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RESUMEN. La hidrdlisis enzimética (sacarificacion) de la celulosa por celulasas es uno de los principales pasos limitantes
para la conversién de biomasa lignoceluldsica a bioetanol. Esfuerzos de investigacion estan en proceso para identificar
nuevas celulasas y aplicarlas para la obtencién de bioetanol. El uso principal de las disoluciones procedentes de la hidrélisis
es como sustrato fermentable para obtener alcoholes, mediante los microorganismos adecuados. El insecto Ptichopus
angulatus (Leach, 1815) es un coledptero saproxil6fago por excelencia, que vive y se nutre de los troncos de arboles que
han alcanzado un estado medio de descomposicion, esto determina una alta actividad celulésica dentro de la microbiota de
estos Pasalidos. Se distribuyen desde el nivel del mar hasta los 3.000 m de altitud. En este estudio se evalla la existencia de
actividad celulolitica por microorganismos extraidos del intestino de P. angulatus. Para ello se realizaron pruebas con papel
Whatman No.1, colocados en incubadora a 37 °C a 100 rpm durante dos semanas; en medio de sal basal para la seleccién
de microorganismos capaces de utilizar la celulosa como Unica fuente de carbono. Posteriormente se tomaron muestras de
los tubos donde se observd actividad degradadora y se inocularon en cajas Petri con medio CMC y Congo Red durante siete
dias a 30 °C. Después de seis dias se notaron halos alrededor de las colonias, lo que demuestra un resultado positivo a la
existencia de microorganismos celuloliticos dentro del intestino de Ptichopus angulatus.
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Isolation of cellulolytic microorganisms from the gut of Ptichopus angulatus Leach, 1815
(Coleoptera: Passalidae) with application potential on biofuels

ABSTRACT. The enzymatic hydrolysis (saccharification) of cellulose by cellulases is one of the main limiting steps for
the conversion of lignocellulosic biomass to bioethanol. Research efforts are underway to identify new cellulases and apply
them to obtain bioethanol. The main use of the solutions coming from the hydrolysis is as a fermentable substrate to obtain
alcohols, by means of the suitable microorganisms. The insect Ptichopus angulatus is a saproxylophagous coleopter par
excellence, lives and feeds on the trunks of trees that have reached a state of decomposition, this determines a high cellulose
activity within the microbiota of these Pasalidos. They are distributed from sea level to the 3 000 m of altitude. In this study,
the existence of cellulolytic activity by microorganisms extracted from the gut of P. angulatus is evaluated. To do this, tests
were carried out with Whatman No.1 paper, placed in an incubator at 37 ° C at 100 rpm for two weeks, in the basal salt
media for the selection of microorganisms capable of utilizing cellulose as sole source of carbon. Subsequently, samples
were taken from the tubes where degrading activity was observed and inoculated in Petri dishes with CMC & Congo Red
media for seven days at 30°C. After six days halos were noted around the colonies, which shows a positive result to the
existence of cellulolytic microorganisms within gut of Ptichopus angulatus.

Key words: Carboxymethyl cellulose, cellulolytic, biofuels, saccharification, saproxylophage.

INTRODUCCION

En el ultimo siglo los humanos casi han cuadruplicado su poblacion, del afio 1900 al 2000 hubo
un incremento de 1,600 millones a 6,100 millones de habitantes, asi mismo se estima que para el
afio 2030 el consumo energético per capital incrementara 35 % en comparacion al afio 2010
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(Awad, 2011). Aunado a esto, el uso de combustibles fosiles es una de las principales causas del
cambio climatico, de acuerdo con la Agencia Internacional de Energia (IEA) durante el afio 2011,
las emisiones de CO? a la atmosfera, originadas por la combustion de estos combustibles
alcanzaron las 31,342 toneladas.

Ante este escenario, la mayoria de los gobiernos han emprendido la busqueda de nuevas fuentes
de energia, que sean renovables y menos contaminantes. En México se ha establecido como
objetivo que para el afio 2024 el 35 % de la energia debe provenir de fuentes limpias y para el afio
2050 se debe alcanzar la meta del 50 %. En este sentido, la celulosa y la hemicelulosa ocupan un
importante lugar, debido a que es la biomasa méas abundante del planeta, pudiendo satisfacer la
demanda de energéticos, a bajos costos economicos y ambientales (Huang et al., 2012).

Para convertir la biomasa lignoceluldsica a bioetanol, es necesario realizar un proceso de
hidrolisis seguido de una fermentacion, sin embargo, procesos de hidrélisis basados en acido, dejan
restos de Sulfato de Calcio (CaSOa), causando efectos negativos al ambiente. Otra opcion para la
produccion de bioetanol son los procesos termoquimicos, que no generan gran cantidad de
contaminantes, pero son poco rentables. En la actualidad se han desarrollado técnicas
ambientalmente racionales y a costos viables, tal es el caso de la hidrélisis enzimatica, en la cual
la conversion de celulosa, eficiencia de fermentacion y recuperacion, asi como el costo dependen
fuertemente de la eficiencia de los microorganismos empleados (Huang et al., 2012).

Diversos insectos que se alimentan de madera, se ven beneficiados por la simbiosis con

microorganismos degradadores de celulosa, que son sustratos lignoceluldsicos que facilitan la
degradacién de la celulosa a glucosa. Este es el caso de los escarabajos de la familia Passalidae,
los cuales se alimentan de madera podrida humeda, que poseen dentro del tracto digestivo
posterior, acidos grasos producidos por la fermentacién microbiana, donde organismos simbidticos
aminoliticos y celuloliticos favorecen el bolo alimenticio (Reyes-Castillo, 2015). Hasta la fecha
no se ha comprobado que dentro de los intestinos de larvas y adultos de pasélidos exista la
presencia de microorganismos capaces de degradar la celulosa (Reyes-Castillo, 1984).
Este grupo de escarabajos estd compuesto por cerca de 1000 especies, con la mayor diversidad en
los tropicos (Boucher, 2005), el habitat de estos escarabajos es dentro de troncos de diversas
especies maderables, en un sistema familiar de taneles donde se pueden encontrar todos los
estadios: huevos, larvas, prepupas y pupas. Los padres adultos, adultos tenerales, colaboran
asistiendo a las prepupas en la reparacion de la camara pupal (Reyes- Castillo, 1984; Valenzuela,
1993; Schuster y Schuster 1997).

Este trabajo tuvo como objetivo principal comprobar la presencia de microorganismos
degradadores de material lignocelul6sico dentro del intestino de Ptichopus angulatus, con el
proposito de aportar informacion en pasalidos y sus microorganismos asociados a la degradacién
de aztcares como la celulosa lo que conlleva a su posible uso en la produccion de bioetanol.

MATERIALES Y METODO

Area de estudio. La colecta de P. angulatus se realizo en la region de Zacapoaxtla, Puebla,
Meéxico. (19°99° 47.46” N 97° 34" 17.61” O, 2135 msnm) localizada en la zona de transicion entre
el bosque templado de la Sierra Norte y los calidos del declive del Golfo. Su clima es templado
subhimedo, con una temperatura media anual de 16.1 °C y un promedio de precipitacion anual de
1467 mm.

Obtencidn de los escarabajos. La colecta se hizo durante la época de lluvias de la zona
(verano) realizando un esfuerzo de muestreo, cuya técnica es utilizada en la colecta de organismos.
Se seleccionaron troncos en descomposicion, que fueron cortados para la extraccion de los
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escarabajos. Posteriormente los ejemplares fueron colocados dentro de frascos herméticos para ser
trasladados al laboratorio del Instituto Tecnoldgico Superior de Zacapoaxtla.

Pruebas de actividad celulolitica en papel Whatman. A seis ejemplares se les extrajeron los
intestinos haciéndoles un corte transversal en el pronoto y un corte longitudinal de los intestinos
de caeca a caeca (lugar en donde se lleva a cabo la actividad microbiana y fermentativa) (Reyes-
Castillo, 1984). Los intestinos fueron macerados y colocados en tubos de 15 ml, previamente
esterilizados, se prepar6 un medio de sal basal de acuerdo a Gupta et al., 2012, ver cuadro 1. Los
tubos contenian papel filtro (papel Whatman no.1 con dimensiones de 1 x 6 cm), se realizaron 3
disoluciones seriadas de cada intestino y un control. Fueron colocados en una incubadora a 37 °C
con una agitacion de 100 rpm para el aislamiento de microorganismos celuloliticos. Las muestras
se mantuvieron durante dos semanas en temperatura controlada.

Pruebas de actividad celulolitica en CMC. Los microorganismos capaces de utilizar la
celulosa como Unica fuente de carbono se aislaron de los tubos que contenian medio de solucién
salina basal en medios de agar de celulosa (ver cuadro 2) con un pH 7.

Cuadro 1. Composicién del medio de sal basal Cuadro 2. Composicion del medio agar de celulosa
Compuesto gr/litro Compuesto Cantidad
Cloruro de Sodio 0.2gr Celulosa 29r

Nitrato de Sodio 2.5¢r Agar 15 gr
Fosfato monopotéasico 29r Fosfato monopotasico 0.5¢r
Sulfato de Magnesio 0.2 gr Sulfato de Magnesio 0.25 gr
Cloruro de Calcio 0.1gr Agua destilada 1 litro

10 ml de solucion salina al 0.9%

Para la confirmacion de que los aislamientos anteriores degradan la celulosa se tomaron
alicuotas con la ayuda de un asa bacterioldgica y se realizaron estriados en el medio de cultivo
carboximetil-celulosa (CMC) y Congo Red Test, formulados como se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Composicién del medio CMC y Rojo Congo

Compuesto Cantidad
Carboximetil-celulosa 4.5gr
NaNo3 0.9¢r
Fosfato monopotéasico 0.5¢r
Cloruro de potasio 09gr
Sulfato de Magnesio 0.25gr
Extracto de levadura 0.45 gr
Agar 15 gr
Congo Red 0.2gr
Agua destilada 1 litro

Estas cajas sembradas se llevaron a la incubadora Thermo Scientific a 30 °C durante siete dias.
De acuerdo a Gupta et al., 2012 el uso de Congo Red en estudios como este, funciona como
indicador de la degradacion de la celulosa en el medio CMC, es una prueba de deteccidn rapida 'y
sensible para microorganismos celuloliticos. Asi las colonias en el medio que mostraron
decoloracién de Congo-Red se tomaron como colonias de degradacién de celulosa positivas ver
fig. 1. Se realiz6 un recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), se tomaron las cajas
Petri con un total de entre 30 y 300 colonias ya que este numero es estadisticamente representativo
(Camacho, 2009) de acuerdo a la siguiente formula:
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UFC/ml = No.de colonias por placa X factor de dilucion
ml de la muestra sembrada

RESULTADOS Y DISCUSION

En los tratamientos con medio de sal basal se observo un macerado parcial del papel Whatman
No. 1 (ver fig. 1). Nuestros resultados son similares al trabajo realizado por Book et al., (2014) en
donde se aislaron cepas de Streptomyces asociadas con insectos herbivoros como Sirex noctilio,
Dendroctonus frontalis y Dendroctonus ponderosae utilizando este método de identificacion de
degradacién de celulosa.

Figura 1 Se muestra la degradacién de papel filtro en medio de sal basal que contenia intestinos macerados. C es el
control para este paso experimental que no mostrd degradacion del papel filtro.

De los microorganismos aislados en el medio agar de celulosa que tuvo la funcién de filtro para
que solo crecieran microorganismos que utilizan Gnicamente la celulosa como fuente de carbono
se tomaron pequefias alicuotas las cuales fueron sembradas en CMC y Congo Red, las colonias
que crecieron en este medio mostraron decoloracion del Congo Red en el agar (ver fig. 2).

Fig. 2 Zonas en las placas de carboximetilcelulosa y Congo red en donde se muestran halos alrededor de las
colonias. La formacion de estos halos confirma la capacidad de los microorganismos de degradar celulosa.

Los microorganismos con actividad celulolitica fueron abundantes (2.5 + 0.13 x 10* UFC/ml).
Estos resultados son similares a los del insecto Holotrichia parallela reportados por Huang et al.,
2012,
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CONCLUSION

Este estudio demuestra que el insecto P. angulatus tiene poblaciones de microorganismos
celuloliticos dentro de su intestino, los cuales juegan un papel importante en la degradacion de
troncos en descomposicion de los cuales se alimenta. Al demostrar que este insecto contiene
microorganismos celuloliticos se informa que el intestino de P. angulatus tiene un gran potencial
para ser una fuente de nuevos microorganismos celuloliticos datiles para la produccion de
biocombustibles. Nuestro futuro trabajo de investigacion serd la identificacion de los
microorganismos aislados en este estudio y la evaluacion de su porcentaje de degradacion.
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