las celulasas se han utilizado para la lapidacion de jeans y el pulido de
algodon y otros tejidos celuldsicos. Las ventajas de la sustitucion de piedras pémez
por un tratamiento a base de celulosa incluyen menos dafio de las fibras, mayor
productividad de las maquinas y menos trabajo intensivo. Las preparaciones de
celulasas ricas en endoglucanasas son las mas idoneas para mejorar la apariencia,
el tacto, el color de la tela sin necesidad de recubrimiento quimico de fibras y en los

desechos un proceso respetuoso con el medio ambiente (Kuhad et al., 2011).

2.4.2.6 Celulasas en la Industria de pulpa y el papel

Las enzimas modifican la pasta gruesa y ayuda en el proceso mecanico, generando
un ahorro energético significativo. Las celulasas también modifican las propiedades
de las fibras para mejorar el drenaje y funcionamiento del papel (Noe et al., 1986,
Pommier et al., 1990). Al utilizar las celulasas en el reciclaje residuos de libros,
revistas y periddicos, beneficia en el desentintado y no se usa alcali. También
reprimen el amarillamiento alcalino, simplifica el proceso de desentintado, modifica el

tamafo de particula de la tinta y minimiza la contaminacion ambiental. Igualmente se
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mejora el brillo de la fibra, las propiedades de resistencia y limpieza de la pulpa (Kirk
et al., 2002; Liu et al., 2009; Liu et al., 2010; Kuhad et al., 2010c).

2.4.2.7 Celulasas en investigacién y biotecnologia

La celulasas se usa ampliamente en el aislamiento de protoplastos vegetales,
frecuentemente en combinacibn con Macerozyme R10 (cat. 28302). A los
protoplastos se les elimina la pared celular y se utilizan en estudios de virus,
investigaciones metabdlicas, asi como en experimentos de modificaciones genéticas
(Kuhn y Stumpf, 1980; Evans y Bravo, 1983; Tewes et al., 1984; Potrykus y Shillito,
1986; Pandey et al., 2002).

2.4.2.8 Celulasas en biocombustibles

Debido la disminucion de los combustibles fosiles y al aumento en la demanda de
fuentes alternativas de energia renovable han desarrollado interés en la produccion
de celulasas (Pandey et al., 2012), las cuales se pueden usar para convertir la
porcion de celulosa de la biomasa no alimentaria, tal como residuos agricolas y
cultivos energéticos (por ejemplo cafia de azucar, sorgo dulce, aucalipto y algas
marinas), en azucares fermentables para su conversion en combustibles renovables
y productos quimicos (Nava y Doldan, 2014; Payne et al., 2015). El biocombustible
mas importante es el bioetanol, el cual puede ser utilizado como sustituto de la
gasolina 0 en combinacion con ella como oxigenante, lo que permite una mayor
combustion de la misma (Sanchez y Cardona, 2005). Dentro del proceso de
produccion del bioetanol se utilizan celulasas que hidrolizan la celulosa hasta glucosa
(sacarificacién). La mayoria de las celulasas comerciales son producidas a partir de
T. reesei (Zhag y Lynd, 2004).
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3. JUSTIFICACION

Las aplicaciones de celulasas en la industria se incrementa constantemente a nivel
mundial, ya que se utilizan para liberar diferentes productos de interés tanto en la
industria alimentaria como en la de biocombustibles, también se aplican para
optimizar procesos mediante predigestion enzimética y para mejorar diversos
productos en la industria textil, jabonera, papelera y agricola entre otras. Sin
embargo, en diferentes estudios se ha observado una baja eficiencia de las celulasas
comerciales sobre la celulosa cristalina o recalcitrante, por lo que se requiere utilizar
grandes cantidades de enzimas, aumentando con ello los costos de produccion. Por
lo antes expuesto, existe la necesidad de contar con microorganismos productores
de celulasas que actien con mayor eficiencia y eficacia sobre la estructura cristalina
de la celulosa, asi como también buscar alternativas para aumentar la produccion de
estas enzimas con materias primas econdémicas y abundantes como la biomasa
residual de la agricultua. Con la cual se pueden también generar productos con
aplicaciones biotecnoldgicas y apoyar en la reduccion del impacto al medio ambiente

al disminuir la cantidad de residuos.

Por lo tanto, en el presente trabajo se plantea buscar en la biomasa de M. oleifera
microorganismos, con la capacidad de actuar sobre la celulosa (cristalina y amorfa)
de los residuos de moringa, el cual es un arbol multipropésito que ha sido validado
en sistema de temporal y riego en el estado de Sinaloa con buenos rendimientos,
guedando un residuo o desecho (paja) de biomasa rica en celulosa. La paja de este
cultivo también se podria utlizar como fuente de carbono econdémica para
microorganismos celuloliticos en la produccién de enzimas mediante fermentacién
sumergida. Igualmente, la celulosa que contiene la paja se podria utilizar para
generar glucosa que pueda ser empleada como materia prima en el proceso de la

produccion de bioetanol de segunda generacion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Aislar microorganismos con capacidad celulolitica en biomasa de Moringa oleifera y
producir celulasas a partir de estos en fermentacién sumergida utilizando como

sustrato el mismo cultivo, para su aplicacion potencial en procesos biotecnoldgicos.

4.2 Objetivos especificos
1. Aislar, evaluar e identificar los microorganismos celuloliticos presentes en la

biomasa de M. oleifera.

2. Evaluar las actividades celuloliticas cuantitativas de microorganismos aislados,

utilizando fuentes de carbono sintéticas en fermentacion sumergida.

3. Cuantificar las actividades celuloliticas de los microorganismos aislados,
utilizando el residuo de M. oleifera como fuente de carbono en fermentacion

sumergida.

4, Establecer las condiciones de pretratamiento del residuo de M. oleifera para

disminuir su recalcitrancia y aumentar la biodisponibilidad de celulosa.

5. Evaluar el extracto enzimatico de P. funiculosum FG1 en la sacarificacion de

biomasa de M. oleifera.

5. HIPOTESIS

Algunos microorganismos con capacidad de producir celulasas se encuentran
presentes en la biomasa de M. oleifera y al menos uno de ellos tiene potencial
biotecnolégico para hidrolizar la biomasa residual del mismo cultivo en fermentacién

sumergida.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Aislamiento, evaluacion e identificacion de microorganismos celuloliticos
presentes en la biomasa de M. oleifera

6.1.1 Localizacién y condiciones de muestreo

Para llevar a cabo el aislamiento de microorganismos con potencial celulolitico se
tomaron muestras de biomasa aérea de moringa durante el mes de mayo 2013. El
muestreo se efectud en el estado de Sinaloa: en dos sitios del municipio de Guasave
(CIIDIR-SIN y Fracc. Sta. Maria), un sitio en Sinaloa municipio (Ejido Tetameche) y
uno mas en el municipio de Culiacan (figura 8) (cuadro 2).

» Moringa
- Tetameche

_Moringa 1
STA. MARIA

. Moringa
~  Cullacan

Figura 8. Mapa de México con las ubicaciones de los muestreos en el estado de
Sinaloa.

Las muestras de biomasa de moringa se recolectaron manualmente y se depositaron
en bolsas plasticas, se trasladaron al laboratorio de Bioenergéticos en el Centro
Interdisciplinario de Investigacidon para el Desarrollo Integral Regional Unidad Sinaloa
(CIIDIR IPN-Unidad Sinaloa) para su procesamiento.

Cuadro 2. Ubicacion de los lugares donde se tomaron las muestras de biomasa
aérea de moringa y sus coordenadas geograficas.

| Ubicacion ' Coordenadas |
CIIDIR-SIn Latitud 25°32°48.53” N ongitud 108°28'56.01” O

Fracc. Sta. Maria  Latitud 25°31'36.41” N Longitud 108°29'31.20” O
Ejido Tetameche  Latitud 25°47°17.92” N Longitud 108°35°37.10” O
Culiacan Latitud 24°46'49.10” N Longitud 107°27°10.73” O
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6.1.2 Aislamiento de microorganismos a partir de biomasa aérea de M. oleifera

Los trozos de tejido se lavaron en agua estéril, posteriormente se cortaron en
cuadrados de 2-5 mm y utilizando una pinza (esterilizada a la llama) se transfirieron a
placas de Petri estériles que contenian hipoclorito de sodio (1%), se dejaron en
inmercién durante 30-60 s y se lavaron agua estéril dos o tres veces (Narayanasamy,
2001). El tejido tratado se molig, se colocd 1 g de muestra en 10 mL de agua estéril a
temperatura ambiente y se agit6. Se prepararon diluciones en serie hasta 107 de
cada muestra en agua destilada estéril. Después, se inoculdé 0.1 mL de esa muestra
diluida, en placas que contenian agar papa dextrosa (PDA) (anexo A2) para el
aislamiento de hongos y agar Luria-Bertani (LB) (anexo Al) para aislamiento de

bacterias. Todos los cultivos se incubaron a 30+2 °C durante cuatro dias.

Los cultivos de hongos se purificaron mediante el método de punta de hifas Unica
(Narayanasamy, 2001). Se transfirid un trozo de agar pequefio que contenia
crecimiento fungico al centro de placas de Petri que contenian medio PDA, usando
una aguja de inoculacion esterilizada a la llama, y se incub6 a 30 °C durante algunos
dias. A medida que el hongo crecio, el borde de avance del crecimiento fungico
presentd puntas de hifas bien separadas que se transfirieron con una aguja de
inoculacion esterilizada a la llama a tubos inclinados de agar PDA donde formé una
colonia pura. Para purificar las bacterias se utilizé la técnica de placa de dilucion en

serie (Narayanasamy, 2001).

6.1.3 Seleccidén de microorganismos con actividad celulolitica cualitativa

Los microorganismos purificados se evaluaron por su capacidad celulolitica
cualitativa, segun su crecimiento en cajas Petri con medio agar carboximetilcelulosa
(CMC) (anexo C1) con un espesor de 5 mm aproximadamente. Una vez solidificado
el medio en las cajas, se marcaron cuatro cuadrantes por fuera de la base de la caja.
En el centro de cada caja, en el medio se realiz6 un orificio de 6 mm de
circunferencia, con ayuda de un sacabocados previamente esterilizado. A partir de
cada cepa purificada, se realiz6 un cultivo en medio liquido como in6culo inicial. Se

tomo por puncién parte de la colonia con un palillo estéril y se colocé en 50 mL de
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medio liquido LB para bacterias y PD (papa dextrosa) para hongos, se incubaron a
una temperatura de 30 °C a 200 rpm por 18 h. Al término de la incubacion se inocul6
una caja por cepa, se depositaron 50 pL de inéculo inicial en cada uno de los pozos
de la caja Petri y se colocd papel parafiim alrededor de la caja para evitar la
deshidratacion del medio. Posteriormente, cada caja se rotulé y se incubaron a 30 °C
por tres dias. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realiz6 una tincion con
la adicién de 5 mL de rojo Congo al 1% (anexo B1) (Teather y Wood, 1982) como
revelador. Se dejé actuar el colorante por 15 min, se retir6 el exceso y se lavo con 5
mL de solucién de NaCl 2 M (anexo B2), durante 15 min. Después de eliminar el
exceso de solucion salina se determind la actividad celulolitica cualitativa por la
presencia de zonas de aclaramiento (halos) correspondiente a la hidrdlisis de la
celulosa en el medio, la cual se midi6 en milimetros con la ayuda de un Vernier
manual. Los microorganismos se agruparon de acuerdo al criterio de actividad

celulolitica del cuadro 3.

Cuadro 3. Criterio de actividad celulolitica propuesto por Ramirez y Coha (2003).

Muy buena ++++ (4+)
Buena +++ (3+)
Regular ++ (2+)

Escasa + (1+4)
Ausencia de actividad

En base al andlisis del halo de hidrdlisis de celulosa, se seleccionaron los tres
aislados que presentaron la mayor actividad a nivel cualitativo. ElI disefio
experimental fue unifactorial completamente al azar, donde el factor fue el tipo de
microorganismo Yy la variable de respuesta la actividad celulolitica, utilizando cuatro
repeticiones por tratamiento. Se realizé un andlisis de varianza y analisis de medias
por el Test de Rangos Multiples de Duncan con el software SAS para Windows

version 9.0. Los datos se consideraron significativamente diferentes cuando p<0.05.
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6.1.4 Conservacion de microorganismos
Los microorganismos que presentaron actividad celulolitica muy buena se
conservaron en refrigeracion a 4 °C, los tres que se seleccionaron se conservaron en

medio PDA en incubadora a 30 °C y cada 20-30 d se reactivaron.

Se criopreservaron a -20 °C los tres aislados que presentaron las meyores
actividades celuloliticas a nivel cualitativo, se realizaron cortes de cubos de 1 cm® de
un cultivo esporulado en medio PDA, que luego fueron colocados dentro de frascos
estériles de 1.5 mL que contenian glicerol estéril al 10% (utilizado como crioprotector)
(Lopez et al., 2001).

6.1.5 Identificacion morfologica de los microorganismos seleccionados

La identificacion morfologica de los microorganismos seleccionados se realizé con
base en la observacion de las colonias crecidas en medio PDA, para lo cual se
realizaron preparaciones con las estructuras de los hongos y el colorante azul de
metileno sobre portaobjetos para llevar a cabo observaciones microscépicas. Se
utilizd un microscopio digital Leica DM6000CS y un software de analisis de imagen
Leica LAS. Con las imagenes obtenidas se realizaron comparaciones utilizando las

claves taxonémicas de Barnett y Hunter (1998).

6.1.6 Identificacion molecular de los microorganismos seleccionados

a) Extraccion de ADN

Cada hongo se identificd por individual, se tom6 con un bisturi estéril un trozo 0.5
cm? de tejido fungico que crecia en medio PDA y se deposité en un tubo Eppendorf
de 1.5 mL, se le agregaron 200 pL de DNAzol (Marca Invitrogen) y se macero
manualmente con un pistilo estéril, posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente. Se recuperé el sobrenadante y se transfirio
a un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo, al cual se le agregaron 15 L de RNAsa y se
incub6 por 30 min a 37 °C, después se le agregaron 100 pL de cloroformo-alcohol-
isoamilico y se centrifug6 por 8 min a 10,000 rpm a 4 °C. Enseguida se decantd y se

le adicion6 1 mL de etanol al 75%, se centrifugé 10,000 rpm durante 3 min a 4 °C,
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después se decantd y se repitié el lavado con 1 mL de etanol al 75%. Se decantd y
se dejo secar la pastilla de ADN a temperatura ambiente. La pastilla resultante se
diluy6é en 50 pL de agua ultrapura, la calidad del ADN se cuantific6 en un NanoDrop
™ 2000 espectrofotémetro (marca Thermo Scientific) y se visualizé por electroforesis
un gel de agarosa al 1% tefiido con Naranja G 6X bajo luz UV en un transiluminador.

b) Amplificacién de ADN

Se utilizé la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los
oligonucleétidos generalistas para eucariontes ITS1: 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ e ITS4: 5-TCCTCCGCTTAGATATGC-3’ (White et
al.,, 1990), que amplifican la region del espaciador transcrito interno (“Internal
Transcribed Spacer” ITS) ITS1, 5.8S e ITS2 del ADN ribosomal en un fragmento de
aproximadamente 600 pb. Se tomaron 10 ng del ADN eluido y se mezclo en la
reaccion para PCR que contenia a destilada estéril, 0.5 yM de cada uno de los
oligonucledtidos, 1 x de buffer para PCR, 1 mM de MgCl,; 500 uM de cada uno de
los dNTPs y 0.5 U de Taq ADN polimerasa (Cat. No. 10966-030 Invitrogen, EUA) en
un volumen final de 30 pL (Cordero et al., 2012).

La amplificacion se realizd en un termociclador (marca Veriti AB 96 Well), bajo las
siguientes condiciones:

1 ciclo 95 °C 4 min (inicio de desnaturalizacion)
95 °C 1 min (desnaturalizacion de DNA)
29 ciclos 60 °C 1 min (para alineacion de oligonucleétidos)
72 °C 2 min (extension)
1 ciclo 72 °C 5 min (para finalizar extensién)
4 °C Mantener a baja temperatura al término del PCR

c) Electroforesis

Cada uno de los productos de PCR se separd por electroforesis en un gel de
agarosa al 1%. Para determinar el tamafio de los fragmentos amplificados, se utilizd
como referencia el marcador de pares de bases, 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen,
USA No. 10787-018). Las bandas de ADN se tifieron con bromuro de etidio (0.05

pMg/mL) y se visualizaron bajo luz bajo luz UV en un transiluminador. La calidad y
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cuantificacion del ADN se realizé en un NanoDrop ™ 2000 espectrofotometro (marca

Thermo Scientific).

d) Purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron purificados con el kit comercial QIAquick® PCR
Purification (Marca QUIAGEN catalogo No. 28106). Se tomaron 65 uL de la reaccion
dePCR y se depositaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, también se le adicionaron
325 uL de solucion PB del kit, se homogenizdé en vortex y se centrifugé unos
segundos a temperatura ambiente para bajar toda la solucién al fondo del tubo,
posteriormente se pasaron los 390 yL a una columna con filtro del kit y su tubo
colector, se centrifugd a temperatura ambiente a 13,000 rpm por un min. Se desechd
el liquido que quedo en el tubo colector, se adicionaron 750 pL de solucién PE del kit
a la columna con filtro y se centrifugd a 13,000 rpm a temperatura ambiente por un
min, se decanto el liquido del tubo colector y se repitio la centrifugacion a 13,000 rpm
a temperatura ambiente por un min, el tubo colector se desechd y se coloco la
columna en un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo, enseguida se adicionaron 50 pL de
solucion EB del kit y se dej6 incubar por 2 min a temperatura ambiente, se centrifugé
a 13,000 rpm durante un min, se repitio la centrifugacion y se recuperod el ADN diluido
en la solucion EB del kit. La calidad y cuantificacion del ADN se realiz6 en un
NanoDrop™ 2000 espectrofotometro (marca Thermo Scientific), utilizando la solucién

EB del kit como blanco.

e) Secuenciacion y andlisis

La secuenciacion del DNA amplificado por PCR se realiz6 en el laboratorio de
ingenieria genética del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato donde utilizaron el kit Dye
Terminator Cycle Sequencing, Ready Reaction (Applied Biosystems®), en un
secuenciador ABI PRISM 377 PERKINELMER (Cetus, Norwalk, CT). Las secuencias
obtenidas pasaron por un proceso de edicion, el cual consistio en verificar la calidad
de las secuencias y la correccién de posibles errores de lectura o artefactos creados
durante la secuenciacion. La edicién de las secuencias se realizé con la ayuda del

programa Chromas lite 2.1. Las secuencias editadas se sometieron a comparacion
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con secuencias reportadas en el Banco de genes (GenBank), del centro internacional
para la informacion en Biotecnologia (NCBI-National Center for Biotechnology
information) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, empleando el programa BLAST-N de dicha
pagina, para conocer el nivel de identidad genética existente con secuencias ya
reportadas y depositadas en el banco de genes.

f) Andlisis filogenético

Para la elaboracion del arbol filogenético se utilizé la secuencia de las regiones ITSI,
5.8S e ITS2 del rADN (generada con la amplificacion con los oligonucleétidos ITS1 e
ITS4) de cada uno de los microorganismos seleccionados, mas las secuencias de
diferentes aislamientos de hongos de la base de datos del NCBI
(http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/). Para el andlisis filogenético, las secuencias consenso
se compilaron en un archivo fasta, se alined con el programa Muscle (Edgar 2004),
se analizaron con el método Kimura (2 parametros) (Kimura, 1980), se utilizo el
método de Neighbor Joining (Saitou y Nei, 1987) y se estimo un analisis de bootstrap
con 1,000 repeticiones (Felsenstein, 1985) con el software MEGA 7 (Kimura et al.,

2016). Los gap/missing se consideraron como completas delecciones.

6.2 Evaluacion de las actividades celuloliticas cuantitativas de los
microorganismos aislados, utilizando fuentes de carbono sintéticas en
fermentacion sumergida

6.2.1 Fermentacion de los microorganismos en medio liquido

Los tres microorganismos seleccionados fueron cultivados individualmente, en medio
mineral A (anexo C1l) mas una fuente de carbono sintética, pudiendo ser:
carboximetilcelulosa (CMC), que es celulosa amorfa, 0 2) Avicel que corresponde a

celulosa cristalina.

a) In6culo
Los microorganismos fueron sembrados por separado, se inoculd el aislado con un

palillo estéril en cajas Petri con medio PDA y se incubaron a 30+2 °C por siete dias.
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Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se adicionaron 8 mL de Tween 80 (0.1
v/v) (anexo C2) y se realizé un raspado superficial con un portaobjetos estéril.
Posteriormente, se colect6 la suspension que se encontraba dentro de la caja, se
colocé en un tubo de ensayo cada aislado por separado y se cuantificaron las

esporas en una camara de Neubauer.

Se prepard un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio mineral A (anexo
C1) por aislado, utilizando glucosa como fuente de carbono, se incorporaron 10°
esporas/mL de la suspensién colectada anteriormente y se incubaron a 30 °C y 200

rpm durante 48 h.

b) Condiciones en la fermentacion

Se prepararon tres matraces Erlenmeyer de 250 mL con 70 mL de medio mineral A
(anexo C1) mas CMC o Avicel como fuente de carbono para cada uno de los
microorganismos seleccionados, se rotularon y se adiciond 10% (v/v) de indculo.
Todo este sistema se mantuvo en incubacion a 30 °C y 200 rpm durante 192 h. Se
tomaron muestras cada 24 h desde el inicio de la fermentacion, se depositaron en

tubos Eppendorf de 1.5 mL y se conservaron a -20 °C para su posterior analisis.

Se utilizé un disefio factoral integrado por tres factores: microorganismo (tres niveles:
P. funiculosm FGL1., F. verticillioides FG3 y C. cladosporioides FC2) fuente de
carbono (dos niveles: medio CMC y medio Avicel) y el tiempo de fermentacion
(nueve niveles: 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y 192 h.). Se emplearon tres réplicas
por tratamiento y las variables de respuesta fueron, la produccién de azlcares

reductores y la actividad celulasas (endoglucanasa, exoglucanasa y p-glucosidasa).

6.2.2 Determinaciones analiticas

a) Determinacion de azUcares reductores.

Las muestras almacenadas a -20 °C se descongelaron y posteriormente se
centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min. Del sobrenadante libre de células se tomé un

volumen de 250 pL y se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se adiciond 250 pL
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de DNS (anexo D1), esta mezcla se sometié a ebullicion por 10 min en un termoblock
(Marca Thermo Scientific) en seco a 100 °C, transcurrido este tiempo, los tubos se
colocaron en un recipiente con hielo molido, enseguida se tomaron 200 pL de cada
muestra y se examiné por duplicado en un espectrofotometro (Thermo Scientific
Multiskan Go) a una longitud de onda de 570 nm. Se registr6 la absorbancia
generada, la cual se reemplazé en la ecuacion de la linea recta arrojada por la curva
patrén de glucosa (anexo D2 y D3) previamente realizada, para medir la
concentracion de glucosa residual en cada hora de muestreo (Miller, 1959).

b) Determinacion de actividades enzimaticas.

A los aislados seleccionados se les determind las actividades enzimaticas
celuloliticas: B-1,4 endoglucanasa, B-1,4 exoglucanasa y f-1,4 glucosidasa
implicadas en la degradacion de celulosa conforme a lo reportado por Zhao et al.
(2016) con modificaciones, las cuales se describen adelante. Las muestras
almacenadas a -20 °C se descongelaron y se centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min.

En el sobrenadante libre de células se midi6 la actividad enzimatica.

Actividad B-1,4 endoglucanasa (EnG). Se tomaron 200 uL del sobrenadante de la

muestra y se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se adicionaron 875 uL de CMC
1% y 25 pL de buffer acetato de sodio 1.0 M con pH 6.0 (anexo C3). Se incubaron a
50 °C durante 50 min. Posteriormente, se midi6 la liberacion de azlcares reductores
por el método DNS (Miller, 1959).

Actividad B-1,4-exoglucanasa (ExG). Se colocaron 12.5 mg de papel filtro Whatman

No.1 en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se le adicionaron 200 uL de buffer acetato de
sodio 0.6 M con pH 6.0 (anexo C4) y 800 uL de liquido libre de células. Se incub6 a
50 °C durante 50 min y se determiné la liberacién de azucares reductores por el
método DNS (Miller, 1959).

Actividad (3-1,4-glucosidasa (BG). Esta actividad se determind utilizando 250 L de

sobrenadante y 250 uL de salicina 10 mM en buffer acetato de sodio 1 M (pH 6.0)

34



(anexo C5). Se incubd a 50 °C durante 50 min y se determind la liberacién de

azucares reductores por el método DNS (Miller, 1959).

Las actividades enziméticas fueron calculadas de acuerdo a la férmula reportada por
Silveira et al. (2012), para el calculo de la actividad EnG, EXG y BG, los azucares
reductores del tiempo cero fueron restados a los valores de los siguientes tiempos de
fermentacién. Las actividades enzimaticas se expresaron en unidades
internacionales (U) por L, considerando una unidad como la cantidad de enzima que

libera 1 ymol de glucosa por minuto.

6.2.3 Andlisis estadistico
Se realiz6 un analisis de varianza y analisis de medias por el test de Rangos
Multiples de Duncan con el software SAS 9.0 para Windows. Los datos se

consideraron significativamente diferentes cuando el valor p<0.05.

6.3 Cuantificacion de las actividades celuloliticas de P. funiculosum FG1,
utilizando el residuo de M. oleifera como fuente de carbono en fermentacion
sumergida

P. funiculosum FG1, fue el microorganismo que se selecciond para continuar con la
investigacion y observar el efecto del residuo de moringa como fuente de carbono en
fermentacion sumergida. Inicialmente los tres hongos seleccionados se evaluaron
cuantitativamente en fermentacion sumergida utilizando medio mineral A (anexo C1),
en este apartado se incluyeron dos medios minerales mas: el medio mineral B
propuesto por Maeda et al. (2010) (anexo F1) y el medio mineral C propuesto por
Mandels y Weber (1969) (anexo F2). En las tres condiciones se incorporé el residuo

de moringa (sin pretratar) como fuente de carbono en un 2%.

Las condiciones de la fermentacién fueron similares a las descritas en el apartado

6.2.1, asi como las determinaciones analiticas incluidas en el apartado 6.2.2 con
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ajustes en el pH éptimo y tiempo en la reaccion para las enzimas de P. funiculosum
FG1.

6.4 Establecimiento de las condiciones de pretratamiento del residuo de M.
oleifera para disminuir su recalcitrancia y aumentar la biodisponibilidad de
celulosa

6.4.1 Secado y tratamiento mecéanico

Los residuos (tallos finos y gruesos) de moringa fueron reducidos con un
desmenuzador de paleta, obteniendo fragmentos con una longitud de 4 mm por 2
mm de ancho. Posteriormente se colocaron en un deshidratador con aire caliente (70
°C), hasta obtener a un 6% de humedad en el sustrato. Enseguida se coloco el
sustrato en un molino de matrtillo con una malla 0.5 mm y se conservo a temperatura
ambiente en bolsas de polietileno selladas, hasta el momento de ser utilizado. Esta
parte del proyecto se realizé en las instalaciones de Industrias Centli S. A. de C. V.
ubicada en carretera internacional México Nogales No. 1691, zona industrial Ahome,
Sinaloa, México, CP 81255.

6.4.2 Tratamiento hidrdlisis acida
Se realiz6 una revision de los antecedentes y en base a ello, se decidié para este
pretratamiento: &cido sulfarico (H,SO,4) en concentracién de 2% y 3% (v/v) como

catalizador.

En un matraz Erlenmeyer de 2,000 mL se adicionaron 750 mL de agua destilada, 75
g de moringa (obtenida de acuerdo al paso 6.5.1) y el acido sulfarico [2% 6 3% (v/v)],
el matraz se llevé a la autoclave (marca Yamato modelo SK100C) a 130 °C por 5
min. Posteriormente se separo la parte liquida y solida por centrifugacién a 4,500 rpm
por 10 min. La parte sélida se colecté en un vaso de precipitado de 1 L y se le
adicion6 500 mL de agua destilada, repitiéndose la separacion y lavado en tres
ocasiones, en el Ultimo lavado se ajust6 a pH 5 utilizando hidroxido de sodio 5 M.

Cada tratamiento se realiz6 con tres réplicas.

36



Se realiz6 un andlisis mediante la prueba t de student, para comparar las medias del
contenido de celulosa en la moringa pretratada con acido sulfurico [2% y 3% (v/V)].
Se utilizé el software SAS 9.0 para Windows. Los datos se consideraron
significativamente diferentes cuando p<0.05.

6.4.3 Caracterizacion estructural del residuo de M. oleifera

Al residuo de moringa sin pretratar y pretratado, se le realizé el andlisis del contenido
de cenizas (anexo E2), lignina (anexo E4), celulosa (anexo E5) y hemicelulosa
(anexo E6) por la metodologia recomendada por National Renewable Energy
Laboratory (2011).

6.5 Evaluacion del extracto enzimatico de P. funiculosum FG1 en la
sacarificacion de biomasas de M. oleifera

6.5.1 Concentracion del extracto crudo

a) Ultrafiltracion

En base a los resultados del apartado 6.3 se obtuvieron las condiciones para
preparar los extractos enzimaticos de Penicillium sp. (matraz Erlenmeyer de 500 mL
con volumen de 200 mL), posteriormente el extracto se centrifugd para separar las
células del medio liquido. La parte liquida (550 mL) se ultrafiltré utilizando una
membrana de 5 kDa (Amicon), con el equipo Micon 8400 a 70 psi de presién y en la

etapa final del proceso se utilizé6 50 mL buffer acetato de sodio 0.05 My pH 4.

b) Liofilizacion

Con el extracto libre de células, se realizo el concentrado a través de liofilizacion. Se
utilizé un liofilizador marca Labconco (modelo 111252152S, numero de catalogo
7934022), se adicionaron 200 mL en cada uno de los tubos del equipo y se
congelaron a -20 °C, posteriormente los tubos se colocaron en el equipo y se liofilizé
bajo las siguientes condiciones: -80 °C y 0.02 mbar durante 72 h. Las
determinaciones analiticas se realizaron en el producto del liofilizado en 10 mL de
buffer acetato de sodio 0.05 M a pH 4.
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6.5.2 Sacarificacion

Se colocé 1 g de moringa (bajo dos tratamientos: sin pretratar y pretratada con &cido
sulfdrico al 2%) en un matraz Erlenmeyer de 125 mL y se esterilizé. Enseguida se
adicion6 8 mL del extracto enzimético concentrado, 12 mL de buffer acetato de sodio
50 mM pH 4 y se dejé en incubacion a 50 °C, se tomdé muestra cada tres horas,
finalizando a las 24 h. Se realizaron tres réplicas por tratamiento. Las muestras se
centrifugaron a 10,000 rpm por 5 min y se midieron los azucares reductores por DNS
(Miller, 1959) (Anexo D).
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento y seleccion de microorganismos celuloliticos de biomasa de M.
oleifera

7.1.1 Aislamiento de microorganismos a partir de biomasa de M. oleifera

La biomasa de moringa se colecto en tres municipios del estado de Sinaloa, de esta
biomasa se aislaron un total de 120 microorganismos y se purificaron 48, de los
cuales 41 pertenecen al dominio de las bacterias y siete al reino de los hongos. En el
cuadro 4 se muestra la distribucion y porcentajes de los microorganismos obtenidos
en el aislamiento primario para cada ubicacion de colecta.

Cuadro 4. Distribucion por ubicacion y datos de los microorganismos aislados de M.
oleifera.

CIIDIR-SIN Guasave 21 43.75 18 3
Fracc. Sta. Maria Guasave 7 14.58 6 1
Ej. Tetameche Sinaloa de Leyva 12 25.00 10 2
Culiacan Culiacan 8 16.66 7 1

7.1.2 Actividad celulolitica cualitativa de los microorganismos aislados y purificados

Después la purificacion de los microorganismos, se realizd la determinacion
cualitativa de su actividad celulolitica, la cual se llevo a cabo en cajas Petri con medio
minimo con CMC utilizando rojo Congo como revelador del potencial celulolitico. La
actividad celulolitica resultante de los microorganismos se indica de acuerdo a la
escala propuesta por Ramirez y Coha (2003) en el cuadro 5. Los resultados indican
gue 42 de los 48 microorganismos presentan actividad celulolitica. Un 81.25% de los
aislados presentaron una actividad celulolitica muy buena de acuerdo a la escala

utilizada.

El analisis de varianza de los resultados de la actividad celulolitica de los
microorganismos aislados sobre medio sélido de CMC (anexo G1) indic6 que existe
diferencia significativa entre los microorganismos al hidrolizar la celulosa (p<0.0001).
Y para conocer cual microorganismo presenté mayor halo de degradacion se efectu6

una comparacion de medias con la prueba de Duncan a=0.05 (anexo G2) y se
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observé que los tres microorganismos que presentaron la mayor actividad celulolitica
fueron hongos: PDA3-1 perteneciente al Fracc. Sta. Maria en el municipio de
Guasave, el aislados PDAla-2 de Culiacan y PDAla-1 de CIIDIR-SIN municipio de
Guasave (figura 9), estos microorganismos fueron seleccionados para continuar con

la investigacion.

Cuadro 5. Andlisis cualitativo de actividad celulolitica de los 48 microorganismos
aislados y purificados de biomasa de M. oleifera de acuerdo a la escala propuesta
por Ramirez y Coha (2003).

Muy buena 21.4 39 81.25

| Buena 1.20-1.39 1 2.09 |
Regular 1.00-1.19 2 4.16

| Escasa 0.80-0.99 0 0.0 |
Ausencia de actividad 0.60-0.79 6 125

Total 48 100 |

Aislado FG1 Aislado FG3 Aislado FC2

Figura 9. Actividad celulolitica cualitativa de los tres microorganismos con mayor
actividad en CMC, después de 48 h de incubacion a 30 °C utilizando rojo Congo
como revelador.

7.2 Identificacion morfolégica y molecular de los microorganismos que se
seleccionaron por su actividad celulolitica cualitativa

7.2.1 ldentificacion morfolégica de los microorganismos seleccionados

Los tres aislados que se seleccionaron por presentar la mejor actividad celulolitica

cualitativa fueron hongos filamentosos. Para su identificacion morfolégica se
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realizaron preparaciones de las estructuras de cada hongo sobre portaobjetos con
azul de metileno, estas preparaciones se observaron y se capturaron imagenes
utilizando el microscopio digital Leica DM6000CS y el software de andlisis de imagen
Leica LAS, estas imagenes se utilizaron para la comparacion de las estructuras de
los hongos con las claves taxonémicas de Barnett y Hunter (1998), resultando lo

siguiente:

PDAla-1 CIIDIR-SIN
Este aislado se sembré en medio PDA, las colonias fueron de color verde seco de

aspecto polvoriento y con pequefios haces (fasciculos) de conidiéforos (figura 10). Al
observar las estructuras de este aislado al microscopio se encontr6 que forman
conidios en una estructura ramificada semejante a un pincel que termina en células
conididgenas llamadas fialides de forma biverticiliada, caracteristicas particulares del
género Penicillium. En la fialide, al dividirse el nucleo, se extiende simultaneamente
el extremo apical que luego se estrangula separando a la espora recién formada, que
se unen entre si a los conidios permitiendo la formacion de cadenas. Los filamentos
o hifas alcanzan un diametro entre dos a tres um. La pared de las fidlides es lisa y
tienen forma de anfora, el tamafio de las fidlides oscilan entre 22 a 25 um. Los
conidios son elipsoidales, unicelulares, hialinos que en masa se ven de color verde
aceituna o gris y la pared de los conidios es lisa. Los conidioforos presentan una

longitud entre los 22 y 53 um (figuras 11 ay b).

Figura 10. Aislado PDAla-1 en medio PDA, en donde se observan las estructuras
macroscopicas después de siete dias de incubacién a 30 °C.
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Figura 11. Imagenes del aislado PDAla-1 al microscopio digital (Leica) aumentos:
400, donde se observan los conidi6foros, fidlides, conidias e hifas del hongo.

PDA3-1 Fracc. Sta. Maria Guasave
Este hongo se sembré en medio PDA, las colonias presentaron escaso micelio aéreo

de color blanco y de color rosado a purpura especialmente en el reverso de la colonia
gue gradualmente difunde en el medio (figura 12). Los macroconidios son levemente
curvados y pluriseptados, con una célula apical levemente puntiaguda y con una
célula basal en forma de pie en los macroconidios que se considera caracteristica de

del género Fusarium (figura 13 ay b).

Figura 12. Imagen del aislado PDA3-1 en medio PDA, en donde se observan las
estructuras macroscopicas después de siete dias de incubacion a 30 °C.
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Figura 13. Imagenes del aislado PDA3-1 al microscopio digital (Leica) aumentos:

400, en la imagen “a” se observan los macroconidios indicados con una flechay en la

imagen “b” las conidiosporas del hongo.

PDA2a-2 Culiacan

Este microorganismo se sembro sobre medio PDA, en donde formo colonias

circulares de color olivaceo, aterciopeladas (figura 14), y micelio largo y corto de hifas
gruesas septadas y oscuras. La célula conidiogena es poliblastica, generalmente
integrada y simpodial; da lugar a conidios que quedan en cadenas acropetas, 0 a
veces se presentan solitarios en forma variada (elipsoidales, limoniformes, esféricos
y fusiformes), con una cicatriz en la base, hay unicelulares o septadas; poseen pared
lisa de color olivaceo a marron obscuro (Figura 15 a, b y c¢), estas son caracteristicas

del género Cladosporium.

Figura 14. Imagen del aislado PDA2a-2 en med'i PDA, en donde se observan las
estructuras macroscopicas después de catorce dias de incubacion a 30 °C.
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Figura 15. Imagenes del aislado PDA2a-2 en el microscopio digital (Leica) aumentos:
400, donde se observan las hifas y conidios del hongo.

En base a la identificacion morfoldgica, la clasificacion cientifica de los hongos

seleccionados se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Clasificacion cientifica de los tres hongos seleccionados.
I I I

I I I
H1 ‘ Fungi ‘ Ascomycota Eurotiomycetes ‘ Eurotiales ‘ Trichocomaceae ’ Penicillium
PDAla-1 Link, 1809
‘ H2 ‘ Fungi ‘ Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae ’ Fusarium
PDA3-1 Link, 1821
H3 ‘ Fungi ‘ Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Davidiellaceae ’ Cladosporium
PDA2a-2 Pers, 1816

7.2.2 ldentificacion molecular de los microorganismos seleccionados

En la identificacidon molecular de los hongos se obtuvo lo siguiente:

1) Los productos de PCR, donde se utilizo ADN de cada microorganismo (H1l=
PDAla-1CIIDIR Guasave, H2= PDA3-1 Fracc. Sta. Maria Guasave y H3= PDA2a-2
Culiacan) y los oligonucleodtidos ITS1 e ITS4 (White et al., 1990), fueron analizados
por electroforesis observandose bandas de aproximadamente 600 pb, tal como se

esperaba (figura 16).
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR de los
aislados seleccionados. Carril 1 marcador de peso molecular; 2, (+)= control positivo;
3, (-)= control negativo; 4 y 5, H1= PDAla-1; 6 y 7, H2= PDA3-1; 8 y 9, H3= PDA2a-
2.

2) Las secuencias editadas se depositaron en el GenBank (NCBI) y se sometieron a
comparacion con secuencias almacenadas en este mismo banco de datos. El aislado
PDAla-1 CIIDIR Guasave de 521 pb (clave GenBank KR185322, anexo H), presento
una homologia del 98% con Talaromyces funiculosus anamorfo de Penicillium
funiculosum (Xu et al., 2014) con una cobertura del 100%. El aislado PDA3-1 Fracc.
Sta. Maria Guasave de 481 pb (clave GenBank KR185323, anexo H), presentd una
homologia del 98% con Fusarium verticillioides con una cobertura de 100%. Y el
aislado PDA2a-2 Culiacan de 541 pb (clave GenBank KR185324, anexo H), presento
una homologia del 99% con Cladosporium cladosporioides con una cobertura del
100%.

3) El andlisis filogénico se realiz6 mediante la construccion de un arbol filogenético,
elaborado con las secuencias de los tres aislados seleccionados en esta
investigacion (clave GenBank KR185322, KR185323 y KR185324) y 18 secuencias
seleccionadas del GenBank. Al observar el arbol encontramos que el aislado con
clave KR185322, correspondiente al aislado PDAla-1, se agrup6 con las secuencias
del género Penicillium, el aislado con clave KR185323, correspondiente al aislado
PDA3-1, se aline6 con el género Fusarium, y el aislado con clave KR185324
correspondiente al aislado PDA2a-2, se acopld con secuencias del género

Cladosporium (Figura 17).
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KF494134 Fusarium verticillioides
{ KR185323 Fusarium verticillioides FG3 |
KP132245 Fusarium verticillioides
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DQ297555 Fusarium napiforme
KF941281 Fusarium subglutinans
MG437321 Fusarium proliferatum

KR185324 Cladosporium cladosporioides FC2
KJ789850 Cladosporium cladosporioides

96

96

3| EF679388 Cladosporium spinulosum
o1 EF679370 Cladosporium iridis
39| AY251074 Cladosporium cladosporioides
43| EF679354 Cladosporium silenes
82l HM 148000 Cladosporium basiinflatum
AF378614 Moringa oleifera

0.1

Figura 17. Arbol filogenético de la region ITS del ADNr de los aislados tres aislados
seleccionados en esta investigcion (clave KR185322 (PDAla-1), KR185323 (PDA3-
1) y KR185324 (PDA2a-2)), mas 18 secuencias de diferentes aislamientos de la base
de datos del NCBI GenBank.

7.3 Efecto de fuentes de carbono sintéticas sobre la produccidén de azucares
reductores y actividades enziméticas de los microorganismos seleccionados

Los tres hongos seleccionados fueron cultivados en fermetacion sumergida
individualmente en medio mineral A (anexo C1) mas una fuente de carbono sintética

(CMC como celulosa amorfa o Avicel como celulosa cristalina).
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7.3.1 Efecto de dos fuentes de carbono (CMC y Avicel) sobre la produccion de
azucares reductores

En la figura 18 se presenta la produccion de azlcares reductores de los tres hongos
crecidos en diferentes fuentes de carbono. Se observd que la produccién de
azucares reductores depende de la fuente de carbono utilizada, es decir, cuando los
tres hongos fueron crecidos en CMC se obtuvo la mayor produccion de estos
azucares: 1.22, 1.14 y 1.13 mg/mL equivalentes de glucosa para los hongos P.
funiculosum FG1, F. verticillioides FG3 y C. cladosporioides FC2 respectivamente.
Existe diferencia en la produccion de azlcares reductores en los dos medios de
cultivo a partir de las 48 h, donde se observa un incremento en la produccion de
azucares en CMC. Se obtuvo una produccion de azucares reductores de tres veces
mas por cada hongo crecido en CMC comparado con el medio Avicel. Las maximas
producciones de azucares reductores se obtuvieron entre las 120-168 h de cultivo
(figura 18).

El analisis de varianza mostré que no hay un efecto significativo del factor tipo de
hongo (p=0.1069); pero si hay un efecto de los factores tipo de medio y tiempo
(p<0.0001), mas no en las otras interacciones (anexo 1), por lo tanto se realiz6 un

analisis de medias por Duncan de la interaccion que fue significativa (a=0.05).
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Figura 18. Produccion de azucares reductores de los hongos P. funiculosum FG1, F.
verticillioides FG3 y C. cladosporioides FC2, de forma individual en dos fuentes de
carbono CMC y Avicel.

7.3.2 Actividades enzimaticas celuloliticas (EnG, ExG y BG) de los microorganismos
seleccionados utilizando dos fuentes de carbono (CMC y Avicel) en fermentacion
sumergida

Actividad EnG. El analisis de varianza mostré que existe un efecto de los factores

tipo de hongo, medio y tiempo (p<0.0001) (anexo J), enseguida se analizaron las
medias de la interaccion de los tres factores por Duncan (a=0.05). Al realizar el
analisis se observo que los tres aislados presentaron la actividad EnG desde las
primeras 24 h de fermentacion utilizando las dos fuentes de carbono. Los maximos
valores de la actividad los presenté P. funiculosum FG1 en el medio Avicel con
606.16 U/L a las 120 h, sin existir diferencia significativa con C. cladosporioides FC2
en el mismo medio con 604.15 U/L, pero este las produjo a las 144 h. La cepa de F.
verticillioides FG3 exhibio la actividad EnG con un valor de 457.49 U/L en medio
CMC y su actividad en el medio Avicel permanecié sin cambio a partir de las 24 h

con una maxima de 210.77 U/L (figura 19).
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Figura 19. Actividad enzimatica endoglucanasa de los hongos P. funiculosum FG1, F.
verticillioides FG3 y C. cladosporioides FC2, utilizando CMC y Avicel como fuentes
de carbono.

Actividad ExG. El andlisis de varianza mostré que existe un efecto de los factores

tipo de hongo, medio y tiempo (p<0.0001) (anexo K), analizandose las medias de la
interaccion de los tres factores por Duncan (a=0.05). Los resultados obtenidos para
esta actividad (figura 20), muestran que la actividad enzimatica estuvo presente a
partir de las 24 horas de la fermentacion de los tres aislados en el medio CMC y de
las 48 h hasta el término de la fermentacién permanecieron constantes entre 88 y
105 U/L. P. funiculosum FG1 en Avicel mostré su mayor actividad EXG con 205.73
U/L a las 96 h sin presentar diferencia significativa con C. cladosporioides FC2 en el
mismo medio con 200.96 U/L a las 144 h.
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Figura 20. Actividad enzimatica exoglucanasa de los hongos P. funiculosum FG1, F.
verticillioides FG3 y C. cladosporioides FC2, empleando CMC y Avicel como fuentes
de carbono.

Actividad BG. Esta actividad es importante ya que es la que causa la hidrolisis de la

celobiosa a glucosa y porque, las EnG y ExXG son inhibidas al acumularse la
celobiosa. El analisis de varianza mostré que existe un efecto de los factores tipo de
hongo, medio y tiempo (p<0.0001) (anexo L), por lo que se analizaron las medias de
la interaccion de los tres factores por Duncan (a=0.05). El aislado F. verticillioides
FG3 en el medio CMC fue quien genero la mayor actividad BG desde el inicio del
cultivo con una maxima de 663.78 U/L a las 168 h, presentando diferencia
significativa con los demas tratamientos (figura 21) y en el medio Avicel no present6
la actividad. El aislado P. funiculosum FG1 presenté su maxima actividad en el medio
Avicel con 401.42 U/L a las 96 h y en el medio CMC 275.27 U/L a las 120 h. C.
cladosporioides FC2 exhibié su maxima actividad BG a las 144 h con 365.56 U/L en
el medio Avicel y en CMC 240.70 U/L alas 168 h de cultivo.
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Figura 21. Actividad enzimatica glucosidasa de los hongos P. funiculosum FG1, F.
verticillioides FG3 y C. cladosporioides FC2, utilizando CMC y Avicel como fuentes
de carbono.

7.4 Actividad celulolitica de P. funiculosum FG1 utilizando residuos de M.
oleifera como fuente de carbono

De los 48 microorganismos aislados y purificados de biomasa de moringa P.
funiculosum FG1, F. verticillioides FG3 y C. cladosporioides FC2 fueron
seleccionados por presentar la mayor actividad celulolitica a nivel cualitativo. Al
evaluar las actividades celuloliticas a nivel cuantitativo de estos tres hongos
filamentosos, P. funiculosum FG1 y C. cladosporioides FC2 presentaron las maximas
actividades EnG y ExG en el medio que contenia Avicel (celulosa cristalina) como
fuente de carbono, de estos dos ultimos el aislado P. funiculosum FG1 fue quien
obtuvo sus maximos valores en un menor tiempo de incubacion y su actividad BG fue
mayor que C. cladosporioides FC2 utilizando la misma fuente de carbono. Por lo
antes expuesto el aislado identificado como P. funiculosum FG1 fue seleccionado

para continuar la siguiente etapa de la investigacion.

Para realizar los experimentos con P. funiculosum FG1 en fermentacién sumergida,
se utilizaron tres medios minerales distintos (A, By C) (anexo C y F) y se emplearon

dos fuentes de carbono: Avicel (A) y M. oleifera sin pretratar (M). A cada una de las
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reacciones enzimaticas se les restd los azucares reductores que tenia el extracto
enzimatico (anexo M) en la hora cero y las condiciones para evaluar la actividad
fueron: pH 4 y 15 min de tiempo de incubacién en la reaccion enzimética para EnG y
ExG, mientras que para BG fueron pH 4.5 y 50 min (anexo N). Al analizar el
resultado de la actividad celulolitica de P. funiculosum FG1 se observo que las tres
actividades celuloliticas se presentaron en todos los tratamientos a excepcion del
tratamiento medio B con Avicel (BA) (figura 22). Los tratamientos que presentaron los
valores maximos en la actividad EnG fueron: el tratamiento medio C y Avicel (CA)
(1,965.43 U/L) a las 192 h de incubacién, seguido por el tratamiento medio C y
moringa (CM) (1,618.86 U/L) a partir las 96 h (figura 22a).

Los tratamientos que contenian medio C, fueron los que presentaron la mayor
actividad ExG de P. funiculosum FG1 desde las 48 h de incubacion (figura 22b) y
donde se observo la actividad ExG menor fue en los tratamientos con medio B. La
mayor actividad ExG fue de 2,015.76 U/L correspondiente al tratamiento medio C y
Avicel (CA) a las 168 h, seguido del tratamiento medio C y moringa (CM) con
1,700.08 U/L a las 96 h de fermentacion.

P. funiculosum FG1 en los tratamientos medio Ay Avicel (AA), medio B y Avicel (BA),
medio B y moringa) (BM), y medio C y Avicel (CA), se presento la actividad BG con
valores por debajo de 180 U/L desde las 24 h hasta finalizar la fermentacion. Por el
contrario, en los tratamientos con el medio C y moringa (CM) y medio A y moringa
(AM) a partir de las 72 h incrementaron sus valores en la actividad BG, presentando
la maxima de 923.76 U/L a las 144 h del tratamiento medio C y moringa (CM)
seguido del tratamiento medio A y moringa (AM) con 712.53 U/L en el mismo tiempo

de incubacion (figura 22c).
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Figura 22. Actividades endoglucanasa (a), exoglucanasa (b) y glucosidasa (c) de P.
funiculosum FG1 en fermentacidén sumergida en tres medios minerales distintos (A, B
y C), empleando el residuo de moringa sin pretratar (M) y Avicel (A) como fuente de
carbono.
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7.5 Pretratamiento y caracterizacion estructural del residuo de M. oleifera

Enseguida del pretratamiento de residuo de moringa con &cido sulfarico, se
procesaron las muestras (sin pretratar y pretratadas) para conocer el porcentaje de
solidos que se pierde en el pretratamiento. En los resultados obtenidos se observo
gue cuando la cantidad de acido sulfarico fue mayor (3%) la recuperaciéon de soélidos

fue menor (62.74%) y la cantidad de cenizas se concentrd (10.51%) (cuadro 7).

Cuadro 7. Cantidad de soélidos, humedad y ceniza del residuo de moringa sin
pretratar y pretratada con &cido sulfurico.

Moringa sin 100 5.88+0.66 94.22 6.29+0.64
pretratar
Moringa pretratada 65.68 5.07+0.04 94.93 6.40+0.03
(H.SO, 2%)
Moringa pretratada 62.74 1.59.038 98.41 10.51+0.39

(H,SO, 3%)

En esta investigacion se caracterizO estructuralmente la moringa sin pretratar y
pretratada (2% y 3% acido sulfurico). El residuo de moringa sin pretratar presento un

50.92% de celulosa, 34.68% de hemicelulosa y un 14.39% de lignina.

En el residuo de moringa pretratado con 2% de acido sulfarico fue donde hubo una
reduccion mayor de hemicelulosa quedando en 24.99% y en ese mismo tratamiento
fue donde se obtuvo el mayor porcentaje de celulosa 63.66% (figura 25). La mayor
reduccion del porcentaje de lignina se present6 en el tratamiento con 3% de acido

sulfurico quedando 8.42% (figura 23).
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Figura 23. Caracterizacién de la composicion (celulosa, hemicelulosa y lignina) del
residuo de moringa sin pretratar y pretratado con acido sulftrico (2 y 3%).

7.6 Evaluacion del extracto enziméatico de P. funiculosum FG1l en la
sacarificacion de biomasa residual de M. oleifera

En el apartado 7.4 de este trabajo se indic6 que el aislado P. funiculosum FG1
presentd sus mejores valores de actividades EnG, ExG y BG utilizando el residuo del
cultivo de M. oleifera sin pretratar como fuente de carbono en el medio C. Con esta
informacion se prepard un extracto enzimaticos en fermentacién sumergida, también
se prepararé un extracto enzimaticos utilizando Avicel como fuente de carbono en

medio C con el mismo aislado y tiempo de fermentacion.

Los dos extractos se concentraron por ultrafiltracion vy liofilizacion. En la ultrafiltracion
el volumen del extracto se redujo a un 9% y en la liofilizacién a un 5%. En la figura 24
se presentan los valores de las actividades enzimaticas EnG, ExG y BG antes de la
concentracion de los dos extractos, posterior a la concentracion (ultrafiltracion y
liofilizacion) y también en el residuo o sobrante de la ultrafiltracion.
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Con los dos métodos empleados para concentrar el extracto enzimatico, se logré
incrementar las actividades celuloliticas. El incremento mas alto para la actividad
EnG se observo al utilizar la liofilizacion (12 veces) en el extracto con moringa como
fuente de carbono (figura 24a), sin embargo, el método no fle tan efectivo en la
actividade del extracto que utiliza Avicel como fuente de carbono (incremento 7.7
veces). El incremento en la actividad EnG utilizando la ultrafiltracion fué similar para
los dos extractos enziméticos. Al evaluar el incremento de la actividad ExG, se
observé el mayor incremento de actividad al utilizar la liofilizacion en el extracto que
integrd Avicel como fuente de carbono (12 veces) (figura 24b), similar al incremento
en la actividad BG utilizanzo la misma metodologia pero en el extracto que utilizo

moringa como fuente de carbono (figura 24c).
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Figura 24. Actividades enzimaticas de P. funiculosum FG1, gréfica a) actividad Eng,
grafica b) ExG vy gréfica c) BG, utilizando residuo de moringa y Avicel como fuente de
carbono antes y después de realizarse la concentracion por liofilizacion o
ultrafiltracion.
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7.6.1 Hidrdlisis enzimatica del residuo de moringa

En la hidrdlisis enzimatica del residuo de moringa sin pretratar y pretratado (2% &cido
sulfarico), se utilizd el extracto enzimético de P. funiculosum FG1 utilizando la paja
de moringa como fuente de carbono, el extracto se concentré por ultrafiltracion. La
maxima cantidad de azucares (67.93 mg/g) se observé en el tratamiento con moringa
sin pretratar (figura 25). La produccion de azlcares reductores se observaron desde
las primeras tres horas de hidrélisis en las dos condiciones, pero a partir de las
nueve horas la hidrélisis el tratamiento con moringa sin pretratar presentd un
incremento del 35% de los azlcares reductores con respecto a los generados en la

moringa pretratada.
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Figura 25. Hidrdlisis enzimatica de moringa utilizando el extracto enzimatico
concentrado de P. funiculosum FG1.
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8. DISCUSION

Al realizar el aislamiento de microorganismos en la biomasa de moringa, el grupo
gue predominoé fue el de las bacterias. Segun, Fredrickson et al. (2004) las bacterias
pueden sobrevivir en la mayoria de los ambientes, inclusive en estrés fisico-quimico
extremo. También se aislé6 un grupo pequefio de hongos filamentosos los cuales
tienen distribucion cosmopolita (Aguirre et al., 2013). La poca presencia de los
hongos se debe posiblemente a la época en que se obtuvieron los ailados fungicos
(mayo de 2013), en este mes el clima fue caluroso y con escases de lluvia (INEGI,
2013). Guzmén (1998a) indica que la diversidad fangica mexicana es mayor en los

bosques y menor en las zonas aridas.

En la evaluacion cualitativa de los microorganismos aislados y purificados, los
hongos filamentosos presentaron un mayor halo de hidrélisis de celulosa (anexo G),
los cual coincide con lo reportado por Gutierrez et al. (2015) quienes indican que los
hongos filamentosos son uno de los grupos mas activos y eficientes para degradar la
celulosa a traves de la expresion de celulasas. Es importante identificar a los
organismos que presentaron la mayor actividad celulolitica, se realizé la identificacion
morfolégica y molecular o que nos permitio identificarlos como: P. funiculosum, F.
verticillioides y C. cladosporioides. Jahangeer et al. (2005), confirman la capacidad
de degradar la celulosa de Fusarium sp. y Penicillium sp., los cuales aislaron de
tejido vegetal. También, Machado et al. (2010) y Maeda et al. (2010, 2013) trabajaron
con cepas de P. funiculosum e indican que tienen un gran potencial en la produccién
de celulasas. De la misma forma De Almeida et al. (2013) presentaron una cepa de
F. verticillioides aislada de semilla de maiz y la describen como buena productora de
EnG. Por otra parte Ji et al. (2014), investigaron la actividad enzimatica celulolitica de

C. cladosporioides Ch2-2 y determinaron que presenta actividad ExG.

En la produccion de celulasas, la fuente de carbono puede tener efectos represores o
inductores sobre la cantidad y calidad de las enzimas, reflejando su efecto sobre la
produccion de azucares reductores (Gupta et al., 2010). EI medio CMC fue el mejor

sustrato para la produccién de azlcares reductores (figura 18). EI CMC es un
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dereivado de la celulosa pretratada con alcali o acido para darle una estructura
amorfa, este tratamiento provee una estructura que permite un mayor acceso a las
celulasas, permitiendoles la liberacién de los azucares que lo conforman (Ortiz y
Uribe, 2011). Estos resultados fueron consistentes con lo reportado por Ramanathan
et al. (2010), quienes informan que CMC representa un importante papel en la

actividad celulolitica de F. oxysporum.

Los resultados obtenidos de la actividad EnG de F. verticillioides FG3 (figura 19), son
similares con los datos reportados por Dar et al. (2013), quienes analizaron el efecto
de diferentes fuentes de carbono (incluida la celulosa cristalina) sobre la produccion
de celulasas por F. oxysporum e informaron que la mejor actividad EnG se encontro
en CMC. Syed et al. (2013), presentaron al hongo Penicillium sp. NFCCI 2862
utilizando distintos sustratos y ellos reportaron la maxima actividad EnG de su
aislado a las 144 h utilizando celulosa cristalina, coincidiendo el resultado con P.
funiculosum FG1 en el mismo tiempo y misma fuente de carbono (figura 19). Una
tendencia similar ha sido reportada por Carvalho et al. (2014) quienes evaluaron tres
sustratos celuldsicos (Avicel, CMC y celobiosa) e investigaron su potencial como
fuentes de carbono para la produccion de celulasas por P. funiculosum, ellos
reportaron que Avicel promovié una mayor actividad EnG. Un estudio muy similar
realizaron Rao et al. (1988), donde evaluaron la induccién de la actividad EnG de P.
funiculosum con celobiosa, lactosa, Avicel y CMC. Ellos reportaron que CMC indujo
la actividad, pero Avicel fue el mejor inductor, lo cual coincide con nuestros
resultados de actividad EnG de P. funiculosum FG1. También, Santa et al. (2018),
reportan a Penicillium sp. LMIO1 con valores de 604 U/L para la actividad EnG,
similar al valor obtenido por P. funiculosum FG1, a partir de las primeras 72 horas de
cultivo (figura 19), pero ellos utilizaron CMC como fuente de carbono. Los
investigadores Abraha y Gashe (1992), observaron una gran cantidad de actividad
celulolitica en una especie de Cladosporium cuando el hongo fue cultivado en
agitacion con CMC, también reportaron una disminucién significativa de actividad
cuando cultivaron el hongo con Avicel como sustrato. La hidrolisis de la celulosa

cristalina por las celulasas es un paso critico y se espera que las ExG actlen sobre
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ella. P. funiculosum FG1 y C. cladosporioides FC1 presentaron la mayor actividad
EnG utilizando Avicel como fuente de carbono (figura 19). Zhang et al. (2018),
reportaron a la bacteria termofila Clostridium cellulosi CcCel9A, la cual despliega una
endoglucanasa multimodal, con un modulo de la familia 9 de glucoésido hidrolasa
(GH) con una hendidura abierta y cinco médulos de unién a carbohidratos (CBM) que

hidroliza la celulosa cristalina de manera procesiva.

Los resultados del andlisis de la actividad ExG utilizando CMC y Avicel como fuente
de carbono, nos indican que P. funiculosum FG1 mostré una mayor actividad en el
medio Avicel (figura 20), lo cual concuerda con lo reportado por Syed et al. (2013),
quienes evaluaron la actividad ExG de un aislado de Penicillium sp. utilizando
celulosa cristalina como sustrato. Otro caso similar es el de Faria et al. (2008), ellos
trabajaron con P. echinulatum y reportaron su mayor actividad ExG en celulosa
cristalina. Los resultados que se obtuvieron en la actividad ExG de P. funiculosum
FG1 (205.73 U/L) fueron superiores a los mostrados por Machado et al. (2010),
qguienes estudiaron a P. funiculosum y reportaron 170 U/L de actividad, utilizando

Avicel como sustrato.

La enzima BG generalmente es responsable de la regulaciéon del proceso celulolitico
y limita la velocidad en la hidrélisis enzimatica de la celulosa. La actividad EnG y ExG
frecuentemente son inhabilitadas por la celobiosa. La enzima BG no solo produce
glucosa a partir de celobiosa, también reduce la inhibicion de la celobiosa, lo que
permite la actividad mas eficiente de EnG y ExG (Harhangi et al., 2002; Kaur et al.,
2007). P. funiculosum FG1, C. cladosporioides FC2 y F. verticillioides FG3
presentaron la actividad BG, los dos primeros mostraron sus maximos valores en
Avicel como fuente de carbono, mientras que F. verticillioides FG3 lo presentd en el
sustrato CMC y exhibié el valor mas alto de actividad BG (663.78 U/L) (figura 21).
Este resultado, supera a lo reportado por Ramirez y Coha (2003) que trabajaron con
diez actinomicetos termofilos de Peru, utilizando CMC como fuente de carbono. En el
trabajo de Bai et al. (2013), se evalué la actividad BG en P. simplicissimum H-11 y

reportaron que al utilizar CMC como fuente de carbono el aislado no presenté
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actividad y al utilizar celulosa cristalina (1%) si se observé la actividad. Las
actividades enziméticas celuloliticas para cada cepa estudiada se presentan de una
forma muy particular. Gutiérrez et al. (2015) al investigar varias metodologias para
producir actividades celuloliticas, sistemas de activacién y represion de las mismas
actividades en distintos hongos filamentosos, indican que se puede presentar alta
variabilidad entre las actividades celuloliticas de microorganismos del mismo género
y especie, aun cuando son evaluadas en los mismos sustratos. Ellos indican que
puede deberse a diferencias entre las condiciones de ensayo que utiliza cada
investigador, al uso de preparados con diversos grados de pureza u obtenidos

usando diferentes protocolos de purificacion.

Con el objetivo de incrementar las actividades celuloliticas, se han realizado estudios
sobre el efecto del medio de cultivo en la produccion de celulasas, utilizando
diferentes combinaciones de macrominerales y microminerales, fuentes de nitrégeno
y fuentes de carbono econdémicas, incluidos bagazo de cafa de azucar (Maeda et al.,
2010), salvado de trigo, rastrojo de maiz (Gao et al., 2008) y paja de arroz
(Chiranjeevi et al.,, 2012). En ese contexto, una parte de este trabajo de tesis se
dedico al estudio del incremento de las actividades celuloliticas de P. funiculosum
FG1, el cual se selecciond sobre otros aislados, por presentar altas actividades EnG,
ExG y BG utilizando Avicel como fuente de carbono en medio mineral A (figuras19,
20 y 21). Buscando el incremento de las actividades celuloliticas del hongo antes
mencionado e implementando una fuente de carbono alternativa a las sintéticas
(CMC y Avicel) que se utilizan a nivel laboratorio, se utilizé la paja residual del cultivo
de moringa, mas la integracion de los medios minerales B y C. En el extracto
enzimatico producto de las fermentaciones antes mencionadas, se realiz6 la
evaluacion de las tres actividades celuloliticas, observandose un incremento
significativo en las actividades enzimaticas en los tratamientos que contenian el
medio mineral C utilizando las dos fuentes de carbono (figura 22), este medio a
diferencia del medio B y A contenia Peptona y Tween 80, este Ultimo compuesto es
ampliamente utilizado en formulaciones fungicas para mejorar la dispersion de las

esporas en el agua, ya que es un tensoactivo no ionico que disminuye la tensién
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superficial del agua favoreciendo la homogenizacién, puede inferir en el aumento de
la viabilidad de las esporas y en la esporulacion (Tequida et al., 2002; Morales y
Cazorla, 2017), y también favorece a un mayor contacto entre las estructuras del
hongo con la fuente de carbono. Ribeiro et al. (2012), estudiaron el perfil del
secretoma de P. echinulatum después de cultivarlo en bagazo de cafia de azucar sin
pretratar, en celulosa microcristalina y también en tres tipos de bagazo de cafia de
azucar pretratados. Sus resultados evidenciaron que el el bagazo de cafia de azlcar
sin pretratar, promovié la secrecién de un repertorio mas amplio de enzimas, lo que
se tradujo a una mayor actividad celulolitica, aun cuando la composicion de este
bagazo fue el mas heterogéneo y recalcitrante. Un comportamiento similar a lo antes
descrito, se ha observado en los extractos enzimaticos de P. funiculosum FG1 de

esta investigacion.

Al trabajar con la biomasa lignocelulosica y desear introducirla en un sistema
biotecnolégico de produccion de celulasas o de azucares reductores, es necesario
pretratar a la biomasa para obtener una estructura menos recalcitrante, la cual
permita a las enzimas celuloliticas accesar con mayor facilidad a la celulosa. Uno de
los pretratamientos mas utilizados es el que se realiza con acido sulfurico, este
hidroliza la hemicelulosa a xilosa y otros azlcares, también altera la estructura de la
lignina y en consecuencia aumenta la porosidad de la biomasa lignocelulésica
(Menon y Rao, 2012). Se ha utilizado el &cido sulfarico en el pretratamieto de
diversos residuos (arbol de oliva, paja de colza, pasto switchgrass, bagazo de cafay
cascarilla de arroz), las concentraciones del acido y sus consecuencias en la
produccion de glucosa llegan a diferentes resultados dependiendo del tipo de materia
prima y la cantidad de acido utilizado (Cara et al., 2008; Lu et al., 2009; Guo et al.,
2009). Sin embargo, si se utiliza el acido sulfarico en menores concentraciones y sin
incrementarle pasos adicionales al proceso de pretratamiento, se tendran mayores
beneficios tanto en el costo de produccion como en la disminucion de desechos.
Para conocer el impacto del tratamiento sobre el sustrato, se cuantificé también la
celulosa, hemicelulosa y lignina de moringa antes del pretratamiento y los resultados

obtenidos fueron muy similares a los reportados Cobas y Molina (2004), que
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reportaron que la madera de moringa contiene 53.4% de celulosa 'y 17.7% de lignina,
la diferencia que se observa en la lignina posiblemente se debié a que la muestra
que ellos utilizaron tenia més dias de cultivo. En esta investigacion se realizo el
pretratamiento de moringa con &cido sulfarico diluido y se observo que el tratamiento
mas efectivo en la hidrdlisis de hemicelulosa fue el tratamiento que contenia 2% del
acido (27% de reduccion) y al cuantificar la celulosa en este mismo tratamiento fue
donde se presentd la mayor cantidad de esta, sin embargo el mayor decremento de
lignina se obtuvo con el tratamiento del 3% de &cido (disminucién de un 41.40%)
(figura 23). Sharma et al. (2015), pretrataron paja de trigo con acido sulfarico al 2.5%
y reportaron valores de 67.5% en celulosa, 30.0% de lignina y 3.5% de hemicelulosa,
en sus resultados se observa una reduccion significativa de hemicelulosa mayor a la

obtenida en este trabajo al utilizar la dosis mas alta de acido.

Los resultados de la hidrolisis enzimatica de moringa sin pretratar y pretratada (acido
sulfurico 2%), utilizando estracto enzimatico concentrado por ultrafiltracion de P.
funiculosum FG1, mostraron que aun cuando el residuo de moringa pretratada
contenia un mayor porcentaje de celulosa, el extracto enzimatico actué sobre este
residuo con menor eficiencia para generar azucares reductores (figura 25). Contrario
a lo reportado por Salcedo et al. (2011), que evaluaron la hidrolisis enzimatica de
residuos del cultivo de la cafia de azucar (hojas y cogollos) sin pretratar y pretratados
utilizando celulasas comerciales; reportando que el residuo pretratado facilito el
ataque de las enzimas a la matriz lignocelulésica generando la mayor hidroélisis. Sin
embargo existen reportes como los de Sharma et al. (2015), quienes describen que
las celulasas de P. janthinellum EMS-UV-8 fueron mas efectivas cuando utilizaron
paja de trigo no tratado como fuente de carbono en comparacion a las generadas al
utilizar paja de trigo severamente pretratada y celulosa-ll. Ogunmolu et al. (2018)
examinaron exhaustivamente la dinamica del secretoma de una cepa de P.
funiculosum utilizando Avicel y Avicel combinado con salvado de trigo como
inductores de celulasas, ellos reportaron al hongo como hipercelulolitico cuando
utilizd Avicel y salvado de trigo [celobiohidrolasa | (GH7-CBML1), celobiohidrolasa Il
(GH6-CBM1), B-glucosidasa (GH3), arabinofuranosidasa (GH51) y [-xylosidasa
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(GH3)]. Ellos también presentaron como la maquinaria enzimatica del hongo
responde produciendo celulasas poliméricas en las dos fases; las iniciales actuan
para hidrolizar los sustratos compuestos en el entorno de cultivo y la segunda ola de
proteinas tienden a adaptarse mas al sustrato especifico en los medios de cultivo. El
el extracto enzimatico de P. funiculosum FG1 que se utiliz6 en este trabajo
posiblemente contiene las enzimas que Ogunmolu et al. (2018) reportaron, lo que
permiti6 al complejo enzimatico hidrolizar con mayor eficiencia la moringa sin

pretratar.
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9. CONCLUSIONES

* Se aislaron y purificaron cuarenta y dos microorganismos con actividad
celulolitica cualitativa de la biomasa aérea de M. oleifera. Del total de los
microorganismos aislados, las bacterias fueron las que predominaron, pero fueron
los hongos quienes mayor actividad celulolitica presentaron. De estos ultimos, se
seleccionaron las tres cepas con mayor actividad y se identificaron como hongos
filamentosos P. funiculosum FG1, F. verticillioides FG3 y C. cladosporioides FC2.

+* P. funiculosum FG1 y C. cladosporioides FC2 presentaron sus maximas
actividades celuloliticas (EnG, ExG y BG) en Avicel, siendo esta la fuente de carbono
la mas recalcitrante, evidenciando un potencial deseado en la industria de las
celulasas. Por el contrario, F. verticillioides FG3 utiliz6é CMC mostrando una
significativa actividad BG, que en un trabajo futuro se puede optimizar para

complementar los cocteles celuloliticos comerciales como los de T. reesei.

+* P. funiculosum FG1 y el residuo de este M. oleifera se proponen como una

alternativa en la industria de las celulasas.

+* Los pretratamientos con &cido sulfarico utilizados en los residuos de M.
oleifera permitieron alterar la estructura lignocelulésica, aumentando con ello la

biodisponibilidad de celulosa y disminuyendo tanto a la hemicelulosa como la lignina.

* El extracto enzimatico concentrado de P. funiculosum FG1 se utilizé sobre el
residuo del cultivo de M. oleifera. El resultado que se obtuvo indica que las enzimas
presentes en el extracto, hidrolizan con mayor facilidad y eficiencia la celulosa
presente en el residuo de moringa sin pretratar. Por otra parte, es necesario el
estudio de la arquitectura molecular y los mecanismos de regulacion involucrados en

la biosintesis de estas enzimas.
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11. ANEXOS
Anexo A

1. Medio Luria Bertani (LB) 1 L

LB20g

Agar 159

Agua destilada 1 L

En el caso de reactivacion de los aislados crioconservados se us6 el mismo medio

pero sin agar.

2. Medio Agar Papa Dextrosa (PDA) 1L
PDA 39 g
Agua destilada 1 L

Anexo B
1. Rojo Congo 1% (p/v)

En un vaso de precipitado se peso 1 g del indicador rojo Congo, se afiadio 100 mL
de agua destilada y se agitd hasta que el color se homogeniz6. Se aforé en un

matraz de 100 mL.

2. Solucion de NaCl 2 M
En un vaso de precipitado se adicion6 11.69 g de NaCl, 100 mL de agua destilada y

se agitd hasta que el NaCl se disolvio. Se aforé en un matraz de 100 mL.

Anexo C

1. Medio mineral A 1L

Fosfato de potasio K;HPO, 10g
Sulfato de magnesio MgS0O,7H,O 0.7 g
Cloruro de sodio NaCl 05¢g
Sulfato ferroso FeSO,4 7H,0 0.7¢9
Nitrato de amonio NH,NO; 0.3g
Sulfato de manganeso MnSO,7H,O 0.3 g
Agar 15¢g

Agua destilada 1 L

Fuente de carbono [Carboximetilcelulosa (CMC) 1% 6 Avicel 1% (p/v) o moringa 2%].
Para las fermentaciones se utilizé este medio sin agar y se llevé a pH 4 con acido

fosférico.
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2. Tween 80 (0.1 v/v)

Tween 80 0.1 mL
Agua destilada estéril 99.9 mL

NOTA: Todos los medios de cultivo se esterilizaron a una temperatura de 121 °C y
15 Lb por 20 min en una autoclave (Yamato modelo SK100C).

3. Buffer acetato de sodio 1.0 M pH 6.0
Se pes6 1 mol de CH3COONa (8.203 g) y se disolvié en 60 mL de agua destilada, se

ajusté el pH a 6.0 con HCI 1M. Se afor6 en matraz de 100 mL.

4. Buffer acetato de sodio 0.6 M pH 6.0

Buffer acetato de sodio 1.0 M

Férmula C1V1=C2V2. (1 M) (V1)= (0.6 M) (50 mL)
Despe:

V1=[(0.6 M) (50 mL)]/ (1 M)

V1= 30 mL buffer acetato de sodio 1 M

30 mL de buffer acetato de sodio 1M y se aforé en matraz 50 mL con agua destilada.

5. Salicina 10 mM en buffer acetato de sodio 1 M pH 6.0
0.01 M de salicina (2.8628 g), se disolvio en 30 mL de buffer acetato de sodio 1 M pH

6.0 y se aforé en matraz 50 mL con el mismo buffer.

Anexo D
Determinacion de azucares reductores por el método de acido 3,5- dinitrosalicilico
(DNS)
1. Reactivo de DNS

A 50 mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL, se adicion6 1.6 g

de hidroxido de sodio, se agitd en una plancha magnética a temperatura ambiente.
Posteriormente, se adiciond lentamente 43.8 g de tartrato de sodio y potasio hasta
gue se diluyd. Lentamente se adiciond 1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico. Se aforé en
un matraz balén 100 mL con agua destilada. Se coloc6 en un frasco ambar y se agit6é
durante 12 h.
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2. Preparacion de la solucidn stock de glucosa

Se prepar6 una solucion inicial de 50 mL 40 mM de glucosa. 0.04 M de glucosa
(0.36032 g) se disolvié en 30 mL de agua destilada y se aforé en matraz 50 mL con

agua destilada.

3. Curva de calibrado de glucosa

A partir de la solucion stock de glucosa 40 mM y por diluciéon con agua destilada, se
preparé una gama de soluciones del azlcar de distinta concentracion, tal y como se

indica en el siguiente cuadro.

Tubo Concentracion Agua destilada Glucosa 40 mM

(mM) (mL) (mL)
0 0 5.0 0.0
1 2 475 0.25
2 4 4.5 0.5
3 6 425 0.75
4 8 4.0 1.0
5 10 3.75 1.25
6 20 25 25
7 40 0.0 5.0

Las diluciones se realizaron en tubos de ensayo, una vez hechas las mezclas se
agitaron en vortex. De cada tubo se tomo6 0.1 mL y se transfirio a un tubo Eppendorf.
Se adicion6 1 mL del reactivo DNS, se incubo6 en bloque seco a 100 °C durante 10
min; se enfrio en hielo y se determind la absorbancia a 570 nm utilizando como

blanco la mezcla del tubo O.

Anexo E
1. Método estandar para la determinacion de solidos totales en la biomasa
(NREL/TP-510-42621) National Renewable Energy Laboratory (NREL)
Equipos

Estufa de secado por conveccion, con control de temperatura de 105+3 °C
Balanza de precision (0.1 mg)

Desecador con desecante

Charolas de aluminio

Procedimiento

1. Se secaron las charolas de aluminio a 105 °C durante cuatro horas.
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2. Se enfriaron las charolas en un desecador, se utilizaron guantes y pinzas para
manejar las charolas y pesarlas con precision de 0.1 mg. Se peso6 2 g (0.1 mg) de
paja residual de moringa. Se realiz6 por triplicado.

3. Se utilizé un blanco (una charola sin muestra). La diferencia en peso fue menor a
un 0.5% de error.

4. Se colocé la muestra en el horno a 105+3 °C durante cuatro horas.

5. Se sacé la muestra de la estufa y se dej6é enfriar en un desecador a temperatura
ambiente. Se peso la charola y la muestra. Se coloc6 la muestra y la charola en la
estufa hasta que se alcance el peso constante (0.1% de cambio en el porcentaje de
solidos totales después de una hora de recalentamiento).

6. Se saco la muestra de la estufa y se dejo enfriar en un desecador a temperatura
ambiente. Posteriormente se peso la charola que contiene la muestra y se anoto el

peso.

Calculos
% Solidos totales = [Peso de la muestra seca més el plato - peso del plato/Peso de muestra antes del secado] x 100

Se calcul6 también él % de humedad: % Humedad = 100 - % solidos totales

2. Determinacion de cenizas en biomasa (NREL/TP-510-42622)

Antes de este analisis se realizO el procedimiento “Preparacion de muestras de

analisis composicional de biomasa”. La moringa se sec6 a 105 °C segun el LAP 001,

antes del ensayo de cenizas.

Procedimiento.

1. Se utilizaron crisoles de porcelana marcados. Se determiné la tara de los crisoles,
introduciéndolos 4 h en la mufla a 575125 °C hasta peso constante. Se enfriaron en
un desecador y se pesaron con precision de 0.1 mg.

2. Se peso 2.0 g de moringa y se anoto el peso descontando la tara del crisol (P,).
Se metio el crisol en la mufla a 575 + 25 °C durante 6 horas.

3. Se apago la estufa y 6 h después se sacaron las muestras en un desecador y se

pesaron con precisién de 0.1 mg. Descontando el peso del crisol P».
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Calculos

Para muestra secadas a 105 °C: % cenizas = (P,/P1) x 100

3. Determinacion de extractivos en biomasa (NREL/TP-510-42619)

Procedimiento-Método Soxhlet.

La muestra fué de 2 a g de paja residual de moringa molida con tres replicas.

1. Se seco el dedal de extraccion del Soxhlet y el matraz de fondo redondo a 105 °C
hasta peso constante y se afiadieron las perlas de ebullicién al matraz, se etiquetd y
peso con precision de 0.1 mg.

2. Se peso el matraz de recogida de muestra, con una precision de 0.1 mg.

3. Se afnadio la muestra al dedal (2 g), procurando no llenar el dedal hasta el borde
(dejando aproximadamente 1 cm). La altura de la biomasa en el dedal no excedio la

altura del tubo sifon del Soxhlet.

Extractivos en agua

4. Se preparo el Soxhlet utilizando 190+5 mL de agua grado HPLC, se insert6 el
dedal y calenté a reflujo durante 8 horas. Periédicamente ajustd la velocidad de
calentamiento para se producir de 4 a 5 cambios de disolvente por hora.

5. Una vez finalizado el tiempo de extraccion, se dejo enfriar a temperatura ambiente.
6. Se realizé una posterior extraccion con etanol y se dejo el dedal en el extractor

Soxhlet, extrayendo el agua residual

Extractivos en etanol

7. Se afadd 190+5 mL de alcohol en un matraz de fondo redondo previamente
tarado y coloco en una temperatura adecuada para producir 6-10 cambios de alcohol
1h.

8. Se sometid a reflujo por 24 h.

9. Al terminar las 24 h de reflujo se dejo enfriar a temperatura ambiente.

10. Se retir6 el dedal y se lavé con aproximadamente 100 mL de alcohol. Se dejo

secar los solidos al aire.
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Separacion del disolvente de los extractivos

1. Se separ6d por destilacion utilizando un condensador, utilizando como base el
punto de ebullicion del alcohol. Una vez evaporado todo el disolvente, se coloco el
matraz en una estufa a 40 °C durante 24 horas. Se enfri6 a temperatura ambiente en

un desecador y se peso.

Calculos
1. El peso seco de la muestra se calculd, utilizando el dato del contenido en sdlidos:
Peso seco (PS)= (Peso dedal y muestra- peso dedal) x % de sdlidos totales
100
% de extractivos = Peso matraz de recogida mas residuo- peso del matraz x 100
PS

4. Determinacion de carbohidratos estructurales vy lignina en biomasa (NREL/TP-510-

42618)

Preparacion de la muestra

Antes de este andlisis se realizd el procedimiento “Preparacion de muestras de

analisis composicional de biomasa”.

Procedimiento

A) Preparacion de la muestra para el andlisis e hidrdlisis

1. Se pes6 0.3+0.01 g de la muestra libre de extractivos y se coloco en un tubo. Al
mismo tiempo se realiz6 la determinacion de sélidos totales, para medir con precision
el porcentaje de solidos para la correccién. Se realiz6 por triplicado.

2. Se afiadi6é 3.00+0.01 mL (4.92+ 0.01 g) de H,SO4 al 72%, y se agité con una varilla
de agitacion de teflon durante 1 min.

3. Se coloco el tubo en un bafio Maria a 30+1 °C por 60+ 5 min.

4. Se agit6é la muestra cada 5-10 min con la varilla de agitacién, sin sacar el tubo del
bafo, para asegurar una mezcla completa.

5. Una vez transcurridas la hora de hidrdlisis, se sacaron los tubos del bafio. Se

diluyé a 4% la concentracion de acido afiadiendo 84.0+0.04 mL de agua desionizada,
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utilizando una bureta. El peso total afiadido al tubo fue de 89.22 g (0.3 g de muestra,
4.92 g de H,SO4 al 72%, y 84.0 g de agua desionizada). Puesto que la densidad de
la solucion de 4% de acido es 1.0250g/mL, el volumen total de la solucion (Vf) es
87.0 mL.

6. Se coloco la taparrosca a cada uno de los tubos y se colocaron en la autoclave
durante 1 h a 121+3 °C.

7. Se dejo enfriar los tubos a temperatura ambiente antes de abrirlos.

B) Analisis de la muestra para lignina acido insoluble

1. Se prepar6 una serie de crisoles de fondo poroso (15 micras) y se calentaron a
575 °C durante 4 h. Se sacaron los crisoles de la mufla a un desecador. Se pesaron
hasta conseguir un peso constante después de enfriar.

2. Se filtraron las muestras utilizando los crisoles de porcelana con fondo poroso de
filtracion de porosidad media y se colecto el filtrado en un matraz.

3. Se transfirié una alicuota de aproximadamente 50 mL a una botella para muestra.
Esta muestra se utilizo para determinar la lignina soluble en acido. La lignina soluble
en acido se realiz6 en un periodo de no mas de 6 h desde la hidrdlisis.

4. Se utiliz6 agua desionizada para transferir todos los sélidos del tubo al dispositivo
de filtracion. Se lavaron los sdlidos en el filtro con un minimo de 50 mL de agua
desionizada caliente.

5. Se secaron los crisoles de filtracién y su contenido a 105 °C+3 °C durante 2 h
hasta peso constante.

6. Se enfriaron en un desecador y se anoto el peso del crisol (para utilizar en: lignina
acido insoluble, y cenizas acido insolubles).

7. Se colocaron los crisoles y su contenido en la mufla a 57525 °C durante 3 h, se
calento lentamente (10 °C/min) para evitar la aparicién de llamas.

8. Se sacaron los crisoles en un desecador y se pesaron con precision de 0.1 mg.

C) Andlisis de la muestra para lignina acido soluble
1. Utilizando el liquido de hidrdlisis obtenido en la etapa anterior, se medié la

absorbancia de la muestra en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 210
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nm. La muestra se diluyd para llevar la absorbancia en el intervalo de 0.7-1.0. Se
utilizé agua desionizada para diluir la muestra y para la muestra blanco. Se analiz6
cada muestra por triplicado.

3. Se alculdi el porcentaje en lignina soluble en &cido siguiendo los calculos
descritos.

Calculos
Calcular el peso de residuo insoluble en &cido (RIA) y lignina insoluble en acido (LIA)

de la siguiente manera:

% RIA = Peso del crisol + el residuo a 105 °C — peso crisol x 100

Peso de la muestra referida a Ps a 105 °C

% LAl = [(Peso del crisol + el residuo a 105 °C)—peso crisoll-{(peso crisol+cenizas) - peso crisol]-peso proteinas x100

Peso de la muestra referida a Ps a 105°C
Donde:
% LAl es el residuo acido insoluble, corregido con las cenizas [(peso crisol+cenizas)-
peso crisol] y el peso de las proteinas, donde: Peso proteinas es la cantidad de
proteinas en el residuo insoluble en acido, determinado segun el LAP: Determinacion

de proteinas en biomasa.

Calculo de la cantidad de lignina soluble en &acido (LAS) segun la formula:

% LAS = A x Volumen del filtrado x Dilucién x 100
€ X Peso seco muestra referido a Ps a 105 °C

Donde:

A= Absorbancia de la muestra a la correspondiente longitud de onda

Df = Factor de dilucion

€ = 25 Es el coeficiente de absortividad de la biomasa a longitud de onda especifica

para este tipo de biomasa

Calculo de la cantidad total de lignina como la suma de la lignina acido insoluble y el

acido soluble.
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Estadisticos del andlisis
Para calcular la diferencia de porcentaje relativa (RPD) entre dos muestras, se utilizo
el siguiente célculo:

RPD = x3-X2 x 100

Xmedia
Donde:
X1Y X2: son los valores medidos
x media: es la media de x1 y X2

5. Contenido porcentual de celulosa mediante el método de Kdrshner-Hoffer

Procedimiento

1. A 2 g del material libre de sustancias extraibles se le agregd 25 mL de acido
nitrico: etanol (1:4, v/v).

2. Se colocar¢ a reflujo en bafio Maria de agua durante una hora.

3. Enseguida se centrifugd durante 1 minuto y se decant6, se agreg6é nuevamente la
mezcla reactiva, repitiendo esta operacion tres veces.

3. Se agreg6 25 mL de KOH al 1% durante 30 min y se filtré.

4. El sélido resultante se sec6 hasta obtener masa constante.

6. Estimacion de contenidos de hemicelulosa totales

Procedimiento. Se sumaron el porcentaje de celulosa y el porcentaje de lignina en
muestra libre de extractivos, asi las hemicelulosas totales se estimaron por la

diferencia en 100%.

Anexo F
1. Medio mineral B para 1l L 2. Medio mineral C para 1 L
(Maeda et al., 2010) (Mandels y Weber, 1969)
KH,PO,4 209 KH2PO4 2049
CacCl,.2H,0 0.4 CaCl,.2H,0 0.3
MgSO,4.7H,0 0.3 MgS0O4.7H,0 0.3
FeS0,4.7H,0 0.005 (NH4)2S04 1.4
MnSO4.H,0 0.0016 FeSo0,4.7H,0 0.005
ZnS0,4.7H,0 0.0014 MnSO4.H,0O 0.0016
CoCl,.6H,0 0.002 ZnS0,4.7H,0 0.0014
Extracto de levadura 0.36 CoCl,.6H,0 0.002
Urea 0.97 Extracto de levadura 0.2
pH 5.0 Peptona 0.75
Urea 0.3
Tween 80 1mL pH 5.5
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Nota: La glucosa 4 g/L se utiliz6 como fuente de carbono en la preparacion del

inéculo.
Anexo G

1. ANDEVA del andlisis de los resultados de la actividad celulolitica cualitativa de los

microorganismos aislados de M. oleifera.

Tratamiento | 47 |  577.3547917
Error | 144 | 58.7450000
Total correcto | 191 |  636.0997917

12.2841445
0.4079514

F-valor

30.11

<.0001

2. Prueba de Duncan que indica la diferencia estadistica entre las medias de cada

microorganismo aislado y cual de ellos presenté mayor halo de degradacion de

celulosa. Medias con letras iguales significan que no son estadisticamente diferentes.

\ Duncan Agrupamiento Media N TM (Aislado)
A 8.1250 4 43 PDA3-1 Sta. Maria
TRES MEJORES AISLADOS B 6.5000 4 46 PDA2a -2 Culiacan
B 6.2500 4 44 PDAla-1 CIIDIR-SIN
CcC D 5.5000 4 41 LB1c-1 CIIDIR
CcC D 5.5000 4 30 LB1c-2 CIIDIR
CcC D 5.0000 4 45 PDA4-2 TETAMEC
E D 4.6250 4 48 PDA1b-1 CIIDIR-SIN
E F 3.7500 4 47 PDAl1c-1 CIIDIR-SIN
E F 3.7500 4 33 LB1d-4 CIIDIR-SIN
G F 3.6250 4 7 LB1-5 CIIDIR-SIN
G F H 3.3750 4 34 LB3b-1 Sta. Maria
G F H 3.3750 4 8 LB4-3 Tetameche
G F H 3.3750 4 35 LBl1c-3 CIIDIR-SIN
G F H 3.3750 4 6 LB4-4 Tetameche
G F H 3.3750 4 24  LB3b-4 Sta. Maria
G F H 3.3750 4 32 LB1d-3 CIIDIR-SIN
G | F H 3.2500 4 25 LB3b-5 Sta. Maria
G | F H 3.2500 4 40 LB1d-5 CIIDIR-SIN
J G I F H 3.1250 4 13 LB4-2 Tetameche
J G I FH K 2.8750 4 17 LB2-3b Culiacan
J G I F H K 2.8750 4 36 LB3b-2 Sta. Maria
J G I F H K 2.8750 4 12 LB4-6 Tetameche
J G I L H K 2.6250 4 27 LB1b-3 CIIDIR-SIN
J M I L H K 2.5000 4 31 LB1d-6 CIIDIR-SIN
J M I L H K 2.5000 4 29 LB1b-1 CIIDIR-SIN
J M I L H K 2.5000 4 16 LB4-5 Tetameche
J M I L H K 2.5000 4 15 LB4-1 Tetameche
J M I L H K 2.3750 4 42 PDA4-1 Tetameche
J M I L H K 2.3750 4 26 LB1b-2 CIIDIR-SIN
J M | L K 2.2500 4 11 LB3-3 Sta. Maria
J M | L K 2.2500 4 38 LB1d-1 CIIDIR-SIN
J M L N K 2.1250 4 23 LB3-6 Sta. Maria
J M L N K 2.1250 4 22 LB3b-3 Sta. Maria
MO L N K 2.0250 4 1 LB2-3a Culiacan
MO L N K 1.8750 4 37 LB1d-2 CIIDIR-SIN
P MO L N 1.6250 4 18 LBla-2 CIIDIR-SIN
P MO N 1.5000 4 5 LB3-2 Sta. Maria
P MO N 1.5000 4 2 LB2-4 Culiacan
P MO N 1.5000 4 19 1 R1a-1 CIDIR-SIN
P o N [ 1.1250 4 28 LB1b-4 CIDIR-SIN |
P (o] Q 1.0000 4 21 LB2-1 Culiacan
=] e} Q 1.0000 4 39 LB1c-4_ClDIR-SIN
P Q 0.7500 4 20 LB2-2b Culiacan
Q 0.0000 4 10 LB1-5-1 CIIDIR-SIN
Q 0.0000 4 9 LB2a-1 Culiacan
Q 0.0000 4 14 LB3-1 Sta. Maria
Q 0.0000 4 3 LB3-4 Sta. Maria
Q 0.0000 4 4 LB2-2a Culiacan

MUY BUENA ACTIVIDAD L] BUENA ACTIVIDAD [ REGULAR ACTIVIDAD
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Anexo H
Secuencias de pares de bases editadas de la region ITS de los aislados: H1=
PDAla-1 CIIDIR-SIN, H2= PDAS3-1 Fracc. Sta. Maria y H3= PDA2a-2 Culiacan.

SH1
ACCCTTGTCTACTCTACACGCGTAGTTGCTTTGGCGGGCCCACTGGGGCTCCCT
GGTCGCCGGGGGACACCCGTCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTTCGTG
AACCCTGATGAAGAAGGGCTGTCTGAGTACTATGAAAATTGTCAAAACTTTCAAC
AATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA

ATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCC
CTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACG

GCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCAAAAGGCAGCGGCGA
CGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGGGAAGGACC
TGCGGGGGTTGGTCACCACCACATTTTCCATTATGGTTGACCTCGGATCAGGTA

GGAGTTACCCGCTGAACTTATGCATATCATTAACCGGA

521 pb

>H2
AATTGTATGCCTGCAGGCAGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC
GCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAA
TAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATT
TCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGAGTCAAATCGCGTTCCCC
AAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTA
CTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCG
GAGGGGTAGGAATAACCCCTGAACTTAAGCATATCAATAACCGGAG

481 pb
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>H3
CGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGG
GATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGG
CGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCCTAACTTTGCAGTCTGAGTAA
ACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGC
GTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTAT
TCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
541 pb

Anexo |
Andlisis de varianza de los resultados de la produccion de azlcares reductores de
los microorganismos seleccionados, en CMC y Avicel como fuentes de carbono.

Cuadrado de la

FUENTE DF Tipo | SS media F-valor Pr>F
2 17.428916 8.714458 2.29 0.1069
1 5189.517207 5189.517207 1363.20 <0.0001
7 2546.541366 363.791624 95.56 <0.0001
2 3.193056 1.596528 0.42 0.6587
14 31.070634 2.219331 0.58 0.8724
7 1584.486963 226.355280 59.46 <0.0001
14 48.944665 3.496047 0.92 0.5422
Anexo J

ANDEVA de la actividad endoglucanasa de los microorganismos seleccionados, en
los medios de cultivo CMC vy Avicel.

Cuadrado de la

FUENTE DF Tipo | SS media F-valor Pr>F
2 608.954886 304.477443 240.44 <0.0001
1 274.332969 274.332969 216.64 <0.0001
7 2082.184407 297.454915 234.90 <0.0001
2 482.818554 241.409277 190.64 <0.0001
14 559.835226 39.988230 31.58 <0.0001
7 220.974399 31.567771 24.93 <0.0001
14 582.328710 41.594908 32.85 <0.0001
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Anexo K
ANDEVA de la actividad exoglucanasa de los microorganismos seleccionados, en los
medios de cultivo CMC y Avicel.

Hongo 2 1253.602026 626.801013 74.84 <0.0001
| Medio [ 909.927225 909.927225 108.64 <0.0001
7 2415.957327 345.136761 41.21 <0.0001
2 1192.517334 596.258667 71.19 <0.0001
14 2060.729478 147.194963 17.57 <0.0001
7 435.494223 62.213460 7.43 <0.0001

Inter. 14 1913.533722 136.680980 16.32 <0.0001
Hongo*medio*tiempo

Anexo L

ANDEVA de la actividad glucosidasa de los microorganismos seleccionados, en los
medios de cultivo CMC y Avicel.

Hongo 2 5022.10334 2511.05167  447.22 <0.0001
[ Medio I 16338.89828  16338.89828 2909.96 <0.0001
7 9386.01634 1340.85948  238.81 <0.0001
2 18460.65223  9230.32612  1643.92 <0.0001
14 2750.10962 196.43640 34.99 <0.0001
7 2500.24326 357.17761 63.61  <0.0001
Inter. 14 5656.54799 404.03914 71.96  <0.0001

Hongo*medio*tiempo

Anexo M
Azucares reductores generados en fermentacion sumergida, utlizando P.
funiculosum, dos fuente de carbono (moringa sin pretratar y Avicel) y tres medios

minerales distintos (A, By C).
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AA= medio Ay Avicel 1% AM= medio A y moringa sin pretratar 2%
BA= medio B y Avicel 1% BM= medio B y moringa sin pretratar 2%
CA= medio C y Avicel 1% CM= medio C y Moringa sin pretratar 2%

Medio A: Laboratorio Bioenergéticos (anexo C )
Medio B: Maeda et al., 2010 (anexo F )
Medio C: Mandels y Weber 1969  (anexo F)

Anexo N
Con el objetivo de encontrar las condiciones 6ptimas de pH y tiempo de incubacion
de la actividad EnG, ExG y BG de P. funiculosum FG1, se evaluaron las actividades
en las muestras que se tomaron a las 144 h de cultivo en los 6 tratamientos que se

indican en las siguientes gréficas.
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