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RESUMEN

El papel amate se ha producido durante mas de treinta afios utilizando sosa céustica para
el ablandamiento de las fibras de la corteza de jonote colorado (Trema micrantha). Esta
investigacion propone el uso de fermentos de frutas, como pulpa de café y pifia, para
sustituir parte del proceso de ablandamiento. El desarrollo de consorcios microbianos
puede, de alguna manera, ser responsable de este ablandamiento. Se colect6 pulpa de
café en los predios de Xolotla, Pahuatlan, Puebla, y la pifia se comprd en los mercados.
Las cortezas de jonote se obtuvieron directamente de los artesanos. Se prepararon los
fermentos y se introdujeron las fibras. Las fibras se mantuvieron por quince dias en esos
caldos y se tomaron muestras de los mismos a diferentes tiempos. Los resultados
sugieren gue los consorcios desarrollados no son degradadores de lignina ni de celulosa.
Las comparaciones entre las UFCs muestran que el tipo de fermento es la variable mas
importante en su desarrollo. Las caracteristicas histoquimicas sugieren que el fermento de
pulpa de café es menos agresivo con las paredes gelatinosas que el de pifia, y al
compararlo con fibras de papel elaborado con sosa, se observan grandes diferencias de
composicion quimica, principalmente en la pared gelatinosa. Cumplido el tiempo de
fermentacion, las cortezas se cocieron en ceniza. Las pruebas histoquimicas de esta fase
sugieren que el efecto del cocido no es significativo. Por otro lado, se obtuvieron
imagenes con MEB para comprobar presencia o ausencia de consorcios microbianos

asociados directamente a las paredes celulares.



ABSTRACT

The amate paper has been produced for more than thirty years using caustic soda for the
softening of fibers of the crust of the red jonote (Trema micrantha). This research proposes
the use of fruits ferments, such as coffee and pineapple’s pulp to replace part of the
softening process. The development of microbial process can be responsible for this
softening. Coffee’s pulp was collected in the towns of Xolotla, Pahuatlan, Puebla and the
pineapple was bought in the markets. The crusts of jonote were obtained directly from the
craftsmen. The ferments were prepared and were used with the fibers. The fibers stayed
fifteen days in the broths and samples were taken at different times. The results suggest
that the microorganisms in the ferments are not involved in the process to degrade lignin
or cellulous. The comparisons between the UFCs show that the type of ferment is the most
important variable in its development. Histochemistry’s characteristics suggest the coffee
pulp ferment is less aggressive to the gelatinous wall that the pineapple pulp, and that
there are many important differences between them and the fibers of paper made with
caustic soda, especially the chemical composition of the gelatinous wall. When the
fermentation is finished, the crusts were cooked in ashes. The histochemistry’s tests
suggest the effect of this process is weak. Images with SEM were obtained to verify the

presence or absence of microbial consortium associated directly to the cell walls.
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Efecto del proceso fermentativo de derivado de pifia y pulpa de papel en la fibra de jonote

(Trema micrantha)

INTRODUCCION

El papel se define como una hoja delgada que se hace con pasta de fibras vegetales.
Segun la Real Academia Espafiola, el origen etimoldgico deriva del latin “papyrus” el cual
se desarroll6 en Egipto en el afio 3000 a.C. con la planta papiro.

A través de la historia el papel es un bien cultural que se ha desarrollado de la mano de la
humanidad. Ha sido elaborado con innumerables materiales naturales vegetales,
principalmente de fibras de tallos de gramineas, como el arroz o el trigo. También se han

usado por siglos el cafiamo, el lino y el algodén.

Estas fibras tienen como caracteristica ser facilmente manejables y poseer poco o
nada del polimero endurecedor de paredes celulares como la lignina. El uso de la madera
como fuente de fibra se implement6 cuando se incrementaron los requerimientos del
papel en la civilizacibn moderna: la invencion de la imprenta, los libros y el proceso de
masificacion de la lectura asociada a la educaciéon de millones de personas. Para
abastecer el volumen de fibras para el papel demandado por estos servicios, se
implementaron tecnologias que permitieron usar a la madera de pinos y otras latifoliadas,
las que tienen fibras hasta de 1 cm de longitud. Este papel se conoce en la industria
papelera como papel Kraft, debido al proceso en el que se incorporan reactivos 4cidos y
basicos para descomponer o destruir el polimero lignina y liberar a la fibra que esta
formada basicamente por celulosa.

Este proceso deja a la nueva fibra completamente blanda. Ademas, dentro del
proceso se emplean compuestos organoclorados para aclarar la fibra y dejar una pasta
manipulable y blanca. Esta alternativa es absolutamente contaminante y ha dejado
secuelas desafortunadas e irreparables a nuestros ecosistemas, sobre todo a los bosques
de pino-encino de nuestro pais. Lo anterior ha empujado a los tecnélogos del papel a la

blasqueda, tanto de procesos no contaminadores, como de nuevas materias primas.



El biopulpeo es un proceso que ha comenzado a implementarse en la industria del
papel, sin embargo, so6lo para fases intermedias (Gonzalez Suarez, 2008). En este
proceso se han identificado, como los aspectos mas importantes, la determinacion de
microorganismos eficaces y selectivos, el modo de inoculacién en la madera y la forma de
hacer progresar la deslignificacion biolégica (Carbajo, 2004). Actualmente ha surgido la
inquietud por encontrar nuevas fuentes de abastecimiento de fibras. Tal es el caso de
McLaughlin (2000) quien mostro que el papel hecho con fibras de Hesperaloe funifera
(Agavaceas) tiene fibras excepcionalmente largas y delgadas, las cuales producen una

pulpa muy resistente para hacer papel.

Como se ha mencionado, el problema para la manufactura de papel es la
presencia de lignina en las paredes celulares de las fibras. La presencia de este polimero
reduce las posibilidades de encontrar materia prima adecuada que pueda procesarse de
manera sustentable, es decir, que la obtencién del producto final esté libre de sustancias
quimicas contaminantes para el ambiente y la salud de los papeleros. El caso que se
ocupa en esta investigacion se refiere a la artesania “papel amate”, que es elaborada con
corteza del arbol Trema micrantha (jonote colorado) y que se caracteriza por poseer
suficiente cantidad de lignina en las paredes de sus fibras, pero no para volverla muy dura
(Figura 1). Esta artesania originalmente se elaboraba con fibras de la corteza de algunas
higueras (Sahagun, 1969). Las fibras eran tan blandas que solo bastaba con remojarla en
los rios para suavizarla. Se lavaba y sobre una tabla de madera se extendian las fibras

blandas y blancas y se machacaban con piedras especiales (Quintanar et al., 2010).

Debido a la gran demanda que sufrié esta artesania por los afios setenta del siglo
pasado (Lopez, 2003), los arboles de higuera escasearon, si no es que se extinguieron.
Los papeleros del amate buscaron otras cortezas para sustituir a las tradicionales. Lo
anterior llevé al uso de la corteza del jonote, pero a la introduccién de la sosa caustica
como agente reactivo ablandador. Contaminadora por naturaleza, corrosiva, empleada
para eliminar sarro, destapar cafierias y remover desperdicios organicos e inorganicos
(metales, pinturas, etc.), la sosa caustica ha sido la compaifiia diaria durante los altimos 40
afios de los Unicos herederos de la tradicion papelera mesoamericana. Sus abuelos
fueron los inventores de los cddices en donde se escribié nuestra cultura. Ahora son

destruidos, en su salud, su entorno natural y en su tradicion. El papel amate actual, lejos



de ser una tradicion limpia, se ha convertido en una mercancia occidental, de produccion

semi-industrial, sucia y de impacto negativo en todos los sentidos (Figura 2).

En este trabajo se presenta un estudio biotecnoldgico, histoquimico y morfologico
de las fibras de la corteza de esta especie durante los procesos fermentativos de la pulpa
de café y de pifia. Los resultados estan dirigidos a comprender el impacto que tienen los
medios fermentativos propuestos, en comparacién con lo que le ocurre a las fibras

sometidas con sosa caustica.



ANTECEDENTES

El papel amate es una artesania que involucra dos rasgos artesanales importantes. El
primero es el soporte, elaborado en la Sierra Norte de Puebla, en la comunidad de San
Pablito, Pahuatlan, Puebla. El segundo consiste en las pinturas que elaboran sobre el

papel los artesanos del estado de Guerrero, México (Figura 3).

El proceso artesanal de elaboracion del papel amate, se ha modificado a través del
tiempo y de los usos y costumbres de la comunidad, pero sobre todo del mercado en el
cual se distribuyen y venden sus artesanias. Cabe mencionar que, debido a su calidad y
al valor agregado que tiene, se exporta a otros continentes, es decir, se ha modificado
hasta satisfacer otras necesidades y volimenes de produccion. Por esta razén, esta
artesania se puso en riesgo cuando a finales de la década de 1970 su demanda se
incrementd, trayendo consigo la sobre explotacién de las higueras, o sea, del arbol
tradicional. Por lo que, al disminuir la poblacién de los arboles que proporcionaban el
recurso, se introdujeron nuevas especies. Esta situacién también introdujo un material
dificil de ablandar, por lo que se comenzé el uso del hidréxido de sodio (NaOH), lo cual
dio lugar a la ventaja de la disminucién del tiempo requerido para el ablandamiento de las
fibras de la corteza. Sin embargo, el desconsiderado uso de este componente quimico ha
traido consigo mayores desventajas y perjuicios para la salud y el ambiente.

La sosa elimina los cementantes naturales de origen polifendlico y la lignina de las
paredes celulares en un lapso de tiempo muy corto, después se lava por horas hasta
“eliminarla” de la fibra, lo que nunca ocurre. Este quimico, ademas de los dafios ya
mencionados, ofrece un papel de baja calidad y, debido al proceso de elaboracién, el
papel amate empieza a dejar de considerarse como una artesania. Asi que mientras mas
pronto se tengan propuestas de elaboracion limpia, la comunidad, su artesania y su

tradicion tendran mayor oportunidad de seguir vigentes (Quintanar et al., 2009).

Debido a esto, en el presente estudio se pretende determinar los beneficios de la
fermentacion sumergida de pulpa de café y de pifia para el ablandamiento de la corteza
del jonote, aportando de esta manera un proceso bioldgico que permita nuevamente la

elaboracion completamente artesanal de dicho papel.



1.1. Papel

La pulpa y el papel se fabrican principalmente a partir de células vegetales. Estas son
unidades estructurales huecas, que consisten tipicamente en una pared celular rodeando
una cavidad, llamadas fibras (Figura 4). Las plantas o partes de plantas que se utilizan
para fabricar papel son aquéllas que contienen cantidades adecuadas de estas fibras. Las
maderas mas utilizadas para fabricacion de pulpas celulésicas son las coniferas, aunque
en los ultimos afios ha habido una expansion importante de latifoliadas (Figura 4A).
Estrictamente las coniferas no tienen fibras sino elementos celulares que se conocen
como traqueidas (Figura 4B). Estas células son mas delgadas de pared y con mayor

cavidad que las que presentan las latifoliadas (Figura 4C).

Una caracteristica importante para el uso de traqueidas o fibras es la cantidad de
celulosa y lignina que poseen. Dependiendo de esto ha sido el desarrollo de los
procedimientos mecanicos y quimicos. Estos han influido directamente para la
produccion de papel, la disponibilidad y rendimiento de la materia prima, el bajo costo y la
variedad en las propiedades de calidad de las fibras procedentes de las distintas especies
de madera. Aunque la madera suministra alrededor del 93% de los requerimientos
mundiales de fibras virgenes, las fuentes no maderables, especialmente el bagazo, pajas
de cereales y bambu, suministran el resto y, aproximadamente, un tercio de todos los

productos papeleros son reciclados como “fibras secundarias”.

Lo anterior sitia a los procesos tecnolégicos para deslignificar en sustanciales
para el desarrollo de esta industria. Estos procesos evidencian la necesidad del uso de
quimicos voraces que practicamente destruyen los componentes de las paredes celulares
de las fibras, meta sustancial para esta industria. Existen otros productos de papel que
provienen de fibras no maderables y que han sido esenciales en el desarrollo comunitario
o local. El uso de materiales vegetales, tales como la corteza interna de arboles, esta bien

representando en nuestro pais desde la época prehispanica.



1.2. Trema micrantha. Extraccion de fibra de jonote

El &rbol de jonote colorado (Trema micrantha) pertenece a la familia Cannabaceae. Este
arbol esta distribuido desde México hasta Brasil y el Caribe. En los cafetales se considera
de vital importancia pues ofrece sombra a las plantas de café. La altitud en la que se
encuentra va desde el nivel del mar hasta los 1500 msnm. Su madera se usa como lefia,
pero ademas ofrece buenas caracteristicas para el uso en el oficio de la carpinteria. Sin

embargo, el uso en esta Ultima es escaso.

1.3. Fibras vegetales

El material que ocupa este ensayo se refiere a la corteza interna de arboles, como
higueras, jonotes, brujo, cuerillo y xalamas. Actualmente estos arboles son desfundados
completamente de su corteza y limpiados de la cascara (Figura 5). Esta corteza interna
es el tejido responsable de suministrar a toda la planta los productos derivados de la
fotosintesis, desde el follaje hasta la raiz, por ello su paosicién en el arbol, siempre externa
a la madera. Este tejido se conoce como floema secundario y esta formado por células
especializadas en el transporte de carbohidratos y reforzado por un sistema mecéanico
muy elastico de fibras (Quintanar et al., 2004). Este sistema mecanico rara vez es mas
rigido que las fibras de la madera. Esto se debe a que la planta invierte mas energia en su
sistema central de conduccién de agua y minerales y el mecénico. Por ello, la proporcion

de madera (al centro) y floema (hacia afuera) esde 364 a 1.

El floema puede poseer fibras sin lignificacion, como ocurre con las que emplearon
los antiguos papeleros (Quintanar et al., aceptado 2010). Estas fibras solo se limpiaban en
los rios (Sahagun, 1969) y se dejaban por varias horas. El resultado era un
machacamiento muy facil y el resultado era un papel blanco y firme. El uso de nuevas
especies implic6 meter fibras con lignina. Estas fibras son mas rigidas, menos maleables
y, aunque se hidraten, es dificil conseguir las mismas propiedades que las de las especies
tradicionales. La lignina sélo se puede liberar o lavar empleando agentes corrosivos o

usando medios hidroliticos.



1.4. Pared celular y lignina

La palabra lignina proviene del término latino lignum, que significa madera, por lo que a
las plantas que contienen gran cantidad de lignina se las denomina lefiosas.
Generalmente, en la industria del papel, la parte aprovechable de los arboles, rica en
fibras, es la zona lefiosa 0 madera, que es la parte central del arbol. La pared celular de
las fibras que se emplea para hacer el papel generalmente esta formada por celulosa.
Este carbohidrato esta ensamblado glucosa-glucosa formando cadenas lineales. El primer
nivel de organizacién de este polimero se conoce como micela. Varias micelas conforman
una microfibrilla. Las microfibrillas de celulosa estan formando las paredes primarias de
todas las células vegetales. Algunas células como las fibras tienen la caracteristica, por su
funcién mecanica, de formar otra pared celular, esto es, la pared secundaria. La pared
secundaria estd formada por macrofibrillas que son un conjunto determinado de
microfibrillas organizadas dentro de esta nueva pared en tres zonas: S1, S2 y S3. Tanto la
S1 como la S3, tienen angulos microfibrilares (con respecto al eje de la fibra) de entre 30
y 45 grados. Los angulos microfibrilares de la S2 son mas bien paralelos al eje de las

fibras.

Las microfibrillas de celulosa estan estabilizadas por enlaces de hidrégeno intra e
intermoleculares y rodeadas por polisacaridos hemicelulésicos (manano y xilano) que se
unen a la celulosa por puentes de hidrogeno y enlaces covalentes, los cuales la hacen
extremadamente resistente a la hidrolisis quimica y biolégica. La pared celular ademas de
estar formada por el polimero celulosa, presenta también otro tipo de moléculas
conformadas por carbohidratos no celulosicos. Estos se conocen como hemicelulosas y
pectinas. Estos se arman dentro de las vesiculas del Aparato de Golgi, mientras que las
de celulosa se secretan hacia fuera de la membrana plasmatica de la célula viva en

crecimiento, y hacia dentro cuando se forma la pared secundaria.

La hemicelulosa y la pectina actian como fibrillas de polimero creando una estructura
rigida que consolida la pared de la célula de la planta. También forman los enlaces
covalentes que se cree estan implicados en la limitacion del crecimiento de la célula y la
reduccién de la biodegradabilidad de la pared celular. La lignina es un polimero que esta
formado por compuestos de tipo aromatico. Conforme se van secretando las paredes

primarias y secundarias, la lignina se va depositando entre las macrofibrillas de manera



amorfa, es decir, que va formando una matriz que contiene a las macrofibrillas. Hay dos
tipos de enlaces covalentes que se han identificado entre los polisacaridos y la lignina: los
puentes de &cido diferulico; el otro tipo es el enlace éster entre la lignina y el &cido

glucurénico unidos a moléculas de xilano. (Figura 6)

La ultraestructura y quimica de los enlaces de todos estos polimeros explican el porqué
de la dificultad de su separacion molecular. La cantidad depositada de lignina en la pared
de fibras depende de cada especie arborea. Lo anterior explica por qué las fibras de los

amates tradicionales contengan fibras mas bien celulésicas.

El polimero lignina es entonces un componente de la madera o xilema y del floema o
corteza interna. Est asociada a funciones que son esenciales para la vida de las plantas.
Por ejemplo, posee un importante papel en el transporte interno de agua, nutrientes y
metabolitos. Principalmente proporciona rigidez a la pared celular y actia como puente de
unién entre las células de la madera, creando un material que es notablemente resistente
a los impactos, compresiones y flexiones. Los tejidos lignificados resisten el ataque de los
microorganismos, impidiendo la penetracion de las enzimas destructivas dentro de la

pared celular.

1.4.1. Propiedades de la lignina
La lignina es un material con caracter hidrofébico y, como tal, su presencia dentro de la
industria papelera en las pastas inhibe la absorcion de agua, el hinchamiento de la fibra y
dificulta el refinado. Por otro lado, la lignina es termoplastica, lo cual ofrece una ventaja en
los procesos de obtencion de pastas de alto rendimiento. La elevacion de temperatura
ablanda la lignina, debilita los enlaces y facilita el proceso de desfibrado.

El pH Optimo para la actividad de las celulasas producidas por bacterias abarca un

amplio rango, el cual influye condiciones &cidas y alcalinas, como por ejemplo:

Microorganismo Respiracion pH éptimo
Bacillus subtilis Aerobias 5-7
Bacillus macerans Aerobias 6
Bacillus sp. Aerobias 9
Clostridium thermocellum Anaerobias 7

(Howard et al., 2003)



La lignina, por su origen, es un material biodegradable. Esta propiedad esta
vinculada con organismos capaces de hidrolizar sus estructuras moleculares para cambiar
sus propiedades, que permitan reintegrarse a los ciclos biologicos de los nutrimentos.
Dentro de estos ciclos bioldgicos, la lignina no es la Unica que se degrada, sino se
acompafia también de las moléculas de celulosa, hemicelulosas y pectinas. Dentro de los
factores que intervienen en la degradacion de las paredes celulares vegetales estan los
bidticos y abidticos. Los primeros pueden ser hongos y bacterias principalmente, y los
segundos, la temperatura, el pH, el contenido de humedad del sustrato y la humedad
relativa del ambiente. También la intensidad luminosa puede influir en el proceso de

deterioro.

1.4.2. Hongos degradadores de la lignina

En general se conoce que los hongos lignoliticos actllan sobre el material madera. Sin
embargo, poco o nada se tiene reportado sobre la corteza interna. El modo de actuacién
de los hongos degradadores de la madera y las rutas de degradaciéon de la lignocelulosa
siguen aun sin ser bien comprendidas. Un caso particular se puede encontrar en la
informacion, aparentemente contradictoria, existente referente a la funcion de los taninos
de las plantas. Se considera que los taninos y los polifenoles presentes en la corteza de
los arboles poseen propiedades antifungicas. No obstante, se ha observado en ocasiones
gue el crecimiento de los hongos y el resultado de experimentos de biopulpeo son mas
favorables cuando el hongo esta en contacto con la corteza del arbol o con algunos de

sus componentes (Villar, 2008).

Lo anterior puede ocurrir debido a que, a través del floema, la planta transporta
azucares derivados de la fotosintesis y otros productos del metabolismo primario disueltos
en sus elementos de tubo criboso, desde las hojas a otras regiones de la planta. Esto
hace que el floema sea un tejido rico en carbohidratos y accesible por su posicién en el
arbol a ser atacado. Por ello recurre a un sistema de proteccién conocido como peridermis

y rico en taninos, polifenoles y suber.

Los macromicetos, ascomicetos y basidiomicetos, son dos clases de hongos con
aparato vegetativo formado por células conocidas como hifas tabicadas o

anastomosadas, de gran capacidad reproductiva y con gran cantidad de enzimas



hidroliticas (Alexander, 1980). Su estrategia sexual reproductiva le permite conservar su
fase micelial en condiciones poikilohidricas que se desarrolla pronto al encontrar
cantidades adecuadas de contenido de humedad en el sustrato de degradacion. En este
micelio quedan en estado latente sus esporas conocidas como ascosporas o

basidiosporas.

Ambos grupos tienen una alta actividad sapréfita pues descomponen
principalmente la celulosa y la lignina de todo el cuerpo de la planta: raices, tallos, ramas,
hojas y frutos. Los basidiomicetos que descomponen la madera han sido clasificados en
dos grupos, los hongos de la podredumbre blanca y la café, de acuerdo con su capacidad
para degradar la lignina de compuestos de madera. Los hongos blancos son capaces de
degradar lignina, produciendo una zona coloreada alrededor del micelio en placas de agar
que contienen taninos u otros sustratos fendlicos. La coloracién es causada por fenol
oxidasas secretadas extracelularmente, mientras que los hongos cafés no pueden llevar a
cabo la degradacion de la lignina y por lo tanto no producen dicha coloracién. Sin
embargo, estos basidiomicetos son conocidos como responsables de numerosos
decaimientos de paredes celulares de la madera, ya que digieren componentes

celuloliticos sin remocion de lignina.

Entre los basidiomicetos que causan la podredumbre blanca de la madera, se
encuentran las especies con las caracteristicas mas adecuadas para ser utilizadas en
diferentes procesos biotecnoldgicos, incluidos los de biodescontaminacién. Los hongos
ligninoliticos mas eficaces se encuentran entre los basidiomicetos. Para ello, cuentan con
una bateria de enzimas extracelulares, oxidasas y peroxidasas, que contribuyen, en
determinadas condiciones, a despolimerizar la compleja estructura de la lignina para
posibilitar el ataque de los polisacaridos que constituyen una importante fuente de

energia.

La complejidad estructural de la lignina hace que estas enzimas se caractericen
por mecanismos de accidon no especificos que oxidan los anillos aromaticos que
constituyen dicho polimero. Las enzimas que participan en este proceso son: lignina
peroxidasa (LiP), peroxidasa dependiente de manganeso (MnP) y lacasa, una

fenoloxidasa que contiene principalmente cobre (Villar, 2008). Existen otras enzimas
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asociadas con las anteriores en la degradacion de lignina de una manera indirecta: glioxal

oxidasa y superoxido dismutasa que producen H,O,.

El basidiomiceto Pleurotus sp. es un hongo biotransformador de sustratos
lignocelulésicos. En los mecanismos ligninoliticos la enzima lacasa juega un papel
importante en la biodegradacion de compuestos fendlicos y aminas aromaticas. (Iketa,
2004). A pesar de que en la naturaleza la pudricion y fermentacion son procesos
bioldgicos inseparables de los ciclos de los elementos, la industria papelera no ha podido
separarse del uso de sustancias quimicas. La naturaleza nos muestra que cualquier
polimero de origen biolégico, es susceptible de degradacién. También nos muestra que
para ello estd inevitablemente separada de organismos y, por lo tanto, los tiempos que
tarda en reincorporar todos los nutrimentos al suelo son de cifras naturales, no
industriales. Por lo anterior, es un reto poder plantear que los conocimientos sobre los
procesos de fermentacion y pudricién naturales pueden ser una respuesta a necesidades

de la industria papelera.

Las fermentaciones que ocurren de frutos en las comunidades vegetales son muy
comunes y el caso de la pulpa de café toma relevancia, dadas las caracteristicas de este
producto. En el campo se observo que la pulpa de este fruto puede corroer metales en un
tiempo corto. Esto fue una propiedad que resaltdé dentro de la busqueda de una solucién
sustentable para ablandar las fibras de papel amate.

1.5. La pulpa de café

La cereza del café estd conformada por un exocarpo (piel), un mesocarpo externo (pulpa),
un mesocarpo interno (mucilago) y un endocarpo fibroso (pergamino) que rodea al grano
(Urbajena et al., 1997).

La industria cafetalera procesa grandes cantidades del fruto del café y se generan
elevados voliumenes de residuos agro-industriales tales como la pulpa de café (Ramirez-
Martinez et al., 2000). En México el proceso del fruto se realiza generalmente mediante el
llamado “Beneficio Himedo del Café”, donde se consumen grandes cantidades de agua y
casi el 80% del fruto se considera de poco o nulo valor econémico y, por consiguiente, es

considerado como un residuo.
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Cuando la pulpa de café se expone al aire, ya sea fresca o ensilada, cambia de un
color rojo a uno marrén oscuro. Este cambio de color se ha atribuido a reacciones de
empardamiento enzimatico causados por la oxidacion de los polifenoles o quinonas, las
que a su vez se combinan con aminoacidos libres y proteinas para dar complejos
moleculares de coloracién oscura. En un estudio realizado en la pulpa de café fresca, se
concluye que la poblacion microbiana presente en ésta, inmediatamente después de la
operacién de despulpado, esta constituida en su mayoria por levaduras. Sin embargo, el
namero de bacterias aumenta considerablemente cuando la pulpa es expuesta a la
intemperie para ser secada (Gaime-Perraud, 1993). Los residuos sélidos que se generan
contienen cantidades apreciables de lignina, celulosa, hemicelulosa, azlcares, sodio,
potasio, fésforo, entre otros, lo que hace que a la pulpa se le pueda dar diversos usos en

funcién de los fines propuestos por un determinado contexto social.

Los desechos producidos por el beneficiado del café se consideran potencialmente
contaminantes, ya que la pulpa contiene compuestos téxicos y antinutricionales tales
como la cafeina y los polifenoles (Pérez, 2008). En beneficios locales de bajos niveles de
produccion, con frecuencia la pulpa es dispuesta en grandes monticulos donde se deja
hasta su total descomposicién, sin obtener algun provecho de este subproducto, ademas
de que constituye una fuente importante de lixiviados. La pulpa representa el mayor
desecho producido durante el despulpado del fruto de café, proceso que separa el grano
del epicarpio (pulpa) y parte del mesocarpio o mucilago (Urbaneja et al., 1997).

1.5.1. Posibles usos

La composicion quimica de la pulpa de café hace posible su utilizacibn como materia
prima para la obtencion de diferentes productos, por ejemplo en alimento para animales
(Cabezas et al., 1978; Bressani y Braham, 1980). Se ha propuesto como fuente de
enzimas (Favela et al.,, 1989). Martinez-Carrera et al. (1989) lo han propuesto como
sustrato para la produccion de hongos comestibles y para la produccion de probidticos
(Tapia et al., 1989). Bertrand y Rapidel (1999) lo estudiaron para considerarlo como
abono organico, alimento para animales y combustible. También se ha utilizado en
algunos estudios como soporte en medio sélido para la obtencidn de enzimas de interés

comercial (Pandey et al., 2000).
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De las propuestas mas ambiciosas y sobre la cual aun se realizan estudios, es la
destoxificacion de la pulpa a fin de lograr un producto apto para consumo en animales

rumiantes y/o monogastricos (Barreto, 2001).

1.5.2. Composicion guimica y microbiolégica

La pulpa de café fresca contiene entre 80 y 85% de agua en peso y esta constituida
principalmente por hidratos de carbono, proteinas, compuestos fenolicos, cafeina,
materias grasas y minerales (Barreto, 2001). En la pulpa de café, la celulosa es el
principal constituyente de la fracciébn conocida como fibra cruda. Contiene carbohidratos,
entre los que se encuentran: celulosa 17.7%, sustancias pépticas 6.5%, azUcares
reductores 12.4% y no reductores 2% (Elias, 1978). La composicion quimica de la pulpa
de café varia de acuerdo a diferentes factores tales como la variedad del cultivo, la
composicion del suelo, la etapa de madurez del fruto, las practicas culturales y los

tratamientos aplicados (Barreto-Castro, 2001).

Gaime-Perraud (1993) encontré que la pulpa de café fermentada por Pleurotus
spp. presenta potencialidades para la produccion de enzimas ligninoliticas. En este
estudio se encontré que el sustrato tenia una gran carga de microorganismos, tales como
bacterias, levaduras y hongos. La densidad de estos microorganismos puede variar entre
105 y 108 microorganismos por gramo de materia seca, dependiendo de la variedad del

café, el orden geografico y el tipo de tratamiento aplicado a la cereza de café.

Los consorcios referidos en ese estudio se desarrollaron rapidamente gracias al
elevado contenido de humedad (80-85%). La accion incontrolada de los microorganismos
endogenos puede afectar su calidad nutricional, por ello fue importante lograr la rapida

estabilizacion del medio (Perraud-Gaime, 1993).

1.6. Fermento de pifia (tepache)

Moreno Terrazas (2005) ha brindado gran cantidad de datos referentes a las
caracteristicas microbiolégicas, bioquimicas y fisicoquimicas durante el proceso de

elaboracion y fermentacién del tepache. Es una bebida acida con bajo contenido

alcohdlico, donde pueden participar diversos grupos microbianos, entre los que resaltan
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las levaduras y las bacterias lacticas. Como parte del proceso de fermentacion se genera
una gran variedad de compuestos volatiles que dan sabor y aroma al tepache y que
hacen a la bebida un producto muy aromético, al parecer independientemente de la

cantidad de fruta que contenga.

Si la fermentacién de la pifia se prolonga demasiado tiempo, adquiere un sabor
agrio acre desagradable, debido a la formacion de acido acético. Y si se prolonga por mas
de dos semanas, se produce el vinagre de tibicos. Los tibicos, también conocidos como
microbiogelas, son macrocolonias muy estables de bacterias y levaduras asociadas
simbidticamente, dispuestos en dos capas de polisacaridos. En la capa interna se
acumula el CO, que se produce durante la fermentacion. Los tibicos se desarrollan en
sustratos azucarados o jugos de diversas frutas, y se considera que los constituyentes

microbianos varian segun el sustrato en el que se desarrollan.

Los tibicos estan constituidos por una matriz de polisacaridos, generalmente
dextranas, dispuestos en dos capas. En la externa se encuentran las bacterias y
levaduras, y en la interna, se presenta una estructura esponjosa debido a la acumulacion
de CO, producido durante la fermentacion. Son macrocolonias compuestas

principalmente por bacterias y levaduras en asociacion simbiética muy estable.

1.6.1. Caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas

Moreno (2005) hace referencia que dentro de las bacterias acéticas, de manera
predominante, se aislé al género Acetobacter con 21 aislados, y s6lo se obtuvieron dos de
Gluconobacter. Estas bacterias son consideradas como microorganismos que aparecen
en fermentaciones lactico-alcohdlicas o alcohdlicas avanzadas como signo de alteracion.
Otra explicacion de la coexistencia de las bacterias acéticas con los otros grupos
microbianos, es que durante la elaboracion del tepache se conserva parte de la fruta a lo
largo de varias fermentaciones, por lo que es factible que las bacterias acéticas
provenientes de la fruta puedan convivir con las bacterias lacticas, y con las levaduras en

el producto final en diferentes tiempos de fermentacion.

Tradicionalmente, los microorganismos han sido clasificados e identificados

principalmente por medio de criterios morfolégicos y fisioldgicos, como por ejemplo:
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e Forma de las células

e Modo de reproduccion

e Temperatura maxima de desarrollo

e Tolerancia a desarrollarse en diversos compuestos

e Aprovechamiento de diversas sustancias

Los métodos bioguimicos también ofrecen datos importantes para la caracterizacion,
aunque algunas veces son incorrectos. Un complemento a esta informacién morfo-
fisiol6gica puede confirmar la identidad de un microorganismo con métodos moleculares

de tipificacion genética.

Los é&cidos propanoico, buta, repta, octa, noa, deca, dodeca, tetradeca y
octadecanoico fueron detectados en todas las bebidas analizadas en el tepache. El
microorganismo que con mayor frecuencia se pudo aislar en este fermento fue
Sacaromyces cerevisiae, por lo que es probable que la formacion de estos compuestos en
el tepache pueda ser atribuida a esta levadura, aunque también es factible que hayan

intervenido otras especies de levaduras.

ASPECTO FISICOQUiMICO DE MUESTRAS CON %
60h DE FERMENTACION

Acido lactico 0.15 a 0.49
pH 3.22 a 3.66
Acido acético 0.21 a 0.04
Etanol 0.14 a 0.62
Proteina 0.018 a 0.28

Tabla comparativa de caracteristicas fisicoquimicas y de microorganismos (tomado de
Moreno, 2005).

Algunos ésteres de acidos grasos han sido detectados en la pifia y son de los
principales compuestos que le dan a este fruto un aroma afrutado caracteristico. En el
caso del tepache, los dos ésteres son derivados de acidos como el acético y el propiénico,
los cuales pudieron generarse como parte de la accion de las levaduras. Se ha visto que
la generacion de ésteres se da como consecuencia de cambios metabdlicos que generan

las levaduras en fermentaciones prolongadas como la del vino.
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De todos los grupos presentes en el fermento de la pifia, se puede observar que
ninguno de ellos es degradador lignocelulolitico. Por lo general, el tipo de microbiota que
actua en la descomposicion de aerdbica de la lignina, a temperaturas moderadas, incluye
una variedad de hongos superiores. La mayoria de estos hongos también utilizan la
celulosa. De la misma manera, hay bacterias aerobias capaces de llevar a cabo alguna

degradacion de la lignina (Alexander, 1980).
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2. OBJETIVOS

2.1. General

Elaborar un proceso biotecnologico durante la manufactura artesanal del papel amate,

que permita obtener fibras de jonote con caracteristicas que satisfagan a los artesanos.

2.2. Particulares

1. Determinar caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas generales de las
fermentaciones sumergidas de pulpa de café y de pifa.

2. Identificar, en términos generales, a los microorganismos presentes en la corteza
de jonote y en las fermentaciones sumergidas de pulpa de café y de pifia, a través de
morfologia colonial y al microscopio.

3. Evaluar el aporte biotecnoldgico del fermento al proceso de manufactura limpia.

4. Elaborar papel amate libre de hidréxido de sodio.

5. Participar en los talleres de “Transferencia de tecnologia limpia para la
elaboracion de papel amate” en la comunidad de San Pablito, Pahuatlan, Puebla,
impartidos por el Fondo Nacional para el Fomento de las Artesanias (FONART) durante
los meses de septiembre a diciembre de 2010.

3. HIPOTESIS
Las fermentaciones de pulpa de café y de pifia (tepache) favoreceran el ablandamiento de

la corteza, permitiendo, durante la elaboraciéon de papel amate, un proceso libre de

compuestos quimicos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Floema secundario del Jonote, Trema micrantha.

Los artesanos papeleros compran las tiras de corteza a los jonoteros, quienes son los
recolectores de la corteza y los responsables de suministrar este recurso a la comunidad
de San Pablito. Los jonoteros despellejan los arboles, y las tiras que obtienen las
disponen en paquetes y asi lo venden. Los artesanos los compran humedos, por lo que
tienen que desarmar los paquetes y dejar secar las tiras de corteza al sol. Después las

almacenan bajo techo. Alli pueden estar por meses.

Bajo estas condiciones de almacenamiento, se recogieron las tiras de corteza en
diversos talleres de la comunidad de San Pablito. Por otro lado, se recolectaron varios
kilogramos de ceniza procedente de las cocinas de los talleres. Con este material se

realizé esta investigacion.

4.2. Pulpade caféy de pifia

La pulpa de café utilizada se obtuvo del beneficio “Conde” localizado en la comunidad de
Xolotla, dentro del municipio de Pahuatlan, estado de Puebla, México. La pulpa
recolectada se obtuvo fresca, después de haber sido despulpado el grano del café. Se
empacé en botes de 60L con tapa semi-hermética para su traslado. La pifia se compré en

los mercados. Se lavd y se prepard en pequefias porciones, incluyendo la cascara.
4.3. Aguade San Pablito
El agua empleada para elaborar los fermentos se recolectd de los manantiales de Agua

de Machete (Figura 7). La seleccion del agua se hizo asi pues es la que los papeleros

Aafus utilizan. Este agua es rica en minerales (Quintanar et al., 2010).
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4.4, Elaboracion del fermento

La pulpa de café recolectada en los beneficios se lavé perfectamente para eliminar tierra y
basura. De esa pulpa se pesaron 4 Kg (peso himedo) y se dejaron dentro en un
recipiente con 8 L del agua obtenida. Del mismo modo, se pesaron 4 Kg de pifia lavada y
partida en trozos, incluyendo la cascara y se sumergieron en 8 L del agua recolectaba en

la region de San Pablito.

Durante 15 dias se mantuvieron ambas preparaciones, con eventual agitacion

manual, y se midieron diariamente el pH y la temperatura.

4.5. Preparacion de lafibra

Las tiras de jonote se lavaron para quitar basura, tierra y animales. Se pesaron 500 g y se
partieron en porciones de medio metro. Estas porciones se introdujeron en los fermentos

de pulpa de café y de pifia preparados 15 dias antes.

4.6. Pruebas de laboratorio

Esta fase consistié en realizar las pruebas microbioldgicas de los caldos fermentados en
diferentes lapsos del tiempo que durd la fermentacion total. De la misma manera, se
hicieron las pruebas histoquimicas y anatomicas de la corteza en los diferentes estadios

del proceso completo.

1. Ensayos microbioldgicos. Toma de muestra de caldos.
Consistieron en tomar muestras de los caldos fermentados preparados con 15 dias de
anticipacion. Para observar el incremento de las poblaciones microbioldgicas por tiempo y
por fermento (de pulpa de café y de pifia), la muestra de los caldos se tomé de la

siguiente manera:

1. Dia 0 del control. Caldo con corteza de jonote en agua.
Dia 16 solo del fermento. Primer dia del caldo con corteza de jonote.
3. Dia 23 del fermento. Esto corresponde a los 7 dias del caldo con corteza de

jonote.
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4. Dia 27 del fermento. Dia 11 del caldo con corteza de jonote.

5. Dia 30 del fermento. Dia 15 del caldo con corteza de jonote.

4.7. Medicién del pHy temperatura

Para todos los caldos fermentados (tratamientos y tiempo) se tomaron el pH y la
temperatura. Se empled un potenciometro Combo pH & EC, HANNA Instruments, modelo
HI98129. El aparato se calibré previamente con soluciones amortiguadoras a pH de 4.0 y
7.0 (Figura 8).

4.8. Preparacion de medios de cultivo e inoculacién

Los medios de cultivo se elaboraron de acuerdo al modo de preparacion de los productos
de Sigma-Aldrich; fueron de los de agar papa dextrosa PDA, agar azul de metileno y
eosina, EMB y agar de MRS, los cuales se emplean para favorecer el crecimiento de

hongos y levaduras, enterobacterias y lactobacilos, respectivamente.

El disefio experimental se planed para observar el efecto de la temperatura, el pH,
la disolucién del caldo y el tiempo del fermento con corteza en el crecimiento de las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los tratamientos consideraron tres diluciones
por caldo a partir del dia 16 de cada fermento, de acuerdo con la toma de muestra
sefialada en la seccién anterior. Con estos volimenes conocidos se inoculé cada caja de
Petri, conteniendo un medio de cultivo con dos repeticiones por disolucion, como se
muestra en la figura 9. Las diluciones de los caldos se prepararon en tubos con solucion
de NaOH al 1% para controlar la poblacion. Todas las cajas se metieron a incubar a 36 °C
de 24 a 48 horas.

4.9. Analisis microbioldgico

En las cajas de Petri se reconocieron las unidades formadoras de colonias (UFC). El
reconocimiento fue a dos niveles: el general, que consistid en contar todas las colonias
desarrolladas, y el especifico, que consistié en seleccionarlas de acuerdo con su tamafio,
forma y coloraciéon. Posteriormente, de cada colonia en particular se elaboré un frotis que

se tiid de acuerdo con el protocolo de Gram (Brock, 1993). A partir de aqui se
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reconocieron, a través de un andlisis de microscopia de luz, los tipos de organismos que

reaccionaron al Gram (+) y Gram (-) (Figura 10).

La cantidad de UFCs por dilucion se calculo de la siguiente manera:

UFC = No. de colonias / [(1/volumen inoculado) (1/dilucion)]

La identificacion microbiologica se realizd de acuerdo con Prado (comunicacion
personal, 2011) (Figura 11). Los caracteres morfolégicos de las levaduras se determinan
mediante su descripcibn microscopica. Su forma puede ser de esférica a ovoide,
alimonada, piriforme, cilindrica, triangular e incluso alargada. La mayoria se reproducen

asexualmente por gemacion polar; algunas otras por fision.

Con los datos obtenidos del numero de colonias de UFC se elaboraron las gréficas
del efecto de las variables estudiadas: tiempo (dias), tipo de medio de cultivo, pH,
temperatura y tipo de fermento. Asimismo, se hicieron pruebas de correlacion de Pearson
entre las variables, asi como analisis de varianza de una sola via y regresiones. El
objetivo de estos analisis fue el determinar si habia diferencias significativas entre
tratamientos, pH, fermentos y temperaturas, asi como para conocer en qué porcentaje
estaban relacionadas las variables fisicas o del medio con el crecimiento de las UFCs. Se
utilizé el programa estadistico Stata 7.0 (StataCorp 2001).

4.10. Histoquimica

En esta fase se hicieron pruebas comparativas de la corteza de jonote para vislumbrar las
condiciones de las paredes celulares de las fibras obtenidas de los experimentos de los
caldos. Se obtuvieron muestras de fibras del control en el dia cero y del ultimo dia (dia
30). Las fibras restantes que experimentaron las condiciones de los fermentos de pulpa
de café y de pifia del dia 30, se lavaron y se cocieron en ceniza. Esto se hizo para simular
una reaccién basica, pero no contaminante. Las fibras cocidas restantes se lavaron y se
machacaron para elaborar un papel. Se tomaron muestras de fibras de corteza del cocido
y del papel derivado de este proceso. Por otro lado, se tomaron muestras de papel

elaborado con sosa céaustica.
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Todas las muestras de fibras, desde el control hasta los dos tipos de papel, se
fijaron en FAA (Formaldehido Alcohol Acido acético 10%:50%:5% + 35% agua) por 48
horas. Se lavaron con agua destilada y se infiltraron en una solucion de polietilenglicol al
4% y se sometieron al vacio. Cada muestra se partié en dos porciones. De una porcién se
obtuvieron secciones transversales, y de la otra, tangenciales. Estas secciones se
elaboraron en un criéstato Leica Modelo CME 1349521x. A -20 °C y se montaron en

portaobjetos.

4.10.1. Tinciones histoquimicas

Las tinciones histoquimicas se realizaron de acuerdo con los protocolos de los siguientes

reactivos, basado en Krishnamurthy (1988) y Ruzin (1999):

4.10.1.1. Azul de Lacmoid (Cheadle et al., 1953)

Las secciones transversales y tangenciales de todas las muestras frescas se tifieron
directamente para contrastar la calosa de las placas cribosas. Estas se tifien de azul y el
resto de los componentes quimicos de las paredes celulares se tifien de color pardo claro.
Las placas cribosas son estructuras caracteristicas de los elementos de tubo criboso
(ETC) que son las células responsables de la conduccién de la savia elaborada. El estado
de estas placas indica si existe un impacto sobre el polisacarido calosa durante la
fermentacion, y el cocido para el caso del papel limpio y el impacto de la sosa caustica

para el caso del papel actual.

4.10.1.2. Azul de toluidina (O'Brien et al., 1964; Fischer, 1985)

Debido a que la lignina presenta enlaces dobles, es una molécula muy fuerte que absorbe
los rayos ultravioleta, por lo que puede distinguirse facilmente de otros componentes de la
pared celular que no absorben esos rayos. Los taninos son glucdsidos que contienen
polihidroxifenoles o sus derivados. Quimicamente, son compuestos incoloros, no
cristalinos, que pueden formar soluciones coloidales en agua. Por ello, muestran a la
lignina y a los taninos principalmente de color turquesa. La celulosa se tifie de azul
intenso cuando la lignina se presenta en cantidades bajas y las pectinas se revelan de

color lila. De acuerdo con Krishnamurthy (1988), la reaccién exacta de este método no se
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conoce, aungue es muy usado en tinciones diferenciales de paredes celulares gelatinosas
o en fibras para reacciones de madera. Las paredes gelatinosas con pectina se tifien de
guinda o morado, tincion que muestra que el colorante ha sulfatado y carboxilado a los

polisacaridos.

4.10.1.3. Acido tanico + cloruro férrico (Foster, 1934)

Los polifenoles son compuestos aromaticos con grupos hidroxilos ligados directamente a
los nucleos. Su clasificacion depende de la cantidad de grupos hidroxilos presentes, por lo
que la presencia de polifenoles puede identificarse a través del nimero de reacciones que
ocurren. Esto incluye el uso de cloruro férrico. Para identificar la presencia de polifenoles
en las fibras, se tifieron los cortes con acido tanico, después se les agrego6 cloruro férrico.
Los pectatos de calcio se deberan tefiir de negro o azul oscuro. Es una excelente tincion

para la lamina media, materiales pécticos y para las células de la pared primaria.

4.10.1.4. Lugol (Haridass y Suresh Kumar, 1985)

El lugol reacciona a la lignina de color amarillo, a la celulosa de color rojizo y los
almidones de color gris azulado. Esta tincion revela la lignificacion y estado del
metabolismo de las células de reserva. Generalmente el almidon se convierte en gomas

de origen polifendlico.

4.10.2. Andlisis de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Este andlisis se realiz6 para corroborar la presencia o ausencia de consorcios
microbianos en la superficie de las fibras. Para el estudio de las muestras de jonote en el
MEB, se seleccionaron para su observacion los estadios control, fermentados y hervidos.
Se obtuvieron porciones pequefias de las muestras seleccionadas, se fijaron en una
solucion de glutaraldehido al 5% en amortiguador de fosfatos a pH 7.3, se posfijaron en
tetradxido de osmio al 2% en amortiguador de fosfatos, y deshidrataron en alcoholes de
concentraciones crecientes desde el 30% hasta etanol absoluto, se procesaron en un
desecador de punto critico y se cubrieron con carbén y oro. Se tomaron imagenes a
diferentes amplificaciones mediante un Microscopio Electrénico de Barrido Marca Jeol
Modelo JSM-5900LV.
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5. RESULTADOS

5.1. Microbiologia general

En los cultivos en placas de agar es dificil diferenciar a nivel macroscopico las colonias de
levaduras de las colonias bacterianas. La mayoria de las colonias jovenes de levaduras
son humedas y algo mucosas; la mayoria de las colonias son blancuzcas, aunque
algunas tienen un color crema o rosado. Algunas estructuras pueden asociarse a ciertos
géneros o especies: levaduras, elementos miceliales (con o sin otras estructuras

asociadas).

Se determiné que las UFCs eran de manera general microorganismos tales como
bacterias y algunas enterobacterias, las cuales, en las cantidades que se encuentran
presentes dentro de los caldos, no son dafiinas para la salud. Con ayuda del microscopio
se observaron cadenas de lactobacilos y también algunas esporas; en la observacién
macroscoépica se pudo encontrar sin lugar a dudas la presencia de hongos filamentosos.
Con la identificaciébn general realizada de esta manera, se pudo encontrar que, de
acuerdo con la Figura 12A, las colonias que compitieron con mayor agresividad fueron las
identificadas como lactobacilos y, en segundo lugar, las enterobacterias, cuya densidad
de poblacion es notoriamente mayor que la de los hongos y levaduras. En la Figura 12B
se aprecia que el caldo de este fermento favorece sustancialmente al desarrollo de

hongos y levaduras.

De acuerdo con los analisis estadisticos de correlaciones, se observa que el pH de
los fermentos es significativamente diferente (p<0.05), y que la diferencia se explica en un
43%. Esto es, la materia que fermenta es cualitativamente distinta. La pifia mostré un pH
de 3.35 y la pulpa de café de 5.2. También se observé que el desarrollo de las UFC que

crecen en los diferentes tipos de fermentos presenta una diferencia significativa (p<0.05).
De acuerdo con los analisis de varianza de una sola via y las regresiones, se

aprecia que unicamente hubo relaciones significativas (p<0.05) entre las UFCs y el tipo de

fermento, y se relacionan en un 19%.
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5.2. Histoquimica

5.2.1. Fibras control

La corteza de jonote presenta fibras con dos tipos de paredes: una pared secundaria con
contenidos de lignina y una interna de tipo gelatinoso que contiene pectinas. También se
observa que presenta una gran densidad de elementos de tubo criboso (ETC), y células

de reserva de tipo parenquimatico (Figura 13).

La presencia de la lignina se corroboré con la tinciéon de azul toluidina y lugol. Las
paredes secundarias se tornaron de un turquesa medianamente intenso (++). La pared
gelatinosa mostr6 un contenido de pectinas abundante (+++), corroborado por la
metacromasia que permite el azul de toluidina, otorgando un color lila (Figura 14). Esta

estructura no tuvo reaccion con el lugol.

5.2.2. Fibras después de 15 dias de fermento

Las fibras estudiadas después de experimentar las condiciones de pH, temperatura y tipo
de fermento, a lo largo de 15 dias, mostraron los siguientes cambios: con la tincion azul
de Lacmoid se observa la presencia de calosa en las estructuras especializadas de los
elementos de tubo criboso (ETC). Estas estructuras presentan un estado conservado en
apariencia. Sin embargo, desde este momento se puede encontrar que el fermento de la
pifia es mas agresivo que el de la pulpa de café ya que, la pared interna se observa con
menos material gelatinoso y la cantidad de calosa presente es menor que la encontrada

en las fibras que estuvieron sumergidas con la fermentacion de la pulpa de café (Fig. 15).

Con la tincion con azul de toluidina se observa que en el fermento de pulpa de
café, las intensidades de la tincion muestran que la lignina de las paredes secundarias
reacciona en un nivel (++) y las pectinas de la pared gelatinosa (+++) (Fig. 16 Ay B) v,
son similares a los resultados del control en la misma reaccién. Sin embargo, en las fibras
sumergidas en el fermento de la pifia se observa que la lignina de las paredes
secundarias conserva su intensidad de reaccién (++) del mismo modo que en el control,
mientras que las pectinas de la pared gelatinosa disminuyen notablemente el colorido de
la reaccion (+). (Fig. 16 Cy D)
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En la reaccion con lugol se aprecia que ha habido un lavado de lignina (+), pues
cuando la celulosa estd sin lignina, tiene una reaccion rojo brillante. Las paredes
gelatinosas se han lavado (-). Asimismo se observa que no hay reconocimiento de

infeccion por microorganismos. (Figura 17).

En ninguna de las fibras sumergidas en los fermentos se aprecian colonias de

microorganismos, estructuras reproductoras o fases morfolégicas de hongos o levaduras.

5.2.3. Fibras hervidas

La coccidn con ceniza es la ultima fase del proceso, con la tincion de azul de Lacmoid se
aprecia que las calosas se remueven mejor dentro de las condiciones del fermento de
pifia (Fig. 18).

Por otro lado, con el azul de toluidina se observé que la lignina de las paredes de
las fibras sometidas al fermento de pulpa de café, se han lavado (+), y la pared gelatinosa
se ha conservado (+). En contraste con las fibras procedentes del fermento de la pifia, se
observa que la lignina se ha mantenido, aunque con poca presencia (+) y la pared
gelatinosa no reacciona (-) (Fig. 19).

Las tinciones con lugol mostraron que después de este proceso el intenso color
rojo en el caso de las fibras sumergidas en pulpa de café, sugiriendo que hay una
considerable disminucion de lignina (-). Sin embargo, con las fibras sumergidas en pifia
hay secciones en las que no se encuentra dicha coloracion. Por otro lado, en ambos
casos la pared gelatinosa ha sido lavada en su totalidad, en pulpa de café (--)y

en pifia (---). (Figura 20).

5.3. Microscopia Electronica de Barrido

Los resultados del analisis de esta fase muestran que no existe invasion o crecimiento de
microorganismos asociado a la estructura de las fibras o de las células que conforman el

tejido. La presencia de estos microorganismos hubiera sugerido digestién de lignina y

celulosa, y posiblemente hubiera repercutido en el estado morfolégico de las fibras (Fig.
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21 A, B, C). También permiti6 ver cémo las paredes de las fibras van abriendo su

entrecruzamiento con el proceso de coccion.

5.4. Experiencias adicionales a esta investigacién

Durante la estancia en la comunidad de San Pablito se tuvo la oportunidad de trabajar
directamente con los artesanos, realizando esfuerzos compartidos para interrelacionar sus
experiencias, costumbres y tradiciones con los conocimientos técnicos derivados de esta

investigacion, teniendo siempre un resultado favorable para ambas partes.

También se realizé una encuesta de satisfaccion que pretende aplicarse a los
artesanos en enero de 2012, para identificar su nivel de satisfaccion con el proceso en
general planteado en esta investigacion (Anexo |). El Fondo Nacional para el Fomento de
las Artesanias, en convenio con esta casa de estudios, a través del Laboratorio de
Anatomia y Tecnologia de la Madera y la Dra. Alejandra Quintanar Isaias, del plantel
Iztapalapa, ofreci6 talleres de Transferencia de la Tecnologia Limpia para la elaboracion
del papel amate, en la comunidad de San Pablito. Ademas, se realizd un folleto tipo cartel
con diagramas de flujo, en el cual se representaron los procedimientos propuestos,
entregandose a cada participante en el taller general (Anexo II).

Finalmente, se tuvo participacion en la implementacion o creaciéon de un “Proceso
limpio de ablandamiento de fibras de corteza de arbol para elaboracion de papel amate”,
en tramite de aceptacion de patente por el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial
(IMPI), otorgando todos los derechos patrimoniales a la Universidad Auténoma

Metropolitana.

27



6. DISCUSION

De acuerdo con Gaime-Perraud (1993), el sustrato de la pulpa de café es rico en cantidad
y variedad de microorganismos. De los resultados en esta investigacion se concluye que
al finalizar la fermentacién se encontr6 una mayor abundancia de lactobacilos; sin
embargo, no hay evidencia clara que esto haya influido en la degradacién de las fibras del
jonote. Por otro lado, segun lo reportado por Moreno (2005), dentro de los fermentos de la
pila se pueden encontrar mayoritariamente bacterias acéticas, las cuales influyen
directamente sobre el valor del pH del fermento, pero sugiere una vez mas que la

diversidad microbiana presente no influye sobre la destruccion fisica de las fibras.

Los resultados obtenidos, asi como la literatura citada y consultada, sugieren que
con la identificacion microbioldgica se muestra que los microorganismos que crecieron en
los diferentes fermentos y medios de cultivo son principalmente desmanteladores de
carbohidratos provenientes de azucares simples, lo que sugiere que su metabolismo no
estd asociado a la hidrélisis de celulosa y/o lignina. Esto, junto con los resultados
reflejados en el analisis estadistico, confirma que el tipo de producto a fermentar tendra
condiciones inherentes, los cuales podran influir en el desarrollo de los microorganismos,
independientemente de factores como la temperatura y la agitacion. Esto significa que
existen caracteristicas de los fermentos que no se aprecian en el disefio experimental o
gue faltdé otro tipo de ensayos que nos proporcionaran mayor informacién. Es decir, la
relacion entre el tipo de fermento, el valor de su nivel de acidez y el tipo de
microorganismos que se desarrollen, son parte del sistema. En este estudio, el tipo de
fermento y el valor del pH han sido los mas significativos para el objetivo principal de esta

investigacion.

Los resultados que se obtuvieron, con las reacciones histoquimicas, demostraron,
sin lugar a dudas, que la hipétesis propuesta al inicio de esta investigacion ha sido
correcta, es decir, conforme la fermentacion de las pulpas ocurria, las fibras se fueron
ablandando, permitiendo un mayor manejo de la fibra para la elaboracion de papel y

ofreciendo un proceso de elaboracién limpio.

Las imagenes obtenidas con la microscopia electrénica nos permitieron constatar

que en las fibras se mantienen ausentes microorganismos 0 cuerpos extrafios a su
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morfologia, a pesar de haber estado expuestas durante un tiempo prolongado en los
caldos de fermento. Ademas, la MEB nos permiti6 observar como las fibras van
expandiendo sus fibras entrecruzadas después del proceso de coccion, sugiriéndonos
que es posible que sea mayor el area de contacto con los caldos del fermento, cuando

previamente se ha realizado un proceso mecanico.
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7. CONCLUSIONES

Desde el punto de vista estructural, la fibra, célula larga, es el elemento mas util, el que
mas contribuye a la resistencia del papel. Una fibra larga puede tener mas puntos de
enlace con otras fibras y, por consiguiente, quedar mas fuertemente asida en la estructura
que una fibra corta. Esto era ya conocido desde la época prehispanica para la elaboracién

de lo que actualmente se conoce como papel amate.

Sin embargo, también es bien conocido en la industria papelera que se necesitan
componentes agresivos para la deslignificacion y para la eliminacion de gomas. Pero es
importante recalcar que en el objeto de estudio que nos atafie, la elaboracién no
corresponde a nivel industrial y que se tiene en juego la tradicion de la cultura fiafiu-otomi,
su salud y su ambiente. Por esta razon, se concluye con gran satisfaccién que es posible

realizar la elaboracion del papel amate actual sin el uso de la sosa caustica.

Los dos fermentos propuestos y utilizados ofrecieron resultados aceptables y libres
de desechos toxicos, ademéas el proceso puede llevarse en campo sin mayores
complicaciones. En definitiva, con las pruebas histoquimicas realizadas a los papeles
amate elaborados con el proceso limpio y con el proceso que incluye la sosa caustica, se
encuentran grandes diferencias en los tejidos de dichos papeles, lo cual enfatiza que el
proceso que incluye al quimico nunca la elimina, por mas lavados que se hagan, razon
por la cual un papel elaborado con esta técnica tendra un tiempo de vida mucho menor

que el papel elaborado con el proceso que en este trabajo se aplica.
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8. PERSPECTIVAS

Para estudios posteriores relacionados con los estudios microbiolégicos de los
caldos de fermentos, se recomienda la identificacion especifica de los
microorganismos presentes, a través del estudio de sus rutas metabdlicas, con lo
que se puedan encontrar las mejores condiciones de cultivo, asi como las
condiciones ambientales que permitan mantener al caldo fermentivo durante un

tiempo mas prolongado.

Es posible proponer el uso de otras frutas con caracteristicas similares a las
utilizadas en esta investigacion, preferentemente de las mismas que se tengan en
la regiébn de San Pablito, ofreciendo mayor diversidad, no limitando a los artesanos
por la temporada estacional o por la cercania con las zonas cafetaleras, y

ampliando la posibilidad de alternativas para una elaboracion siempre limpia.
Integrar procesos de destruccion mecénica sobre las cortezas nos ofrecerd una

menor resistencia, es decir, las partes del proceso (fermentacién y coccién con

ceniza), podran tomar menos tiempo, convirtiéendose en un proceso mas eficiente.
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ANEXO |
PROPUESTA DE ENCUESTA

La siguiente encuesta se elabor6 bajo la asesoria del Dr. Héctor Escalona del

Departamento de Biotecnologia, DCBS.

Esta encuesta se aplicara en enero de 2012.

Para las siguientes preguntas, favor de contestar:

1.

ok w0 DN

¢La fibra puede utilizarse para el papel con disefio?

Completamente de acuerdo
Parcialmente de acuerdo

Ni acuerdo ni en desacuerdo
Parcialmente en desacuerdo

Completamente en desacuerdo

¢, Cuantas personas hacen papel en su casa o taller?

¢, Cuanto dinero gasta al mes para la compra de sosa y lefia?

¢ Le parece méas econbmico el proceso de fermentacion?
¢ Es facil conseguir las frutas para preparar los fermentos?

¢, Se usa menos agua en el proceso limpio?

¢Le parece desagradable el olor de los fermentos?

Para las siguientes preguntas favor de contestar:

1.
2.
3.
4.
5.
¢ Qué tanto le satisface la textura del papel?
¢, Qué tanto le satisface el color del papel?

¢ Qué tanto le satisface el olor del papel?

Muy satisfecho
Medianamente satisfecho
Ligeramente satisfecho
Medianamente insatisfecho

Muy insatisfecho

¢, Qué tanto le satisface la calidad final del papel?
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ANEXO I

MANUAL PARA LA ELABORACION DE PAPEL AMATE
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ANEXO Il
OFICIO DE CONFORMIDAD DE LA SOLICITUD DE PATENTE

AT\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

México, D.F., a 22 de noviembre de 2011

Dr. Enrique A. Medellin Cabrera

Director de Enlace con Sectores Productivos
Rectoria General

Presente

Por este conducto manifiesto mi conformidad con la Descripcién, Reivindicaciones vy
Dibujos relacionados con la solicitud de patente denominada “PROCESO LIMPIO DE
ABLANDAMIENTO DE FIBRAS DE CORTEZA PARA ELABORACION DE PAPEL
AMATE", mismos que me hizo llegar personal del Area de Propiedad Industrial a su
cargo, via correo electronico, el dia 18 de noviembre del presente afio, los inventores son
en el mismo orden:

Paz Alejandra Quintanar Isaias
Maria Berenice Jarquin Pacheco
Sofia Gabriela Gutiérrez Pérez

P W Mo

Marco Antonio Jacobo Villa

Sin mas por el momento, reciba Ud. un cordial saludo.

Atentamente

“CASA ABIERTA AL TIEMPO”

Dra. Paz Alejandra Quintanar Isaias Re L-.L, \ju
Laboratorio de Anatomia y Tecnologia de la Madera 22 }\[ / 20 1
Area de Botanica Estructural y Sistematica Vegetal e / oy .
Departamento de Biologia i

Unidad lztapalapa 1

v

37



Figura 1. Jonote. A. Corteza externa. B. Corteza interna.

Zona de estudia
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Zacatan
Chignahuapen
h uosan TeEMn
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. Akichic
Cvienest
San_j,_Temehscan Gundahps_Vickork
Velean_La_MuincheR._Lara_G.
Videan_(staccibust
Pusbla  Amasoc
Vekean_Popocatepet! ’ a Seodar
Atixea
: Tecamachales
Eucar_de_Matamorca
Mstnaatian
Tebwaacan

Figura 2. Hoja de papel amate elaborada con jonote.

Figura 3. Mapa de la region de Pahuatlan, Puebla, México
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Figura 4. Tipos celulares. A. Madera de latifoliadas. B. Madera de Gimnospermas.
C. Floema secundario o corteza interna de latifoliadas.

Figura 5. Corteza interna almacenada.
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Micelios
Lémina media

Figura 6. Ultraestructura y composicion de la pared secundaria.

Figura 7. Muestreo del agua en el Manantial Agua de Machete.
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Figua 8. Calibrando cor'i.el‘ptenciém‘etr HANNA

> —

Preparar
diluciones: 103,
10% y 10° e

inocular por
duplicado en
cada medio de
cultivo.

Fermentos de
Pulpa de café y de
Piha, preparados
con 15 dias de

Tomar muestra durante
los dias 0, 7y 15

e Incubar a 36° C durante 48
hrs.

e Observar, clasificar y
contar microscopicamente
las UFC.

e Realizar frotis para cada
tipo seleccionado
Realizar tincion de Gram

e Observar al microscopio

Figura 9. Diagrama de flujo de metodologia del estudio microbiolégico.
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Figura 10. Frotis tefiidos con Gram. Microscopia de luz.

Figura 11. Cultivos de microorganismos.
A. Medio EMB. B. Medio PDA. C. Medio MRS.

UFC/mL vs. tiempo Fermento de UFC/mL vs. tiempo
Pulpa de Café .n
P Fermento de Pifia
500000 H PDA 1000000
- 400000 - - 800000 -
£ 300000 - EMB £ 600000 | @ PDA
g 200000 5 MRS E 400000 HEVMB
100000 - 200000 -
0 o B MRS
0 7 11 15 0 7 15
A tiempo (dias) R tiempo (dias)

Figura 12. Crecimiento de las UFCs vy el tipo de medio de cultivo.

A. Fermento de pulpa de café. B. Fermento de pifia.
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HIDRATACION CONTROL

ETC Fibra Radios Fibras  Cristales rafidios Fibras
Figura 13. Fibra jonote. Control (sin tincion). Seciones transversales y

longitudinales de las fibras. (40 X, 100 X).

Control
Azul de Toluidina

Figura 14. Fibras jonote. Control (Azul de Toluidina). A, C y D. Secciones
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transversales. B. Seccidn longitudinal-tangencial. La pared secundaria se tifie de

turquesa y la pared gelatinosa de lila.

Fermento con Lacmoid

EN PULPA DE CAFE

de café. Secciones transversales. C y D. En pifia. Seccion transversal y

longitudinal-tangencial.

Fermento con Azul de Toluidina

EN PULPA DE CAFE EN PINA

Figura 16. Fibras de jonote, 15 dias en fermento (Azul de Toluidina).

Secciones transversales. Ay B. Pulpa de café. C y D. En pifia.
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Fermento con Lugol

EN PULPA DE CAFE EN PINA

Figura 17. Fibras de jonote, 15 dias en fermento (Lugol). Secciones transversales.
Ay B. Pulpa de café. Cy D. En pifa.

Hervidas con Azul de Lacmoid

EN PULPA DE CAFE | EN PINA

&

Figura 18. Fibras de jonote, hervidas (Azul de Lacmoid). A y B. Pulpa de café.

Secciones longitudinal y transversal. C y D. En pifia. Secciones transversales.
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Hervidas con Azul de Toluidina

 EN PULPA DE CAFE | EN PINA

o

Figura 19. Fibras de jonote, hervidas (Azul de Toluidina). Ay B. Pulpa de café.
Secciones longitudinal y transversal. C y D. En pifia. Secciones transversales.

Hervidas con Lugol

EN PULPA DE CAFE

Figura 20. Fibras de jonote, hervidas (Lugol). Secciones transversales.
Ay B. Pulpa de café. C y D. En pifia.
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Microscopia Electronica de Barrido

Figura 21. Fibras de jonote, (Microsopia Electronica de Barrido, 1000 X). A. Fibras
control. B. Fibras en pulpa de café, sumergidas durante 15 dias en el fermento.
C. Fibra hervida con ceniza
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