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RESUMEN

TITULO: BIOSiNTESIS DE ENZIMAS CELULQLiTICAS A PARTIR DE ACTINOMICETOS
OXIGENICOS AUTOCTONOS UTILIZANDO LA TECNICA DE FERMENTACION EN SUSTRATO
SOLIDO".

AUTOR: LESLY JOHANNA GARCIA GENTIL*

PALABRAS CLAVES: Fermentacion sobre sustrato sélido, Sustrato lignoceluldsico, Streptomyces
sp., endoglucanasa, exoglucanasa, glucosidasa, endoxilanasa.

En este trabajo de investigacion se evalud la produccién de enzimas celuloliticas durante la
degradacion de lignocelulosa por actinomicetos nativos oxigénicos en fermentacion sobre sustrato
sélido. Se aislaron 18 cepas de actinomicetos a partir de 5 muestras de suelo, y de abono del
municipio de Ocafia, Norte de Santander. Las cepas fueron evaluadas en su capacidad celulolitica
de forma cualitativa. Se identific6 como Streptomyces sp. AO12, la cepa seleccionada como mejor
degradadora de lignocelulosa. En los ensayos de fermentacién sobre sustrato sélido con
Streptomyces sp. AO12, se determiné la cantidad de proteina extracelular, azlicares reductores y
la actividad de las enzimas endoglucanasa, exoglucanasa, glucosidasa y endoxilanasa utilizando
raquis de palma, bagazo de cafia y salvado de trigo.

En el sustrato salvado de trigo y raquis de palma se presentd una mayor actividad de la enzima
endoxilanasa con 7,9 (U/ml) y 0,8 (U/ml) respectivamente. En el sustrato bagazo de cafia se obtuvo
una mayor actividad de la enzima endoglucanasa con 0,05 (U/ml). Se observdé mayores valores de
actividad especifica de endoglucanasa (6,9 U/g de sustrato), exoglucanasa (0,7 U/g de sustrato),
glucosidasa (0,8 U/g de sustrato) y endoxilanasa (47,9 U/g de sustrato) en salvado de trigo,
comparado con bagazo de cafia y raquis de palma. Se observo que las productividades especificas
mas altas se presentan en el residuo salvado de trigo, presentandose la maxima en endoxilanasa.
Se presenta un mayor rendimiento de formacién de proteina por sustrato en el salvado de trigo.

La enzima endoxilanasa presento los mejores valores de actividad enzimatica, actividad especifica
(AE), productividad especifica (qp) y rendimiento de formacion de proteina por sustrato (Yys) para
Streptomyces sp. AO12 en fermentacion en estado soélido con salvado de trigo y raquis de palma
como fuente de carbono. El salvado de trigo fue el mejor sustrato para la produccién de las
enzimas celulasas y endoxilanasa. Las actividades enzimaticas de endoxilanasa, endoglucanasa,
exoglucanasa y glucosidasa, varian significativamente dependiendo de los sustratos
lignocelulésicos utilizados como fuente de carbono.

* Proyecto de grado
** Facultad de ciencias, Escuela de Biologia, UIS, Director: RODRIGO TORRES SAEZ
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ABSTRACT

TITLE: CELLULOLYTIC ENZYMES BIOSYNTHESIS FROM NATIVE OXYGENIC
ACTINOMYCETES TECHNIQUE USING SOLID SUBSTRATE FERMENTATION*

AUTHOR: LESLY JOHANNA GARCIA GENTIL*

KEYWORDS: solid substrate fermentation, lignocellulosic substrate, Streptomyces sp.,
endoglucanase , exoglucanase , glucosidase , endoxylanase.

In this research we evaluated the production of cellulolytic enzymes during lignocellulose
degradation by native oxygenic fermenting actinomycetes on solid substrate. We isolated 18 strains
of actinomycetes from 5 soil samples, and for payment of the municipality of Ocafia, Norte de
Santander. The strains were evaluated on their ability cellulolytic qualitatively. It was identified as
Streptomyces sp. AO12, selected as the best strain lignocellulose degrading. In tests on solid
substrate fermentation with Streptomyces sp. AO12, we determined the amount of extracellular
protein, reducing sugars and the activity of enzymes endoglucanase, exoglucanase, glucosidase
and endoxylanase using palm rachis, bagasse and wheat bran.

In the substrate wheat bran and palm rachis showed higher endoxylanase enzyme activity with 7.9
(U/ml) and 0.8 (U/ml) respectively. The bagasse substrate obtained higher activity of
endoglucanase enzyme with 0.05 (U/ml). Higher values observed endoglucanase specific activity
(6.9 Ul/g substrate), exoglucanase (0,7 U/g substrate), glucosidase (0.8 U/g substrate) and
endoxylanase (47.9 U/g substrate) in bran wheat compared to bagasse and palm rachis. It was
observed that the higher specific productivities are shown in wheat bran residue, presenting the
maximum endoxylanase. You have a higher yield per substrate protein formation in wheat bran.

The endoxylanase enzyme showed the best values of enzyme activity, specific activity (AE),
specific productivity (g,) and training performance of protein per substrate (Ys) for Streptomyces
sp. AO12 in solid state fermentation with wheat bran and palm rachis as a carbon source. Wheat
bran the best substrate for the production of cellulase enzymes and endoxylanase. Endoxylanase
enzyme activities, endoglucanase, exoglucanase and glucosidase vary significantly depending on
lignocellulosic substrates used as carbon source.

* Thesis project
** Science Faculty, Biology School, UIS, Director: RODRIGO TORRES SAEZ
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INTRODUCCION

La lignocelulosa es el principal y mas abundante componente de la biomasa
producida por la fotosintesis, formandose anualmente 200.000 millones de
toneladas 2. A su vez, la utilizacién de la biomasa genera grandes cantidades de
residuos lignocelulésicos durante las actividades agricolas, madereras y del
procesamiento industrial y artesanal de los alimentos. La disposicion final de estos
residuos es un problema que afecta al medio ambiente en todas las regiones del
mundo. En muchos paises se eliminan gran cantidad de residuos de las cosechas
a través de la quema al aire libre, lo cual representa una amenaza a la salud
publica y plantea un problema de polucién®. Por otro lado, la biomasa
lignoceluldsica de los residuos agricolas representa una fuente abundante de
energia renovable y rentable que es subutilizado®. Estos residuos han sido objeto
de muchas investigaciones en su utilizacion como sustrato en los procesos
fermentativos, principalmente para la produccion de biocombustibles y alimentos
alternativos que aminoren los problemas derivados de la crisis energética, la

escasez de alimento y la contaminacién ambiental® °.

Actualmente, existen diferentes tratamientos para los residuos lignocelulésicos
comprendiendo los tratamientos fisicos como el picado, molido y empleo de vapor
a presion; los tratamientos quimicos con alcali y acidos, siendo estos costosos y

perjudiciales porque producen contaminacion del medio ambiente; y los

'CUERVO et al. Lignocelulosa como fuente de aziicares para la produccion de etanol. En: Bio. Techologia. 2009. Vol. 13,
No. 3. 11-25 p.

® SANCHEZ, C. Lignocellulosic residues: Biodegradation and bioconversion by fungi. En: Biotechnology Advances. 2009.
Vol. 27; 185 p.

®HESHAM M, A. & SAHAR A, E. Actinomycetes in rice straw decomposition. En: Waste Management. 2007. Vol. 27. No. 6;
850 p.

* ADAV et. al. Label free quantitative proteomic analysis of secretome by Thermobifida fusca on different lignocellulosic
biomass. En: J. of Proteomics. 2012. Vol. 75; 3694-3706 p.

® KUMAR et. al. Xylanase production from an alkalophilic actinomycete isolate Streptomyces sp. RCK-2010, its
characterization and application in saccharafication of second generation biomass. En: Journal of Molecular Catalysis. 2012.
Vol. 74. 170-177 p.

® SONG, J. M. & WEI, D. Z. Production and characterization of cellulases and xylanases of Cellulosimicrobium cellulans
grow in pretreated and extracted bagasse and minimal nutrient medium M9. En: Biomass and Bioenergy. 2010. Vol. 34.
1930-1934 p.
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tratamientos biolégicos que son una gran alternativa, incluyendo la digestion

aerébica y la digestién anaerobia que es utilizada para la produccién de metano”.

Los materiales lignocelulésicos estdn compuestos principalmente por lignina,
celulosa y hemicelulosa. Los tejidos lignificados resisten el ataque de los
microorganismos, impidiendo la penetracion de las enzimas destructivas en la
pared celular, afectando también a la biodegradabilidad de la celulosa,

hemicelulosa y de otros polimeros®®.

En la naturaleza, la descomposicion de estos residuos es realizado por una
variedad de hongos y bacterias que pueden degradar la lignocelulosa usando una
serie de enzimas hidroliticas y oxidativas'®. Por muchos afios, se han realizado
estudios referentes a la degradacion de lignocelulosa que comprenden hongos
basidiomicetos y ascomicetos. No obstante, los actinomicetos (bacterias
filamentosas) han demostrado ser indispensables en la descomposicion aerdbica
de compuestos organicos y son muy reconocidos por su aporte en la
biodegradacion de materia organica. Estos microorganismos son bien conocidos
por su habilidad para descomponer moléculas complejas, particularmente
componentes de la lignocelulosa, haciéndolos agentes importante en los procesos

de descomposicion*'*2,

" KUMAR et al. Bioconversion of lignocellulosic biomass: biochemical and molecular perspectives. En: J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 2008. Vol. 35; 385-385 p.

® HESHAM M, A. & SAHAR A, E. Op. cit. p. 850.

° ADAV. et. al. Op. cit. p. 3694.

ELISASHVILI. et al. Lignocellulose-degrading enzyme production by white-rot Basidiomycetes isolated from the forest of
Georgia. En: World J. Microbiol. Biotechnol. 2009. Vol. 25; 331-339 p.
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21



Los actinomicetos presentan un crecimiento como hifas ramificadas, bien
adaptado a la penetracion y degradacion de sustratos insolubles como la
lignocelulosa®®. Se han realizado estudios donde se demuestran que algunos
actinomicetos tienen potencial para degradar lignocelulosa, probando ser grandes
productores de una gran diversidad de enzimas extracelulares que permiten la
biodegradacion®**®; esa habilidad puede ser primordial en la humificacién y en
aplicaciones biotecnoldgicas de la conversion de la lignocelulosa, siendo de una

inmensa importancia ecolégica™®.

La diversidad enzimética de los actinomicetos les ha permitido intervenir en
procesos como la degradacién de macromoléculas complejas (almidon, quitina,
hemicelulosa, celulosa, lignocelulosa, entre otros), presentes en tejidos vegetales
y animales, formacién de humus a partir de restos vegetales, transformacion en
abonos y en putrefacciébn. Se ha demostrado la degradacion enzimatica de
celulosa por parte de actinomicetos aerdbicos aislados del suelo'’. Debido a que
la hemicelulosa esta compuesta principalmente por xilano, también se ha
encontrado actividad xilanasa en actinomicetos®. Aunque se ha demostrado que
algunos actinomicetos tienen potencial para degradar lignocelulosa, la mayoria de
los trabajos han utilizado medios liquidos, y poco se ha investigado de los
actinomicetos en fermentacion sobre sustrato solido. Se necesita aumentar
nuestro conocimiento en la degradacion de lignocelulosa y la actividad

lignocelulolitica de estos microorganismos.

¥ FRANCO C, M. Evaluacién de caracteres PGPR en Actinomicetos e Interacciones de estas Rizobacterias con hongos
formadores de Micorrizas. Granada, 2008, 261 h. Tesis doctoral. Universidad de Granada. Facultad de Ciencias.
Departamento de Fisiologia Vegetal.

“HESHAM M, A. & SAHAR A, E. Op. cit. p. 851.

* OTERO, J. V. Aislamiento, seleccion e identificacién de actinomicetos, bacterias fotosintéticas no sulfurosas y bacterias
acido lacticas con potencial biofertilizante, a partir de suelos asociados al cultivo de platano en la costa atlantica,
colombiana. 2011, 141 h. Trabajo de grado (Magister en Ciencias). Universidad Nacional de Colombia. Facultad de
Ciencias, Instituto de Biotecnologia.

'8 |bid., p. 12.

7 Ibid., p. 12.

8 KUMAR, et al. 2012 Op. cit. p. 170-177.
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El objetivo general de este trabajo de investigacién fue evaluar la produccion de
enzimas celuloliticas durante la degradacion de lignocelulosa por actinomicetos

nativos oxigénicos en fermentacion sobre sustrato sélido.

Como objetivos especificos se propusieron: Aislar y seleccionar cepas de
actinomicetos oxigénicos degradadores de lignocelulosa; realizar pruebas de
fermentacion sobre sustrato solido empleando actinomicetos oxigénicos
degradadores de lignocelulosa; obtener extractos enzimaticos crudos a partir de
los cultivos de fermentacién sobre sustrato sdlido; finalmente, se plante6
determinar la actividad del complejo celulolitico y la enzima xilanasa de
actinomicetos oxigénicos durante su crecimiento bajo condiciones de fermentacion

sobre sustrato sélido.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ACTINOMICETOS

Los actinomicetos constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos formado
por bacterias Gram positivas que se caracterizan por su capacidad de formar
filamentos ramificados o hifas y esporas asexuales®. En su morfologia general se
parecen mucho a los hongos. Probablemente parte de esta similitud es
consecuencia de la adaptacion a los mismos habitats. En un principio, se
incluyeron a los actinomicetos entre los hongos, porque su morfologia y desarrollo
presentaban gran similitud, dotados de un micelio verdadero. Sin embargo, hoy en
dia, y dado su caracter procariotico, se sustenta muy bien su clasificacibn como
bacterias. El orden de los Actinomycetales comprende 63 géneros, constituyendo

aproximadamente del 20-60% de la poblacién microbiana del suelo®.

En la actualidad, los actinomicetos se encuentran incluidos en el dominio bacteria
debido a varias razones: la pared celular estd compuesta por peptidoglicano, el
diametro de sus hifas es inferior al de los hongos (0.5 a 2.0 um), son sensibles a
los antimicriobianos pero presentan resistencia a los antifingicos y disposicién de
su material genético es tipicamente procaridtica, aunque se caracterizan por
presentar un alto contenido de guanina y citosina en su ADN, encontrandose entre
el rango de 51 a 78% (G+C). Estas bacterias son aerobias y algunas anaerobias,
pudiéndose encontrar en animales o en el hombre; son heterétrofas, por lo cual

pueden utilizar fuentes de carbono simples, complejas y compuestos moleculares

' RICO, G. M. A. Capacidad promotora de crecimiento vegetal por bacterias del género Azotobacter y Actinomicetos
aislados de cultivos de Solanum tuberosum Linnaeus, 1753 (papa) cultivados en zonas altoandinas del Pera. 2009, 32 h.
Tesis (Bidlogo con Mencion en Biologia Celular y Genética). Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de
Ciencias Bioldgicas.

2 ERANCO C, M. Op. cit., p. 32-37..
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organicos tales como acidos, azUcares, polisacéaridos, lipidos, proteinas e

hidrocarburos alifaticos?.

El interés por los actinomicetos comenzé a raiz del descubrimiento de la
capacidad de estos microorganismos de producir antibiéticos. De hecho, hoy en
dia, sigue siendo el grupo mas prolifico en cuanto a produccion de antibiéticos y
compuestos bioactivos. Aunque la busqueda de compuestos bioactivos sigue en
auge, el interés por los actinomicetos se ha diversificado y actualmente ocupa
areas de interés muy diversas. Pueden ser patdégenos de plantas, de animales, de
humanos, descomponen productos del caucho, creciendo incluso en el
combustible usado para los aviones. En las estaciones depuradoras de aguas
residuales producen espumas densas que llegan a obstruir las instalaciones. Este
grupo de microorganismos tiene un enorme interés ecolégico por la diversidad de

habitats que pueden colonizar?.

1.1.1. Condiciones de crecimiento. La adicion de materia organica a los
suelos estimula la multiplicacion y actividad de los actinomicetos. Los suelos
alcalinos y neutros resultan ser mas favorables para el desarrollo de estas
bacterias, encontrandose rangos de pH 6ptimo entre 6.5 y 8.0 para su actividad
microbiana. No obstante, no es posible observarlos en suelos con pH por debajo
de 5.0. Ademas, se desarrollan favorablemente en suelos bien aireados?®.

La mayoria de los actinomicetos son mesdfilos y crecen entre 25°C a 30°C,
mientras que a temperaturas inferiores a 5°C su crecimiento es practicamente
nulo. Sin embargo, es posible encontrar a temperaturas superiores a 55°C algunas
especies termofilicas de Streptomyces sp., Thermomonospora sp. Yy

! |bid., p.37-38.

22 CUESTA A, G. Deteccion y caracterizacion por métodos fenotipicos y moleculares de mycolata formadores de espumas
en estaciones depuradoras de aguas residuales domésticas con sistemas de fangos activos. Valencia, 2004, 1-2 h. Tesis
doctoral. Universidad Politécnica de Valencia. Departamento de Biotecnologia.

2 PRANCO C, M. Op. cit., p. 42.
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Thermoactinomyces sp.. Son capaces de crecer aunque el efecto de la alta
temperatura posiblemente sea letal para el microorganismo si esta acompafado
de humedad?.

Por otro lado, la mayoria de los actinomicetos crecen en medios de cultivo tales
como agar nutritivo, observandose el crecimiento de las colonias de actinomicetos
en medio solido a partir de los 3 0 4 dias de incubacion, pero el desarrollo de un

micelio aéreo maduro con esporas puede tardar hasta 7 dias en desarrollarse®.

1.1.2. Ecologiay distribucion. El suelo y los sustratos naturales son el mayor
reservorio de actinomicetos, donde intervienen en los procesos de
descomposicion de la materia organica. Se encuentran en casi todos los tipos de
suelo, aunque condiciones extremas como altas temperaturas, baja humedad y
pH, disminuyen levemente la concentracion de la poblacion. Su namero varia en
gran proporcion segun el tipo de suelo, pero es comdn encontrarlos en suelos

fértiles con concentraciones de 10° UFC.g™* de suelo seco.

Por lo general se aislan cepas de actinomicetos en la superficie del suelo y entre 2
y 15 cm de profundidad, disminuyendo su concentracion a mayores
profundidades. El tamafio de la comunidad microbiana depende del tipo del suelo,
particularmente de algunas de las caracteristicas fisicas, del contenido de materia

organica y del pH del medio ambiente.

Los tres géneros mas frecuentemente encontrados en el suelo son Streptomyces,
Nocardia y Micromonospora. Se pueden encontrar también actinomicetos en
aguas dulces y en sedimentos®. Presentan un olor tipico a suelo himedo por la

produccion de un metabolito llamado geosmina. Adicionalmente, presentan una

** |bid., p. 38.
% |bid., p. 38.
% CUESTAA, G. Op. cit., p. 1.
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actividad metabodlica alta, producen terpenoides, pigmentos y enzimas
extracelulares con las que son capaces de degradar la materia organica de origen
vegetal y animal. Como la gran mayoria de bacterias que son abundantes en

suelo, presentan un importante papel ecolégico?’.

1.1.3. Clasificacién de los actinomicetos. El estudio y clasificacion de los
actinomicetos se fundamenta en la divisibn en diferentes secciones
supragenéricas basandose principalmente en caracteristicas quimiotaxonémicas,
como el tipo de pared celular (Tabla 1), el tipo de peptidoglicano incluyendo
azucares e isomeros de acidos diaminopimélico (DAP), el patrén de los acidos
grasos y de fosfolipidos de membrana, las menaquinonas y su grado de
hidrogenacion, contenidos y tipo de &cidos micdlicos, y el porcentaje molar de
relacion Guanina — Citosina (mol% G+C) del ADN, la disposicion de los conidios y

la presencia o ausencia de esporangios?®.

Tabla 1. Tipos de paredes celulares de actinomicetos?.

Tipo de Isbmero de Glicina en el Azlcares GENeros
pared acido puente caracteristico .
celular | diaminopimélico | interpeptidico s? representativos

Nocardioides,

| LL * NA Streptomyces

Micromonospora,

Il meso + NA Pilimelia,
Actinoplanes
Actinomadura,

1 meso - NA Erankia

I\ meso i Arabinosa, Saccharomon_ospora

galactosa , Nocardia

% NA: no aplicable, o bien no se detecta un azlcar diferencial.

Fuente: Franco, 2008.

*” FRANCO C, M. Op. cit., p. 43.
%8 |bid., p. 44.
% |bid., p. 39.
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Filogenéticamente los actinomicetos forman una subdivision de los organismos del
dominio Bacteria, diferente de los formadores de endosporas y de los cocos Gram

positivos (Figura 1).

Figura 1. Arbol filogenético de los organismos®.

Eukaryote

| Ewryarchasota

Fuente: Franco, 2008.

1.1.3.1. Phylum y clase Actinobacteria. La clase Actinobacteria esta
compuesta por los actinomicetos y sus parientes filogenéticos con un alto
contenido de (G+C). Contiene cinco subclases, la mas amplia de las cuales es la
subclase Actinobacteridae compuesta a su vez por dos 6rdenes, Actinomycetales
y Bifidobacteriales. ElI orden Actinomycetales se divide en 10 subédrdenes. El
suborden Corynebacterineae y el suborden Streptomycineae engloba los

microorganismos estudiados en el presente trabajo.

1.1.3.2. Suborden Streptomycineae. Este suborden posee una sola familia:

Streptomycetaceae.

* Ibid., p. 45.
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1.1.3.3. Familia Streptomycetaceae. Estd compuesta por tres géneros, el mas
importante de los cuales es Streptomyces, con géneros cuyas hifas aéreas se
dividen en un solo plano para formar cadenas de 3 hasta 50 o mas conidiosporas
inmaoviles, con una textura superficial que oscila entre lisa y espinosa y verrugosa.
Todos ellos tienen una pared celular de tipo | y un contenidos de (G + C) del 69 al
78 %. Los miembros reciben a menudo en conjunto el nombre de estreptomicetos

(del Griego, streptos, doblados o torcidos; y myces, hongos).

1.1.3.4. Género Streptomyces. Es un género enorme; posee en torno a 500
especies. Los miembros de este género son aerobicos estrictos, su pared celular
es de tipo I, y forman cadenas de esporas inmdviles con una vaina fina y fibrosa.
Los conidios de cadena a menudo estan pigmentados y pueden ser de una textura
lisa, peluda o espinosa. Normalmente se encuentran mas de tres conidios por
cadenas. Los estreptomicetos son muy importantes, tanto desde el punto de vista
ecolégico como médico. El habitat natural de la mayoria de los estreptomicetos es
el suelo, donde constituyen entre 1 y el 20 % de la poblacién cultivable. De hecho,
el olor a tierra mojada es en gran medida el resultado de la produccién por los
estreptomicetos de sustancias como la geosmina. Los estreptomicetos
desempefian ademas un papel importante en la mineralizacion. Son flexibles,
desde el punto de vista nutricional, y pueden degradar sustancias resistentes

como la peptina, lignina, quitina, queratina, latex y compuestos aromaticos>'.
1.2. LIGNOCELULOSA

La lignocelulosa es el mayor componente de la biomasa, comprende alrededor de
la mitad de la materia producida por la fotosintesis y representa el mas abundante
recurso organico renovable en la naturaleza. Consiste de tres tipos de polimeros:

celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales estan fuertemente entrelazados y

*ACTINOBACTERIOLOGY. The family Streptomycetaceae, part |: Taxonomy. [en linea]. <http:/actinobacteriology-
fathiawwad.blogspot.com/2009/04/family-streptomycetaceae-part-i.html> [citado en 14 de marzo de 2013]
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guimicamente unidos por fuerzas no covalentes y por enlaces cruzados
covalentes (figura 2). Solamente una pequefia cantidad de la celulosa,
hemicelulosa y lignina producidos son usados en la agricultura y el resto es
considerado como desecho®. En el presente trabajo se utilizaron los residuos
lignocelulésicos salvado de trigo, bagazo de cafia de azucar y raquis de palma de
aceite. Estos tres residuos difieren en el porcentaje de celulosa, hemicelulosa y

lignina.

1.2.1. Salvado de trigo. El salvado es el producto que queda al refinar los
granos de los cereales. El salvado corresponde a lo que serian las capas externas
del grano y mas concretamente al pericarpio, con sus tres subcapas: epicarpio,
mesocarpio y endocarpio (ricas en fibra y minerales), la testa (rica en vitaminas y
enzimas) y la capa de aleurona (rica en proteinas y grasas). La composicion del

salvado de trigo se presenta en la Anexo A%,

1.2.2. Bagazo de cafia. Este es un residuo lignocelulésico del proceso de
extraccion de azlcar, el cual es abundante y de muy bajo costo. En Colombia, por
ejemplo, la region del Valle del Cauca es la mayor productora de cafia de azucar y
cuenta con aproximadamente 200000 Ha de este cultivo, siendo el bagazo el
principal residuo de esta agroindustria. El bagazo de cafia es un manojo de hebras
fibrosas de la corteza, mezclada con haces de fibras y polvillo de médula que
constituye aproximadamente el 15% de su peso. Por tratarse de un material
lignocelulésico esta compuesto principalmente de hemicelulosa, celulosa y lignina

como se muestra en la Anexo B3,

¥ SANCHEZ, C. Op. cit., p. 185.

% El mundo de las plantas. Propiedades del salvado. [en linea]. < http://www.botanical-online.com/salvado.htm>. [citado en
14 de marzo de 2013].

% PEREIRA, H. X. | & ALBARRACIN, C. J. D. Evaluacion del proceso de produccién de bioetanol de segunda generacién a
partir de residuos lignoceluldsicos utilizando metodologias de andlisis exergénico e integracion de procesos. 2010, 82 h.
Trabajo de grado (Ingeniero Quimico). Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas.
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Figura 2. Estructura de la lignocelulosa®.
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Fuente: Cuervo et al, 2009.

1.2.3. Raquis de Palma de Aceite. Colombia es un pais agricola y de las
4.058.471 hectareas sembradas, 200 mil estan dedicadas al cultivo de palma de
aceite. En los proximos afos se prevé un incremento significativo en el cultivo de
palma, quiza debido al incentivo econémico por parte del gobierno para estimular
la produccion de biocombustibles, en este caso el biodiesel. Colombia cuenta con
excelentes recursos de biomasa generada de la extraccion de aceite de palma,
pues ocupa el quinto lugar como productor a nivel mundial, siendo evidente que se
genere también una cantidad importante de los desechos de este proceso. En el
anexo C, se presenta la caracterizacidon fisicoquimica del raquis de palma de

aceite®,

% CUERVO et al. Op. cit., p. 13.

% AMARIS et al. Aprovechamiento del potencial energético de la biomasa residual obtenida de la extraccion del aceite de
palma en Colombia. 2009, 52 h. Trabajo de grado (Ingeniero Quimico). Universidad Industrial de Santander. Facultad de
Ingenierias Fisicoquimicas.
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1.2.4. Estructura y composicion de la celulosa. La celulosa es el polimero
mas abundante en la naturaleza, altamente estable e insoluble en agua. Es el
principal componente de la pared celular de las plantas: constituye el 50% del
peso seco de la madera y en dependencia de su origen, puede tener un grado de
polimerizacion de alrededor de 2000 a 25000 unidades de glucosa. Esta
compuesta por monomeros de D-glucosa unidos por enlaces glucosidicos B-1,4,
que forman moléculas de celobiosa (dimero de glucosa unido por un enlace -1,4),
(Figura 3). Estas, a su vez, se estructuran en filamentos de celulosa no
ramificados. En la naturaleza, la celulosa no se encuentra como cadena sencilla;
desde su sintesis se ordena en filamentos que forman las microfibrillas, con un
diametro de 5 a 15 nm. Estas fibrillas pueden contener desde 36 hasta mas de
1200 filamentos de celulosa (Figura 4). La configuracion del enlace B-glucosidico
facilita que la celulosa forme cadenas largas y lineales unidas entre si mediante
puentes de hidroégeno y fuerzas de van der Waals, que forman una estructura
cristalina y organizada resistente a la hidrdlisis en ciertas areas de la microfibrilla
(Figura 5).

Las regiones cristalinas altamente organizadas estan separadas por celulosa no
organizada o amorfa que se presenta en pequefios porcentajes (de 5 a 20%). En
esta Ultima conformacién, la celulosa es mas susceptible a la degradacién
enzimatica. La celulosa es un sustrato muy resistente, que se encuentra
entrelazado, a su vez, con la hemicelulosa y la lignina, formando una estructura
altamente resistente a la degradacion, por lo que solo algunos organismos

celuloliticos pueden hidrolizarla®" 32 3°,

%" QUIROZ-CASTARNEDA, R. E. & FOLCH-MALLOL, J. L. Proteinas que remodelan y degradan la pared celular vegetal:
Eerspectivas actuales. En: Biotecnologia Aplicada. 2011. Vol. 28. 195 p.

® SANCHEZ, C. Op. cit., p. 186.

% CUERVO et al. Op. cit., p. 12.
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Figura 3. Estructura quimica de la celulosa™.
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Fuente: Pagina web: Nicolas, 2009.

Figura 4. Aspectos de la configuracion y estructura de la celulosa. Tendencia del
polimero lineal a extenderse totalmente (a y b) y asociarse después para formar
microfibrillas (c) que a su vez se alinean con otras (d y e) para dar lugar a una fibra
de celulosa (f). (g) Orientacion de las fibras en una capa de pared secundaria.
Otras capas de pared secundaria tienen distintas orientaciones*'.

Fibrilla

Pared sscundaria de |a cblula vegotal

Fuente: Pagina web: Ifran et al.

“°Consecuencias del uso de la madera. [en linea]. hitp://consecuenciasdelusodelamadera.blogspot.com/2009/09/estructura-

molecular-de-la-celulosa.html [citado en 19 de marzo de 2013].
“L IFRAN et al. Composicion quimica de los seres vivos. [en linea]. < http://genomasur.com/lecturas/Guia02-1.htm> < [citado

en 15 de marzo de 2013].
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Figura 5. Estructura del homopolisacarido de la celulosa cristalina y amorfa. El
arreglo de la celulosa en las zonas cristalinas se mantiene por los puentes de
hidrégeno que se forman entre los filamentos. En las zonas amorfas existen
dobleces y torsiones que impiden el arreglo ordenado®.
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Fuente: Quiroz-Castafieda & Folch-Mallol, 2011.

1.2.5. Estructura y composicion de la hemicelulosa. La hemicelulosa
constituye entre el 25 y el 30% del total del peso seco de la madera. Es un
polimero complejo de heteropolisacéaridos, formado principalmente por pentosas
(D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa)
usualmente acetiladas que forman cadenas ramificadas, ademas de los azucares
acidos 4-O-metilglucuroénico, D-galacturénico y D-glucurénico, unidos por enlaces
glucosidicos B-1,4 y ocasionalmente por enlaces B-1,3. En contraste con la
celulosa, la hemicelulosa posee ramificaciones laterales cortas formadas de
distintos azucares que la hacen menos recalcitrante (Figura 6). Se clasifica en
xilanos, xiloglucanos, mananos, glucomananos y glucanos unidos por enlaces B-
1,3 o B-1,4. El xilano es el componente mas abundante en la hemicelulosa
(constituye mas del 70% de su composicion) y esta formado por la union 3-1,4 de
unidades de D-xilosa. Puede tener diversas sustituciones, y originar los
arabinoxilanos (si contiene arabinosa) presentes en los pastos, o0 los

glucuronoxilanos y glucuronoarabinoxilanos (si contiene residuos glucosa y

“2 QUIROZ-CASTAREDA, R. E. & FOLCH-MALLOL, J. L. Op. cit., p. 195.
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glucosaarabinosa, respectivamente) que son los principales componentes de la
pared secundaria de las plantas dicotiledoneas. Ademas de la xilosa, los xilanos
pueden contener arabinosa, acido glucurénico o 4-O-metil éter-acido glucuronico,
acido acético, ferulico o acidos p-coumaricos. La composicién y frecuencia de las
ramificaciones dependen del origen de la hemicelulosa. En los mananos y
galactomananos de la hemicelulosa el esqueleto principal lo forman residuos de
manosa unidos por enlaces 3-1,4, y en los glucomananos, el esqueleto de manosa
estd ramificado aleatoriamente con residuos de manosa y glucosa. Las
hemicelulosas tienen diferencias estructurales entre las especies y entre los tipos

celulares de las plantas.

La funcibn mas importante de la hemicelulosa es que actla como conexion entre
la lignina y las fibras de celulosa, lo que otorga mayor rigidez a la red celulosa-
hemicelulosa-lignina. La lignina y la hemicelulosa se mantienen unidas de manera
predominante a través de enlaces del tipo éster entre la arabinosa de la

hemicelulosa y los hidroxilos de la lignina, en tanto que la union con la celulosa es

a través de puentes de hidrégeno ** 4 4°,

Figura 6. Estructura del heteropolisacarido de la hemicelulosa. Formada

por pentosas (xilosa, arabinosa) y hexosas (glucosa, galactosa) y el acido

ferdlico. Esta composicion varia de acuerdo con el origen y el tejido de la
planta®®.
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Fuente: Quiroz-Castafieda & Folch-Mallol, 2011.

“3 Ibid., p. 195-196.

* PRINSEN et al. Op. cit., p. 3-8.

“® CUERVO et al. Op. cit., p. 13.

%6 QUIROZ-CASTANEDA, R. E. & FOLCH-MALLOL, J. L. Op. cit., p. 195.
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1.2.6. Estructura y composicion de la lignina. La lignina es uno de los
polimeros mas abundantes en la naturaleza, después de la celulosa y la
hemicelulosa. Es altamente resistente a la degradacion quimica y biolégica. Forma
parte de la pared celular, confiriéndole soporte estructural, impermeabilidad y
resistencia al ataque de microrganismos. La lignina y la hemicelulosa crean una
matriz amorfa donde las fibras de celulosa estdn embebidas y protegidas de la
degradacion. Estructuralmente, la lignina es un heteropolimero irregular, insoluble
y ramificado, formado por la polimerizacién de tres alcoholes arométicos del tipo
fenilpropano: alcohol coumarilico, coniferilico y sinapilico, unidos por enlaces C-C
y enlaces del tipo éter entre los anillos aromaticos. Este polimero da rigidez y
protege a los polisacéaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa), ademas de
que constituye del 20 al 30% de la madera de los arboles. El constituyente
principal en las maderas suaves, es el alcohol coniferilico, y en las maderas duras:
el alcohol coumarilico y el sinapilico. La lignina es el componente mas dificil de
degradar del material lignoceluldsico. Ello limita su uso y la hidrélisis de los

polisacaridos que protege. Son pocos los organismos que pueden mineralizarla *”
48, 49

1.3. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LA LIGNOCELULOSA

El principal objetivo para el uso del material lignocelulésico es tener acceso a la
celulosa y hemicelulosa que se encuentran protegidas por la matriz de lignina. Los
desechos lignoceluldsicos se producen en grandes cantidades por la industria
maderera, forestal y de jardines, asi como en las actividades agricolas. Estos
desechos poseen un gran valor por su potencial aplicaciéon en la elaboracion de
alimentos animales y para la obtencion de biocombustibles. Sin embargo, la
utilizaciéon tanto del azUcar de cafia como del almidon de maiz para la produccion

de etanol crea mucha controversia debido a que compite con la produccién de

“ Ibid., p. 196.
“® PRINSEN et al. Op. cit., p. 8-11.
4 SANCHEZ, C. Op. cit., p. 186.
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alimentos y es un proceso caro, lo que ha hecho dificil que el etanol sea
competitivo en costos con los combustibles fosiles. Ello ha forzado la busqueda de
nuevas alternativas de materia prima para la elaboracién de biocombustibles, por
lo que los desechos lignocelulésicos son una posibilidad. La degradaciéon de la
biomasa lignocelulésica involucra la disponibilidad de la celulosa y la
hemicelulosa, asi como la subsecuente hidrdlisis de estos polisacaridos en
azucares de 5 y 6 carbonos, que se convierten en etanol por procesos de

fermentacion.

En América Latina, la opcion actual para la produccion de biocombustibles es a
partir de compuestos no celulésicos. Esta produccién se ha incrementado en los
altimos afos, y paises como Brasil, Colombia, Paraguay y Costa Rica, lo producen
a partir de cafia de azucar y granos de trigo. El principal reto de la conversion de la
biomasa en etanol es alcanzar los rendimientos que permitan hacerla competitiva,
en cuanto a costos, con los combustibles usados actualmente. Para esto debe
considerarse gque los desechos lignocelulésicos poseen una matriz de lignina que
protege a la celulosa y a la hemicelulosa de la degradacion. Ademas, la celulosa
posee regiones cristalinas que dificultan su hidrolisis. Es por esto que se emplean
pretratamientos quimicos y fisicos como prerrequisito para la degradacion. Las
condiciones que se requieren son altas temperaturas y soluciones &cidas o
basicas, lo que resulta costoso y en muchas ocasiones ineficiente. Ademas,
durante los pretratamientos se producen compuestos inhibidores de la

fermentacion como furanos y compuesto fendlicos.
En la utilizacion de la biomasa con fines biotecnoldgicos, las expansinas (o

proteinas con actividad expansina) son potencialmente uUtiles, pues permitirian

optimizar el proceso de degradacion del material celulésico, por su caracteristica
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de relajar la pared celular en condiciones ligeramente acidas (pH < 5.0), de

manera semejante a las condiciones en las que funcionan las celulasas®.

1.4. MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE LIGNOCELULOSA

Los hongos basidiomicetos y las bacterias aerobias degradan el material
celulésico a través de la produccion de celulasas extracelulares. Entre este grupo
se encuentran las bacterias del género Cellulomonas y Streptomyces, asi como
los hongos basidiomicetos responsables de la pudricion de la madera, que son los
organismos mas estudiados en esta &rea porque producen celulasas y
actualmente 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.
Los hongos y bacterias anaerobias degradan la celulosa a través de celulosomas,
habitan en aguas residuales y en el rumen y el tracto intestinal de los animales
herbivoros e insectos como escarabajos y termitas. Bacterias pertenecientes a
este grupo son Clostridium y Ruminococcus y los hongos Anaeromyces
mucronatus, Caecomyces communis, Cyllamyces aberencis, Neocallimastix

frontalis, Orpinomyces sp. y Piromyces sp. >* 2.

Los Actinomycetes son bien conocidos por su habilidad para descomponer
moléculas complejas, particularmente la lignocelulosa, siendo importantes agentes
en el proceso de descomposicién®. Se han reportado diferentes especies de

Streptomyces capaces de colonizar vesiculas, fibras y células parenquimales. Las

* QUIROZ-CASTANEDA, R. E. & FOLCH-MALLOL, J. L. Op. cit., p. 202-203.
*L CUERVO et al. Op. cit., p. 14-15.

52 QUIROZ-CASTANEDA, R. E. & FOLCH-MALLOL, J. L. Op. cit., p. 196.

* HESHAM M, A. & SAHAR A, E. Op. cit., p. 850.
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especies celuloliticas de Streptomyces, Thermonospora, Thermobifida vy

Cellulosimicrobium degradan la celulosa en un ambiente aerébico>* > °°,

La especies mesofilas del género Streptomyces también han sido muy estudiadas
debido a su mayor abundancia en el suelo. La mayor parte de las investigaciones
a partir de los afios ochenta, se han basado en el estudio de las enzimas
celuloliticas y sus mecanismos de accion, ademas, han sido objeto de
manipulacion genética. El género Nocardia no es muy abundante en la naturaleza;
se han aislado y estudiado pocas especies lignoceluloliticas siendo todas
mesofilas y neutrofilas, sin embargo, algunas de las especies estudiadas tienen la
propiedad de degradar lignina, compuesto altamente resistente a la

descomposicién microbiana®’.

1.5. HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA LIGNINA

El complejo sistema enzimético de las ligninasas estd conformado por:
peroxidasas, lacasas y oxidasas productoras de H,O,. Dentro de estas enzimas
las lacasas y peroxidasas se definen como fenol oxidasas. Las reacciones
catalizadas por estas enzimas son muy similares. Ellas oxidan compuestos
fendlicos creando radicales fenoxilos, mientras que los compuestos no-fendlicos
son oxidados a sus cationes radicales correspondientes. Entre las enzimas de tipo
peroxidasa cabe destacar lignina peroxidasa (Li-P) y manganeso peroxidasa (Mn-
P). Li-P cataliza una amplia variedad de reacciones, por ejemplo, rompimiento de

enlaces 3-O-4 éter y C,-Cg de compuestos modelos diméricos de lignina.

Manganeso peroxidasa es también una glicoproteina perteneciente al grupo de las

hemo-peroxidasas. La enzima actda exclusivamente como una fenoloxidasa de

** STALIN et al. Op. cit., 258-262.

%5 ADAV et al. Op. cit., p. 3694-3706.

*® SONG, J. M. & WEI, D. Z. Op. cit., p. 1930-1934.
¥ PINERO, J. & RIVAS, N. Op. cit., p. 413.
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sutratos fendlicos usando Mn™?/Mn*® como un intermediario redox. Esta enzima

esta involucrada en la oxidacion de fenoles y estructuras fendlicas de la lignina.

Algunas de las funciones industriales de esta enzima estan relacionadas con los
procesos de blanqueamiento de pulpa de madera, tratamiento de efluentes

azucareros, decoloracion y detoxificacion de contaminantes ambientales®®.

1.6. HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA HEMICELULOSA

La hemicelulosa se biodegrada para formar azlcares monomeéricos y &cido
acético. El xilano es el principal carbohidrato de la hemicelulosa y su degradacién
completa requiere la accidn cooperada de varias enzimas hidroliticas como las
xilanasas y otras accesorias. La mayoria de las hemicelulasas son glicésido
hidrolasas; aunque algunas hemicelulasas son carbohidrato esterasas que
hidrolizan los enlaces éster que unen al acetato o al acido ferulico con los

azucares ramificados.

Las xilanasas son las principales enzimas que participan en la degradacién de la
hemicelulosa. En este grupo se encuentran las endoxilanasas (EC 3.2.1.8; endo-
1,4-B-D-xilanasas) que actuan sobre la cadena principal del polisacarido, rompen
los enlaces entre las unidades de xilano, y liberan oligosacéaridos. Las [-
xilosidasas (EC 3.2.1.37; xilano 1,4-B-xilosidasa) liberan xilosa a partir del
rompimiento del enlace de los oligosacaridos de xilano (Figura 7). La degradacion
de la hemicelulosa requiere también enzimas accesorias como las xilano
esterasas, ferulico y coumarico esterasas, a-arabinofuranosidasas y a-4-metil
glucuronosidasas, entre otras, que acttan de manera sinérgica para hidrolizar

eficientemente la hemicelulosa. Entre las hidrolasas también se agrupan unas

8 QUIROZ-CASTANEDA, R. E. & FOLCH-MALLOL, J. L. Op. cit., p. 199.
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proteinas llamadas carbohidrato esterasas, que catalizan O y N deacetilaciones de

sustratos como el xilano, la quitina y algunos peptidoglicanos® .

Figura 7. a) Estructura de xilano y los sitios donde acttan las enzimas
xilanoliticas. El esqueleto del sustrato esta compuesto de enlaces 1,4 3 residuos
xilosa. b) Hidrélisis de xilo-olisacarido por B-xilosidasa®
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Fuente: Suarez et al, 2010.

1.7. HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA CELULOSA

La transformacién de la celulosa por via enzimética implica la accion de un
sistema multienzimatico, el complejo de celulasas, constituido basicamente por
tres enzimas: exoglucanasas, endoglucanasas y B-glucosidasas; algunas de
ellas se han cristalizado, lo que ha posibilitado deducir su estructura

tridimensional.

% SUAREZ et al. Analisis de la funcionalidad y diversidad microbiana en suelos dedicados al cultivo de papa criolla
(Solanum phureja) mediante una aproximacion metanogénica. 2010, 42 h. Maestria en Microbiologia. Universidad Nacional
de Colombia. Facultad de Ciencias.

60 QUIROZ-CASTANEDA, R. E. & FOLCH-MALLOL, J. L. Op. cit., p. 197-198.

' SUAREZ et al. Op. cit., p. 41.
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Las exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBH) (EC 3.2.1.74; 1,4-B-D-glucano-
glucanohidrolasa) actian progresivamente sobre los extremos reductor y no
reductor de las cadenas del polisacarido de celulosa, liberando celobiosa como
principal producto. Estas enzimas representan del 40 al 70% del componente total
del sistema de celulasas, y pueden hidrolizar la celulosa cristalina (Figura 8). Son
enzimas monomeéricas, con una masa molecular entre 50 y 65 kDa. La
glicosilaciéon en las exoglucanasas es muy baja (menor que el 12%) o nula, su pH
optimo de actividad catalitica es entre 4 y 5, y su temperatura Optima es de 37 a

60 °C, en dependencia de la enzima y el sustrato.

Las endoglucanasas (EG) (EC 3.2.1.4; 1,4-B-Dglucano- 4-glucanohidrolasa)
escinden aleatoriamente en sitios amorfos internos de la cadena de celulosa,
generando oligosacaridos de diferentes longitudes y nuevos extremos de la
cadena, susceptibles de ser hidrolizados por exoglucanasas. Se considera que
estas enzimas son las que inician el atague azaroso en mdltiples sitios internos de
las regiones amorfas de la fibra de celulosa, y favorece la accién subsecuente de
las celobiohidrolasas en los extremos reductor y no reductor recién creados. Las
endoglucanasas son enzimas monomericas, cuya masa molecular oscila entre 22
y 45 kDa. En general, las endoglucanasas no estan glicosiladas; sin embargo,
pueden contener una cantidad relativamente baja de carbohidratos (de 1 a 12%).
El pH oOptimo para la actividad endoglucanasa es entre 4 y 5. La temperatura

optima de las endoglucanasas oscila entre 50 y 70 °C.

Una hidrdlisis exhaustiva de la celulosa también requiere de las B-glucosidasas
(BGL) (EC 3.2.1.21), que hidrolizan la celobiosa y liberan dos moléculas de
glucosa, lo cual contribuye a proveer una fuente de carbono facilmente
metabolizable. Las B-glucosidasas pesan entre 35 y 640 kDa. Existen enzimas de
aproximadamente 100 kDa que son monoméricas y también se han aislado

enzimas homo-oligoméricas de la levadura Rhodotorula minuta. La mayoria de las
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B-glucosidasas estan glicosiladas. Tienen un pH éptimo entre 3.5 y 5.5, y una

temperatura Optima en un intervalo de 45y 75 °C.

Los sistemas enzimaticos de celulasas presentan una actividad colectiva mucho
mayor que la suma de las actividades individuales de las enzimas, fenémeno
conocido como sinergia. Los sistemas de celulasas no son solamente una
acumulacion de enzimas que representan los tres tipos, sino que actian de

manera coordinada para hidrolizar eficientemente la celulosa®® .

Figura 8. Representacion esquematica de la hidrdlisis de la celulosa amorfa y
cristalina en el sistema de celulasas complejo (A) y no complejo (B) *.
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Fuente: Cuervo et al, 2009.

* Ibid., p. 39-40.
5 QUIROZ-CASTARNEDA, R. E. & FOLCH-MALLOL, J. L. Op. cit., p. 197-198.
 CUERVO et al. Op. cit., p. 15.
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1.8. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LA ENZIMAS XILANASAS Y
CELULASAS.

Una de las aplicaciones mas importantes de las xilanasas es en la industria de la
pulpa y del papel. El pulpeo Kraft involucra el cocimiento alcalino de la pulpa para
remover el 95% de la lignina presente en la madera. El 5% remanente le confiere
a la pulpa el color café pardo oscuro. Por razones estéticas y para mejorar las
propiedades del papel es necesario un paso de blanqueo, el cual tradicionalmente
se ha llevado a cabo por un proceso multietapas, que utiliza cloro o dioxido de
cloro. Los productos alternativos de estos compuestos quimicos son sustancias
organicas cloradas, algunas de las cuales son téxicas, mutagénicas, persistentes y

bioacumulativas que causan numerosos dafios en los sistemas biolégicos.

En los dltimos diez afos, la industria de la pulpa y el papel utiliza mezclas de
xilanasas en el proceso de bioblanqueo, con esto se ha logrado realzar la
brillantez de las pulpas y disminuir la cantidad de cloro utilizado en las etapas de
blanqueo, ademas de resultar muy efectivas con respecto a los costos. Hoy en
dia, un numero significativo de fabricas en todo el mundo utilizan el proceso
completo de blanqueo con xilanasas. Ademas, se han introducido al mercado con
éxito diferentes productos, incluyendo papeles para revistas y papeles con

determinado tejido que son manufacturados con pulpas tratadas enzimaticamente.

Cabe sefalar que es indispensable que la preparacién de xilanasas esté
completamente libre de celulasas, ya que esto traeria serias implicaciones
econdmicas en términos de pérdida de celulosa, calidad de la pulpa degradada y
un incremento en los costos del tratamiento de efluentes. Las xilanasas, como las
celulasas, también se usan en la industria alimentaria en la clarificacion de jugos
de frutas y vinos, licuefacciéon de mucilago de café; extraccién de saborizantes y
pigmentos, aceites de plantas y semillas; maceracion de materia vegetal;

acondicionamiento de piensos para aves y cerdos y en la industria de la
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panificacion, entre otras. En la industria de la panificacién, las xilanasas, y
especialmente las endo-1,4-B-xilanasas, se adicionan a la masa de pan para
mejorar su calidad, obteniéndose productos de panaderia con mejor textura y
sabor. El efecto de las xilanasas es incrementar el volumen especifico de los
panes, sin provocar un efecto colateral negativo en el manejo de la masa. Este
efecto sobre el mejoramiento del volumen del pan puede atribuirse a la distribucion
de agua dedes la fase del pentosano hacia la del gluten, resultando eventualmente
en un mejor horneado. Asimismo, se ha publicado recientemente que las
arabinasas, [3-L-arabinofuranosidasas, [3-L-arabinofuranohidrolasas y esterasas
juegan un papel importante en la textura, calidad y propiedades sensoriales de los

productos de panificacion®.

En la industria textil las celulasas juegan un papel muy importante en el destefido
de mezclilla ya que se usan para remover el color azul indigo y dar una apariencia
de destefido/deslavado (biostoning-biobleaching). Tradicionalmente el destefiido
de este tipo de prendas se efectuaba con piedra poémez (stone wash). Una
pequefia cantidad de enzima puede sustituir varios kilos de piedras. Con la
reduccion de las piedras se produce menos dafio a las telas, menos desgaste de

las lavadoras y menos polvo de piedra pémez en el ambiente de la lavanderia.

El biostoning ha abierto nuevas posibilidades en el acabado de tela vaquera,
aumentando la variedad de tratamientos de acabado. También ha incrementado la
productividad del proceso de deslavado, ya que las lavadoras contienen menos
piedras y mas prendas. Por otro lado, las celulasas se afiaden a los detergentes
quita pelusas, la enzima degrada las microfibrillas que se separan parcialmente de
las fibras principales, restituyendo a las fibras una superficie suave y a la prenda
su color original. Dentro de la industria alimentaria, las celulasas se usan para
favorecer la extraccion vy filtracion de jugos de frutas o verduras, filtracion de

mostos, extraccion de aceites comestibles, etc. Asimismo, se usan en la hidrodlisis

®® SUAREZ et al. Op. cit., p. 42.
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parcial de materiales lignocelulésicos para mejorar la digestion de rumiantes. Por
otra parte, los dominios de unién a celulosa se han usado con gran éxito sobre

una matriz de celulosa para facilitar la purificacién de proteinas recombinantes®®
67

1.9. FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO (FSS)

La fermentacion en medio soélido, o también fermentacion en estado sdlido, se
define como el crecimiento de microorganismos en medios sélidos o semisolidos
en ausencia de agua libre. Las fermentaciones de estas caracteristicas son
aquellas en las cuales el sustrato no esta disuelto ni en suspension en un gran
volumen de agua. La definicion mas general y reciente fue formulada por Viniegra-
Gonzalez en 1997, donde se plantea que "es un proceso microbiolégico que
ocurre comunmente en la superficie de materiales solidos que tienen la propiedad

de absorber y contener agua, con o sin nutrientes solubles”.

Esta técnica ha sido aplicada desde la antigiiedad en la preparacion de alimentos
fermentados, como el koji en China que se obtiene por el cultivo del hongo
Aspergillus oryzae sobre cereales cocidos, y en Japén es la base de la
elaboracion de sake, del teiupeh habitual en Indonesia. También suele utilizarse
en la elaboracion de aromas artificiales de alimentos. En la década de los afios 70
se promovié con fuerza el estudio cientifico, con vistas a aprovechar las ventajas

econdémicas de este tipo de fermentacion®® .

% |bid., p. 40.

® ARGENBIO. Consejo Argentino para la informacién y el desarrollo de la biotecnologia. El cuaderno de por qué
Biotecnologia. Cuaderno No. 102. Celulosa y celulasas. [en linea].
>http://www.porquebiotecnologia.com.ar/index.php?action=cuaderno&opt=5&tipo=1&note=102> [citado en 20 de marzo de
2013].

% ALl H. KH. Q. & ZULKALI, M. M. D. Design aspects of bioreactors for solid-state fermentation: A review. En: Chem.
Biochem. Eng. Q. 2011. Vol. 25. No. 2. 255 p.

% CHAVEZ. G, M. L.; RODRIGUEZ D, L. V. & AGUILAR, C. N. Aspectos béasicos de la fermentacién en medio sélido.
Cienciacierta. 2009. No. 20. [en linea].
http://www.postgradoeinvestigacion.uadec.mx/CienciaCierta/CC20/CC20fermentacion.html [citado en 21 de marzo de 2013].
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http://www.porquebiotecnologia.com.ar/index.php?action=cuaderno&opt=5&tipo=1&note=102
http://www.postgradoeinvestigacion.uadec.mx/CienciaCierta/CC20/CC20fermentacion.html

Ventajas y desventajas de la fermentacion en estado sélido comparada con el
cultivo sumergido en liquido. Se consideran como ventajas los siguientes

aspectos:

Los medios de cultivo son simples, generalmente subproductos agricolas

gue presentan un alto contenido de los nutrientes necesarios.

e La baja actividad del agua es de gran ayuda para evitar las

contaminaciones, especialmente de bacterias y levaduras.

e La aireacién forzada es facilitada por la porosidad del soporte, lo que

permite una alta transferencia de oxigeno al microorganismo.

e El proceso de recobrado es simplificado. Algunos productos son utilizados
integralmente como alimento animal, productos para el control biolégico,

etc.

e La concentracion natural del sustrato permite utilizar reactores mas
pequefios en comparacion con los utilizados en otro tipo de

fermentacion’® "t |

Entre las principales desventajas se encuentran:

e Su aplicacion se limita a microorganismos que crecen en bajos contenidos

de humedad.

e La extraccion del calor metabdlico puede ser un problema, sobre todo

cuando se trabaja a gran escala y no se controla el proceso.

" ALI, H. KH. Q. & ZULKALI, M. M. D. Op. cit., p. 255.
™ CHAVEZ et al. Op. cit.
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e La naturaleza sélida del sustrato trae problemas al medir los parametros de
la fermentacion, tales como el pH, la temperatura, el contenido de humedad

y la concentracién de sustrato y productos.

e Muchos aspectos ingenieriles como el disefio de reactores y el escalado

estan muy poco caracterizados.

e El tiempo de fermentacién es mayor debido a que generalmente se utilizan
microorganismos que presentan bajas velocidades especificas de

crecimiento’® 3.

Las condiciones ambientales, tales como la humedad, la actividad del agua, el pH,
la temperatura, la concentracion y disponibilidad del sustrato, la aireacion, el
tamafio de particulas y la forma de inoculacién afectan significativamente el
crecimiento y la formacién de productos. En el cultivo liquido agitado, el control de
las condiciones ambientales es relativamente simple, ya que estos sistemas son
homogéneos desde el punto de vista de la concentracion celular, nutrientes y
productos. Sin embargo, se presentan serios problemas en los sistemas solidos
con el mezclado, la transferencia de oxigeno, el intercambio de calor y el control
de la humedad y el pH, debido -principalmente- a la heterogeneidad y la

consistencia del sistema’ ",

La humedad del medio puede variar entre 30 y 80%, en dependencia del sélido
utilizado, del microorganismo y el objetivo del proceso. La actividad del agua no

s6lo va a afectar el crecimiento del microorganismo que en el sistema se

2 ALl H. KH. Q. & ZULKALI, M. M. D. Op. cit., p. 255-256.
"® CHAVEZ et al. Op. cit.

™ ALl H. KH. Q. & ZULKALI, M. M. D. Op. cit., p. 255.

™® CHAVEZ et al. Op. cit.
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desarrolle, sino también los productos de interés obtenidos a partir del

metabolismo de dicho microorganismo.

Hoy se reconoce que no es sélo la cantidad de agua presente en el sistema la que
ejerce su influencia sobre la eficiencia del proceso, sino el caracter de las
interacciones entre el agua y el medio solido. Por eso no es contradictorio
observar que un mismo microorganismo se desarrolle plenamente en dos

sustratos diferentes con porcentajes de humedad bastante disimiles®.

El pH es otra variable que afecta el desarrollo de los procesos de fermentacion en
estado sélido, al igual que lo hace en otro tipo de cultivos. Este se puede ver
afectado por la secrecion de &cidos, o algunos otros metabolitos durante el
proceso. Hablando de la fermentacion en medio soélido, el control es algo
complicado mas no imposible; la complejidad es debida a la ausencia de

instrumentos capaces de medir el pH en la capa de liquido que rodea el sélido”” .

Al igual que para cualquier otro organismo, la temperatura es un factor importante
en el crecimiento de estos, y también para que se lleven a cabo toda una serie de
diversas y multiples reacciones quimicas, de manera que asi puedan llevar a cabo
todas sus actividades celulares. Este factor puede ser considerado como una
variable critica, debido a la alta concentracion de sustrato por unidad de volumen y
a la baja conductividad térmica del sistema heterogéneo solido-liquido-gas, lo que
favorece la acumulacion del calor metabdlico en el sistema y un aumento de la

temperatura del cultivo.

Con el aumento de la temperatura se van a favorecer tres inconvenientes: la
actividad microbiana se desacelera o se detiene; se deshidrata el medio sélido, y

el metabolismo se desvia como un mecanismo de defensa ante el calor o ante la

™ Ibid.
™ |bid.
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deshidrataciéon. En cuanto al medio de cultivo sobre el cual se desarrollaran los
microorganismos, este debe tener todos los nutrientes necesarios de forma
balanceada y con concentraciones adecuadas para favorecer el crecimiento del

microorganismo ®.

Al igual que en cualquier otro medio de cultivo, las relaciones entre algunos de sus
elementos son de particular importancia; por ejemplo, carbono-nitrégeno y fésforo-
oxigeno. En la mayoria de los procesos de fermentacion en medio sélido
participan microorganismos aerobios; es decir, que para que los microorganismos
puedan crecer requieren de oxigeno, y es por esto que la aireacién es un factor

fundamental para el desarrollo del proceso.

La aireacion se utiliza para suministrar el oxigeno necesario, extraer el didxido de
carbono formado, asi como para extraer el calor metabdlico formado, de manera
que el flujo optimo de aire debe tomar en consideracién la naturaleza del
microorganismo utilizado, los requerimientos de oxigeno para el crecimiento y/o la
formacion del producto deseado, la velocidad de generacién de calor metabdlico,
la concentracion critica del dioxido de carbono y otros metabolitos volatiles, el

espesor de la masa de sélido, entre otros.

La aireacion en las fermentaciones en medio sélido es mas facil que las
fermentaciones sumergidas, porque la superficie de contacto es mayor entre el

aire y el liquido que esta absorbido en las particulas.

El tamafio de particula esta muy ligado a la transferencia de masa en el sistema
de fermentacion en estado solido, y para considerar este fenOmeno se ha
propuesto dividir el andlisis en la transferencia de masa intraparticula y la
interparticula. En el primer caso, influye mas el tamafo y la forma del poro de la

particula, asi como la porosidad, aunque también influye el tamafio de la particula.

™ |bid.
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En el segundo caso, el espacio interparticula es lo mas importante y es afectado
por el tamafio de la particula, su forma y la humedad. Otro aspecto que influye en
la transferencia de masa durante el proceso, es el cambio de estructura de las
particulas de sustrato resultado de la accion de los microorganismos. El tipo de
in6culo en las fermentaciones en medio sélido puede ser de dos tipos

fundamentales tanto a nivel laboratorio y a nivel industrial: esporas o micelio.

La fermentacién en medio sélido ha aparecido como una tecnologia potencial para
la obtenciéon de productos microbiolégicos, los cuales son de utilidad en las
industrias alimenticia, quimica y farmacéutica. La utilizacion de los residuos agro-
industriales como sustratos en los procesos de fermentacion en medio sélido
proporcionan una alternativa de utilizacion, no obstante que parecian no tener

aplicacion alguna .

™ |bid.
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2. ANTECEDENTES

Desde los afios 70 se han realizado estudios referentes a la capacidad
degradativa y productiva de enzimas hidroliticas que presentan los actinomicetos
sobre un rango amplio de sustratos. Se ha demostrado que es frecuente encontrar
especies con actividad celulolitica, con capacidad de produccion de las enzimas
endo-B-1,4-glucanasa, exo-B-1,4-glucanasa y B-1,4-glucosidasa, y
hemiceluloliticas, como endo-B-1,4-xilanasa, entre muchas otras. Esa capacidad
degradadora de celulosa y hemicelulosa encontrada en los actinomicetos, podria
constituir un aspecto primordial en la humificacion y aplicaciones biotecnoldgicas

de la conversion de la lignocelulosa.

Zimmermann et al. (1988)%°, obtuvieron cepas de actinomicetos mesofilicos y
termofilicos que lograron crecer en medios de cultivo conteniendo xilano de
gramineas y lignocelulosa, con actividades enziméticas involucradas en la
degradacion de la hemicelulosa. Se detectaron actividades de las enzimas
xilanasa, acetil esterasa y la a-arabinofuranosidasa, la cual fue dependiente del
medio de cultivo. Ademas, se encontraron altos niveles de xilanasa en aislados
pertenecientes a Streptomyces, Actiomadura sp. y Saccharomonospora viridis.
Streptomyces cyaneus produjo una alta cantidad de arabinofuranosidasa, mientras
gue S. cyaneus, S. viridis y Pseudonocardia thermophila alcanzaron altos niveles

de acetilesterasa.

Asimismo, Flores et al. (1997)%, llevaron a cabo la produccién de xilanasa y B-
xilosidasa en una cepa de Streptomyces sp utilizando para el crecimiento celular
tres tipos de xilano, cafa de azlcar y cascara de limon como fuentes de carbono.

A su vez, se caracterizaron las enzimas [(3-xilosidasa y la endoxilanasa, las cuales

8 ZIMMERMANN et al. Xylanolytic enzyme activities produced by mesophilic and thermophilic actinomycetes grown on
graminaceous xylan and lignocellulose. En: FEMS Microbiology Letters. 1988. Vol. 55; 181-186 p.

! FLORES et al. B-xylosidase and xylanase characterization and production by Streptomyces sp. CH-M-1035. En: Letters in
Applied Microbiology. 1997. Vol. 24; 410-416 p.
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presentaron un pH éptimo de 6,0 y 5,0, y una temperatura 6ptima de 50°C y 60°C,
respectivamente. El nivel mas alto de la actividad B-xilosidasa fue obtenida
cuando Streptomyces sp. crecié en xilano de pino, mientras que la maxima

produccion de endoxilanasa fue en cascara de limon.

Por otro lado, Tuncer et al. (1999)%, llevaron a cabo una investigacién donde se
estudié la produccion de enzimas lignoliticas, endo-1,4-B-xilanasa, endo-1,4-3-
glucanasa y peroxidasa durante el crecimiento de Thermomonospora fusca BD25
en un medio basal salino y extracto de levadura. El efecto de condiciones
medioambientales (concentracion de oxigeno disuelto, pH y temperatura) fueron
también investigados en bio-reactores. La alta actividad enzimética fue
generalmente obtenida después de 48-96 horas de incubacion a 50°C en un

medio basal salino conteniendo xilano y extracto de levadura.

Posteriormente, Tuncer, (2000)%%, desarroll6 cultivos con la cepa
Thermomonospora fusca BD25 para producir relativamente altos niveles de
endoxilanasa en diferentes tipos de xilano. La actividad relativa de endoxilanasa
permanecié entre 68% y 72% a un pH de 8,0, y presentd un rango de actividad
entre pHs de 6,5 a 9,5.

Ramirez & Coha, (2003)%, determinaron la actividad de las enzimas
endoglucanasa, exoglucanasa y (B-glucosidasa de 10 cepas de actinomicetos. Las
cepas Streptomyces sp. 7CMC10 y 11CMC1 mostraron los mayores valores de
actividad especifica por proteina con 20,14 Ul/mg y 9,55 Ul/mg de
endoglucanasas, respectivamente. Del mismo modo, se demostré la presencia de

la enzima exoglucansa en la cepa de Streptomyces sp. 7CMC10 (2,61 Ul/mg).

8 TUNCER et al., Optimization of extracellular lignocellulolytic enzyme production by a Thermomonospora fusca BD25. En:
Enzyme and Microbial Technology. 1999. Vol. 25; 38-47 p.

83TUNCER, M. Characterization of Endoxylanase Activity From Thermomonospora fusca BD25. En: Turk J. Biol. 2000. Vol.
24; 737-752 p.

% RAMIREZ, P. & COHA, J. M. Enzymatic degradation of cellulose for thermopbhilic actinomycete: isolation, characterization
and cellulolytic determination. En: Rev. Peru. Biol. 2003. Vol.10, No.1; 67-77 p.
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En otro trabajo, Pifiero & Rivas, (2004) %, llevaron a cabo un trabajo donde se
aislé un actinomiceto celulolitico, termdfilo moderado y acidofilo a partir de
estiércol de pollo. Este microorganismo crecié en sustratos celulésicos como la
carboximetilcelulosa, avicel y polvo de celulosa. El actinomiceto fue identificado
como Nocardia spp. Los analisis mediante microscopia Optica mostraron la
capacidad del micelio para absorberse y crecer sobre las fibras de celulosa de la

tira de papel filtro.

Hesham & Sahar, (2007)%, realizaron una investigacién donde aislaron
actinomicetos del suelo y examinaron su actividad celulolitica usando tiras de
papel filtro y paja de arroz como sustratos. En este estudio, se identificaron cuatro
cepas; Kibdelosporangium philippinense, Micromonospora chalcea, Streptomyces
roseflavus y Nocardiodes fulvus. Luego estas cepas fueron evaluadas en su
capacidad para degradar eficientemente piezas de paja de arroz previamente
secas y pesadas. Estas cepas fueron capaces de degradar eficientemente piezas
de paja de arroz en condiciones estaticas y de agitacion como Unica fuente de
carbono en un medio minimo, después de 4, 8 y 12 semanas de incubacion,
causando una pérdida de peso seco significante entre 50 y 60 % en condiciones

de laboratorio.

Song & Wei, (2010)¥’, llevaron a cabo un trabajo utilizando bagazo de cafia como
fuente de carbono en fermentacidon en estado liquido para producir enzimas
celulasas y xilanasas usando Cellulosimicrobium cellulans. La degradacion del
bagazo indica que la capacidad lignocelulolitica del C. cellulans disminuy6 un 26%
en el contenido de hemicelulosa y 10% en el contenido de celulosa a las 96 horas
de fermentacion. En este estudio fueron predominantes las xilanasas sobre las

celulasas.

% PINERO, B. J. & RIVAS, N. Aislamiento y caracterizacién de una cepa de actinomiceto celulolitico, terméfilo moderado y
aciddfilo. En: Revista Cientifica, FVC-LUZ. 2004. Vol. 15; No. 5; 412-418 p.

% HESHAM M, A. & SAHAR A, E. Op. cit. p. 850-853 .

8 SONG, J. M. & WEI, D. Z. Op. cit. p 1930-1934.
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Rathnan & Ambili, (2011)28, aislaron una cepa de actinomiceto a partir de residuos
de frutas identificada como Streptomyces sp. Se produjo las enzima celulasa en
fermentacion en estado solido usando residuo de frutas como sustrato,
observandose una alta produccién de celulasas a un pH 5y a una temperatura de
40°C.

Stalin et. al. (2012)%°, determinaron la produccién de celulasa y xilanasa en un
cepa de Streptomyces clavuligerus aislada de sedimentos marinos en
fermentacion de estado sdlido, utilizando como medio de cultivo salvado de trigo,
harina de soya y avena, incubado a una temperatura de 40°C por 7 dias.
Presentando una alta actividad enzimética en un rango de pH de 8-9 con un rango
de temperaturas de 40 a 55°C.

8 RATHNAN, R. K. & AMBILI, M. Cellulase enzyme production by Streptomyces sp. using fruit waste as substrate. En:
Australian Journal of Basic and Applied Sciences. 2011. Vol. 5. No. 12. 1114-1118 p.

8 STALIN et al. Ecofriendly application of cellulase and xylanase producing marine Streptomyces clavuligerus as enhancer
in biogas production from waste. En: African Journal of Enviromental Science and Technology. 2012. Vol. 6, No. 6; 258-262

p.
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3. METODOLOGIA

La presente investigacion se llevd a cabo en el Centro de Innovacion en

Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular (CINBIN) sede UIS-Guatiguara.

3.1. TOMA DE MUESTRA

Se colectaron diferentes muestras de suelo, gallinaza, lombrinaza y bovinaza del
municipio de Ocafa, Norte de Santander. Se recolectaron mediante el uso de
espatulas estériles y bolsas plasticas de cierre hermético. Las muestras fueron

preservadas en refrigeracion a 4 °C hasta su requerimiento.

3.2. AISLAMIENTO Y SELECCION DE ACTINOMICETOS DEGRADADORES
DE LIGNOCELULOSA

Se tomaron 20 gramos de cada muestra, se sometieron a calentamiento himedo
(70 °C) por 15 minutos, para reducir la carga microbiana. Se prepard un
homogenizado tomando 10 gramos de la muestra tratada con calor humedo y 240
ml de agua destilada estéril y se agitd6 mecanicamente durante 30 minutos. Se
realizaron diluciones seriadas del homogenizado de 1/10? a 1/10®. A continuacién,
se llevaron a cabo siembras en superficie de las diluciones 1/10° 1/10°, 1/10® en
el medio de aislamiento para actinomicetos (Difco), agar lignocelulosa (salvado de
trigo como fuente de carbono) (Ver anexo D), colocando 0,1 ml de la dilucién en el
centro de la caja de petri y extendiéndola con una espatula Driglaski hasta que la
muestra se absorbiera completamente en el medio. Finalmente, se incubaron a
temperatura ambiente y a 37° C por 7 dias, continuando repiques sucesivos con el

fin de obtener aislados de actinomicetos.
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Las cepas aisladas fueron evaluadas en su capacidad celulolitica de forma
cualitativa, segun su crecimiento en medio basal salino de Mohagheghi et al.
(1986)* a pH 8, con salvado de trigo como Unica fuente de carbono y medio
mineral basal de Crawford (1978)** a pH 8, con carboximetilcelulosa (CMC), a-
celulosa y papel filtro Whatman No. 1 como fuente de carbono (Ver anexo D), y
controles sin inoculaciéon para cada medio, siendo incubadas a temperatura
ambiente y a 37°C durante 7 dias. Se observé el crecimiento de las cepas de

forma cualitativa, asi como la temperatura optima de crecimiento celular.

También se realizaron pruebas cualitativas en fermentacion en estado solido
utilizando salvado de trigo como sustrato a 37°C, por 10 dias. ...Ver seccion
3.6.1....

3.3. IDENTIFICACION DEL ACTINOMICETO DEGRADADOR DE
LIGNOCELULOSA

Las 18 cepas aisladas fueron caracterizadas macroscopica y microscopicamente

para identificarlas como actinomicetos.

3.3.1. Caracteristicas macroscopicas. Se observaron las caracteristicas de
crecimiento a nivel macroscopico de las cepas crecidas en agar para
actinomicetos. Se tuvo en cuenta: color, forma, borde, aspecto, superficie,

pigmento difusible al medio, color del haz y del envés entre otros.

3.3.2. Caracteristicas microscopicas. Se utilizé la técnica de la laminilla

punzando el medio de cultivo, que es un método eficaz para determinar algunas

® MOHAGHEGHI et al., Isolation and characterization of Acidothermus cellulolyticus gen. nov., sp. nov., a new genus of
thermophilic, acidophilic, cellulolytic bacteria. En: Int. J. Syst. Bacteriol. 1986. Vol. 36; p. 435-443.

® CRAWFORD, D. L. Lignocellulose descomposition by selected Streptomyces strains. En :Appl. Environ. Microbiol. 1978.
Vol. 35; p. 1041-1045.
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caracteristicas morfolégicas de los actinomicetos y asi permitir su identificacion®.
Las cepas aisladas se sembraron en forma de estrias separadas en agar para
actinomicetos y se incubaron a 37°C durante tres dias, se incrusté una laminilla
estéril en el medio de cultivo de tal forma que atravesara las estrias hechas con el
microorganismo, de forma vertical y se llevé a incubar de nuevo durante 3 0 4
dias. La colonia aislada comienza a crecer sobre la laminilla después del tiempo
de incubacién (Ver figura 9). Se realiz6 tincion Gram y azul de lactofenol. Se tuvo
en cuenta el tipo de micelio, vegetativo (fragmentado, no fragmentado) o aéreo
(Conidias simples, dobles o en cadenas largas o cortas). Se utilizd la metodologia

del Manual de determinacién bacterioldgica de Bergey (1994)%.

La identificacion a nivel de género de la cepa de actinomiceto seleccionada como
mejor  degradadora de lignocelulosa se realizé teniendo en cuenta las

caracteristicas morfolégicas y bioquimicas en la colonia.

La confirmacién final se realiz6 mediante las pruebas bioquimicas de caseina,
tirosina, citrato, almidén, catalasa, malonato, urea, nitrato, gelatina, m-inositol,
fructosa, trehalosa, glucosa, manosa, maltosa, lactosa, sucrosa, arabinosa,

sorbitol, xilosa y salicina.

Una vez aislada e identificada la cepa de actinomicetos seleccionada se realizo
siembras de la cepa pura en medios liquidos y solidos para su conservacion en

nevera a -70°C.

9 HOLT et al. Bergey's Manual of Determinative Bacteriology. 9th Edition. Baltimore, USA: Williams and Wilkens
Company, 1994. 608 p.
* Ibid.
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Figura 9. Técnica de la laminilla.

Fuente: Autora del proyecto.

3.4. SUSTRATOS LIGNOCELULOSICOS

Se recolectaron muestras de raquis de Palma de Aceite y bagazo de cafia de
azlcar, procedentes de agroindustrias de la region, y muestras de salvado de trigo
de tipo comercial, para los ensayos de fermentacion en estado sélido. Estos
materiales fueron seleccionados, por disposicion en el sector y por su composicion

elemental.

3.5. PRETRATAMIENTO DE LOS SUSTRATOS LIGNOCELULOSICOS
A todos los sustratos lignoceluldsicos se les realizé un pretratamiento previo a su

utilizaciéon en los estudios de fermentacion en sustrato sélido para la produccion de
enzimas (Ver Tabla 2).

59



Tabla 2. Pretratamiento de los sustratos lignoceluldsicos.

Sustrato Pretratamiento
Salvado de trigo Tamizado entre mallas 32/16
Bagazo de cafia Cortado, secado al aire, molienda en

molino de cuchilla utilizando malla de 2

Raquis .
mm, tamizado entre mallas 32/16 y
de Palma de Aceite

nuevamente lavado con agua caliente,
secado final en estufa a una

temperatura de 80°C.

Fuente: Autora del proyecto.

El diametro de particula utilizado se encuentra en un rango entre 0,5 (32 mesh) y 1

mm (16 mesh).

3.6. PRUEBAS DE FERMENTACION SOBRE SUSTRATO SOLIDO (FSS)

Las pruebas de fermentacion sobre sustrato soélido se realizaron en frascos de
vidrio de 500 ml, cubiertos con algod6n y gasa para evitar la contaminacion. Se
agregaron 6 g de sustrato lignocelulésico (salvado de trigo, bagazo de cafa y
raquis de palma), se agregé medio mineral basal (MBS) a un pH de 7 (Ver anexo
E), hasta alcanzar una humedad del 80%, Posterioremente, se esterilizd el medio

solido en autoclave. (Ver Figura 10).
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Figura 10. Montaje para las pruebas de fermentacion sobre sustrato solido.

Fuente: Autora de proyecto.

3.6.1. Determinacién cualitativa de la actividad celulolitica en fermentacién
en estado sodlido. Para el inéculo se utilizaron las cepas que presentaron
capacidad celulolitica en medios liquidos, se sembraron en medio mineral basal,
suplementado con extracto de levadura y sacarosa (Ver anexo F), y se hicieron
crecer hasta alcanzar una concentracién aproximada de 6 a 9 x 10°
microorganismos por mL. Este in6culo fue agregado a los biorreactores estériles

equivalente a un 10% p/v.

Las pruebas cualitativas de la fermentacion en estado sdlido se realizaron en
biorreactores provistos con salvado de trigo como Unica fuente de carbono. Los
volimenes de medio mineral basal adicionado al sustrato y del inéculo fueron
calculados a fin de alcanzar una humedad final del 80%, contando con un control
sin inocular. Los -cultivos fueron mantenidos bajo condiciones estéticas e

incubados a temperatura ambiente y a 37°C, durante 10 dias.

61



3.6.2. Determinacion cuantitativa de la actividad celulolitica y xilanasa en
fermentacién en estado sélido. Las pruebas cuantitativas se realizaron de la
misma forma que en la determinacion cualitativa, pero se utilizaron los sustratos
lignocelulésicos, salvado de trigo, bagazo de cafia y raquis de palma, bajo
condiciones estaticas e incubados a 37°C, durante 10 dias en un bafio
termostatado (Memmert), todos los montajes y mediciones se realizaron por
triplicado, junto con un control el cual se llevéd a iguales condiciones de
fermentacion pero sin inoculo inicial. No se mostré el error entre las réplicas

porque siempre fueron menor de 3%.

3.6.1.1. Obtencidén de extractos enzimaticos crudos. Los cultivos fueron
extraidos a los 0, 5 y 10 dias de incubacién de los biorreactores, se sacé el
residuo del frasco y se pesd 4 gramos, se macerd en un mortero por 15 min y se
adicion6 32 ml de buffer acetato de sodio 0,05 M (pH 4,8). Luego se agité a 300
rpm por una hora en un agitador orbital (Hanna). Posteriormente, se centrifugd a
5.000 rpm por 60 minutos en una centrifuga de tubos (Kubota 6500). El
sobrenadante se filtr6 a través de papel filtro Whatman No. 1. Estos se

conservaron a -20° C hasta su requerimiento.

3.6.1.2. Determinacién de azucares reductores. La determinacion de
azucares reductores se realiz6 a través del método colorimétrico del &cido
dinitrosalicilico (DNS) de Miller, (1959)* (ver anexo G), se determiné al extracto
enzimatico crudo y a cada ensayo enzimatico. Este método se selecciond por ser

rapido y reproducible.

La determinacion de azucares reductores se obtuvo a partir de la recta obtenida al
realizar la curva de calibracion (Ver anexos H y I) que correlaciona la absorbancia

medida a 540 nm con la concentracion de glucosa y xilosa.

% MILLER, G. Use of Dinitrosalicylic acid Reagent For Determination of Reducing Sugars. En: Analytical Chemistry. 1959.
Vol. 31; 426-429 p.
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3.6.1.3. Determinacién de proteina extracelular. La determinacion de las
proteinas secretadas por los microorganismos y que se encuentran en el extracto
enzimatico se realiz6 mediante el método colorimétrico de Bradford (1976)% (ver
anexo J). Este método se utilizd6 por ser rapido, reproducible y sensible para
cuantificar proteinas, sin presentar interferencias por la presencia de aminoacidos

y carbohidratos en el medio de cultivo.

La concentracion de proteina se obtuvo a partir de la ecuacion de la recta obtenida
al realizar la curva de calibracién (Ver anexo K) que correlaciona la concentracion

de Albumina de Suero Bovino (BSA) con la absorbancia a 595 nm.

3.6.1.4. Determinacién de la actividad enzimatica de Endo-B-1,4-Glucanasa
(EC 3.2.1.4). La actividad de la enzima se determind de acuerdo con
Stutzenberger (1972)%. La determinacién de la actividad se realizé utilizando 960
pl de solucion compuesta por CMC al 1% (p/v) en buffer acetato de sodio 0,05 M
(pH 4,8) como sustrato. A esta solucion se le adicion6 40 pl extracto enzimético y
la actividad fue seguida espectrofotométricamente durante 30 minutos a 50°C por
el aumento de la absorbancia a 540 nm. Se midi6 la liberacién de azucares
reductores por el método &cido dinitrosalicilico de Miller (1959)%. La actividad fue
expresada en unidades internacionales (U), considerando como la cantidad de

enzima necesaria para liberar un micromol de glucosa por minuto (ver anexo L.1.).

% BRADFORD, M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of Microgram Quantities of Protein Utilizing the
Principle of Protein-Dye Binding. En: Anal. Biochem. 1976. Vol. 72; 248-254 p.
% STUTZENBERGER, F. J. Cellulolytic activity of Thermomonospora curvata: Nutricional requirements for cellulase
groduction. En: Applied Microbiology. 1972. Vol. 24, No. 1; 77-82 p.

MILLER, G. Op. cit.
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3.6.1.5. Determinacién de la actividad enzimatica de Exo-B-1,4-Glucanasa
(EC 3.2.1.91). La actividad exoglucanasa se determin6 segun Stutzenberger
(1972)% y Ceroni y Gutiérrez-Correa (1988)%. El ensayo consistié en colocar en
un tubo de ensayo 50 mg de papel filtro Whatman No. 1, con 960 pul de buffer
acetato de sodio 0,05 M (pH 4,8), y se le afiadié 40 ul de extracto enzimatico. La
actividad fue seguida durante 60 minutos a 50°C, se determiné la liberacion de
azlcares reductores por el método de Miller (1959)*%. La actividad fue expresada
en unidades internacionales (U), considerando como la cantidad de enzima

necesaria para liberar un micromol de glucosa por minuto (ver anexo L.1.).

3.6.1.6. Determinacion de la actividad enzimatica de B-Glucosidasa (EC
3.2.1.21). La actividad glucosidasa se determind segun Bernier & Stutzenberger
(1989)'%. Para la determinacién de la actividad se utilizé 910 pl de salicina 10 mM
en buffer acetato de sodio 0,05 M (pH 4,8) como sustrato y 90 ul de extracto
enzimatico; la actividad fue seguida por 30 minutos a 50°C, mediante la
determinacién de azucares reductores. La actividad fue expresada en unidades
internacionales (U), considerando como la cantidad de enzima necesaria para

liberar un micromol de glucosa por minuto (ver anexo L.1.).

3.6.1.7. Determinacién de la actividad enzimatica de Endo-B-1,4-Xilanasa
(EC 3.2.1.8). La actividad xilanasa fue determinada segtn Berrocal et al. (1997)%,
Se mezcld 990 ul de solucion xilano al 1% (p/v) en buffer acetato de sodio 0,05 M
(pH 4,8) y 10 ul de extracto enzimatico, la actividad fue seguida por 30 minutos a

50°C. La unidad de xilanasa (U) se define como la cantidad de enzima que

% STUTZENBERGER, F. J. Op. cit.

% CERONI, A. & GUTIERREZ-CORREA, M. Produccién de celulasas por hongos: estudios cinéticos en hongos silvestres.
En: Boletin de Lima. 1988. Vol. 55; 13-20 p.

WOMILLER, G. Op. cit.

11 BERNIER, R. & STUTZENBERGER, F. Stabilization of Thermomonospora curvata b-glucosidase by a low molecular
weight intracellular factor. En: Lett. Appl. Microbiol. 1989. Vol. 8; 9-13 p.

192 BERROCAL et. al. Solubilisation and mineralisation of [14C]lignocellulose from wheat straw by Streptomyces cyaneus
CECT 3335 during growth in solid-state fermentation. En: Appl. Microbiol. Biotechnol. 1997. Vol. 48; 379-384 p.

64



produce carbohidratos reductores con un poder reductor correspondiente a 1

micromol de xilosa de xilano por minuto (ver anexo L.2.).

Para el célculo de actividad enzimética se resto los valores obtenidos del blanco,
ya que el extracto enzimatico puede contener azucares. Para cada enzima se
realizaron los respectivos célculos, actividad enzimatica (U/ml), actividad
especifica (AE) (U/g), actividad especifica (U/mg de proteina), productividad
especifica (qp) (U/g.dia) y rendimiento de formacion de proteina por sustrato (Y ps)
(mg/qg), los cuales fueron calculados de acuerdo con las ecuaciones mostradas en

el anexo M.

3.6.1.8. Porcentaje de Humedad. Se peso entre 1 g de sustrato en una caja de
petri seca y previamente tarada. Se seco en estufa a 105°C por 12 horas. Una vez

fria se peso6 y se determiné el porcentaje de humedad (Ver anexo N).

3.6.1.9. pH. Se determiné con un pHmetro de mesa (Hanna). Se tom6 1 g de
muestra y afiadio 10 ml de agua destilada, agitamos durante 1 hora en agitador
magnético y se midié6 el pH, con el equipo previamente calibrado con las

soluciones buffer.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. AISLAMIENTO Y SELECCION DE ACTINOMICETOS DEGRADADORES
DE LIGNOCELULOSA

Se realiz6 aislamiento de 5 muestras (dos de suelo, y de abono como gallinaza,
lombrinaza y bovinaza) del municipio de Ocafa, Norte de Santander. Se aislaron
15 cepas de las muestras de abono y 3 cepas de muestras de suelo. Las colonias
presuntivas de actinomicetos fueron identificadas teniendo en cuenta las
caracteristicas microscépicas y macroscopicas que los diferencia de las bacterias

no filamentosas y los hongos.

Las 18 cepas aisladas fueron evaluadas en su capacidad celulolitica de forma
cualitativa, segun su crecimiento en medio basal salino de Mohagheghi et al.
(1986)'°® a pH 8, con salvado de trigo como Unica fuente de carbono, a
temperatura ambiente y a 37°C, usando un Medio mineral basal de Crawford
(1978)'%* a pH 8, con Carboximetilcelulosa (CMC) y a-celulosa y papel filtro
Whatman No. 1 como fuente de carbono a 37°C. Los resultados del crecimiento

se presentan en la tabla 3.

Se observd que en medio basal salino con salvado de trigo a temperatura
ambiente, 15 cepas no lograron crecimiento y solo 2 cepas lograron un buen
crecimiento, mientras que a 37°C, en 11 cepas no se observé crecimiento y 7

cepas presentaron un muy buen crecimiento.

Las cepas que lograron un buen crecimiento en medio liquido (Medio basal salino,
Mohagheghi et al. (1986)) con salvado de trigo como fuente de carbono fueron
AA8, A03, AO6, AO12, TC1, TC2, LOA.

1% MOHAGHEGHI et al. Op. cit.
104 CRAWFORD, D. L. Op. cit.
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Tabla 3. Capacidad celulolitica cualitativa de las cepas aisladas en medio basal
salino de Mohagheghi et al. (1986) a pH 8, con salvado de trigo como Unica fuente
de carbono y medio mineral basal de Crawford (1978) a pH 8, con CMC, a-
celulosa y papel filtro Whatman No. 1 como fuente de carbono.

MEDIOS de CULTIVO
Medio basal salino R
(Mohagheghi et al., 1986) Medio Mineral Basal (Crawford, 1978)
CEPAS Salvado de trigo (pH 8) Papel a-celulosa CMC
(PH 8) (PH8) (PH8)
Tznr;%?gﬁtt‘ga 37°C 37°C 37°C 37°C
AAl R N.O. R R B
AA4 N.O. N.O. R N.O. B
AA8 N.O. MB R N.O. MB
AO1 N.O. N.O. R B MB
AO2 N.O. N.O. MB B MB
AO3 N.O. MB R MB MB
AO4 B N.O. MB MB
AO6 N.O. MB
AO8 N.O. N.O.
AO10 N.O. N.O. R N.O. MB
AO12 B MB MB MB
AO13 N.O. N.O. B MB
TC1 N.O. MB MB MB MB
TC2 N.O. MB N.O.
TC3 N.O. N.O. N.O.
LO3 N.O. N.O. MB MB
LO4 N.O. MB R N.O. MB
LO5 N.O. N.O. MB B E

MB: Muy buena; B: Buena; R: Regular, E: Escasa, N.O.: No observable.

Fuente: Autora del proyecto.
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En medio mineral basal con papel Whatman No.l, todas las cepas lograron
crecimiento, con 6 cepas presentando un muy buen crecimiento. En a-celulosa
como fuente de carbono, en solo en 3 cepas se observé un muy buen crecimiento.
Y en CMC como fuente de carbono, todas las cepas lograron crecer en el medio, y

10 cepas presentaron un muy buen crecimiento.

Las cepas presentaron un mejor crecimiento en presencia de CMC como fuente
de carbono, ya que es un derivado soluble de celulosa y es mas facil para los
microorganismos metabolizarlo. Con papel Whatman No.1 como se sutrato, se
logré ver crecimiento microbiano, el cual mejor que a-celulosa, ya que este tipo de
sustato presenta una forma mas cristalina de celulosa, y por consiguiente, mas

dificil de utilizar para los microorganismos.

4.2. IDENTIFICACION DE ACTINOMICETOS DEGRADADORES DE
LIGNOCELULOSA

La caracterizacidon macroscoépica de los 18 aislados se realiz6 teniendo en cuenta
color, forma, borde, aspecto, superficie de las colonias, pigmento difusible al
medio, color del haz y del envés, entre otros. Unas colonias presentaron un olor a
suelo humedo, caracteristica representativa de este grupo microbiano por la
capacidad de produccion de geosmina; estas caracteristicas fueron determinantes

para su identificacién como cepas de actinomicetos'®.

Para la caracterizacion microscopica se tuvo en cuenta el tipo de micelio,
vegetativo (fragmentado, no fragmentado) o aéreo (conidias simples, dobles o en
cadenas largas o cortas). Los actinomicetos aislados presentaron filamentos
delgados, ramificados, algunos largos y otros cortos que se fragmentaban en

unidades mas pequefas.

%5 ERANCO C, M. Op. cit. 96 p.
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A continuacion se presenta en la tabla 4, las 18 cepas de actinomicetos con su
descripcion de las caracteristicas macroscopicas crecidas en medio agar para
actinomicetos y las caracteristicas microscopicas en tincion de Gram.

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los actinomicetos descritas
en la tabla 4 fueron comparadas con las caracteristicas descritas por el Manual de

106

determinacion bacteriologica de Bergey (1994) " para comprobar que las cepas

fueran actinomicetos.

4.2.1. Determinacion cualitativa de la actividad celulolitica en fermentacién
en estado soélido. En la tabla 5 se presentan las actividades cualitativas en
fermentacion en estado sélido con salvado de trigo como fuente de carbono de las

18 cepas de actinomicetos.

16 HOLT et al., Op. cit.
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Tabla 4. Descripcién de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las
cepas de actinomicetos degradadores de lignocelulosa

CEPA

CARACTER[STICAS
MACROSCOPICAS

CARACTER]STICAS
MICROSCOPICAS

Actinomiceto AA1

Colonia de superficie lisa,
consistencia blanda, aspecto brillante,
forma elevada convexa, borde

regular, color amarillo, reverso de la
colonia color amarillo.

Cadenas cortas de conidios con
terminacién en curvas, pocos

filamentos. Gram variable.

100x

Actinomiceto AA4

Colonia de superficie lisa,
consistencia dura, aspecto opaca,
forma elevada convexa, borde

irregular, color blanco, reverso de la
colonia color blanco.

<

Conidios sencillos, pocos filamentos.
Gram positiva.

100x

Actinomiceto AA8

Colonia de  superficie  rugosa,
consistencia blanda, aspecto opaca,
forma  plana, borde irregular
filamentoso, color amarillo, reverso de
la colonia color amari

Cadenas cortas de conidios, pocos
filamentos. Gram positiva.
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Actinomiceto AO1

Colonia de superficie rugosa,
consistencia dura, de apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma
elevada convexa, borde irregular

filamentoso, color blanco, reverso de
la colonia color amarillo, presenta un
olor a suelo hiimedo.

Micelio vegetativo no fragmentado,
micelio aéreo fragmentado
presentando cadenas de conidios en
espiral. Gram positiva.

Actinomiceto AO2

Colonia des superficie lisa,
consistencia dura, aspecto opaca,
forma plana, borde regular, color
amarillo, reverso de la colonia de
color amarillo.

Cadena corta de conidios,
filamentos. Gram variable.

pocos

100x

Actinomiceto AO3

Colonia de superficie rugosa,
consistencia dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaco, forma
elevada mamelonada, borde irregular
filamentoso, color amarillo que al
pasar el tiempo se torna blanca,
reverso de la colonia de color
amarillo, presenta un olor a suelo
hiamedo.

Cadenas cortas de conidios, pocos
filamentos. Gram variable.

~100x

Actinomiceto AO4

Colonia de superficie rugosa,
consistencia dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma

Micelio vegetativo no fragmentado,
micelio aéreo fragmentado con
formaciones de conidios en espiral.
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elevada papilar, borde irregular
filamentoso, color blanco, reverso de
la colonia de color amarillo, presenta
un olor a suelo hiumedo.

Gram variable.

100x

Actinomiceto AO6

Colonia de  superficie  rugosa,
consistencia dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma
elevada convexa, borde irregular
filamentoso, color naranja blancuzco,
reverso de la colonia de color
naranja, presenta un olor a suelo

Micelio vegetativo no fragmentado,
micelio aéreo fragmentado con
formaciones de conidios en espiral.
Gram positiva.

himedo.

100x

Actinomiceto AO8

Colonia de
consistencia

superficie
dura,

rugosa,
apariencia

pulverulenta, aspecto opaca, forma
elevada convexa, borde regular, color
blanca, reverso de la colonia de color
amarillo, presenta un olor a suelo

Micelio vegetativo no fragmentado,
micelio aéreo fragmentado con
formaciones de conidios cortas con
terminaciones curvas. Gram positiva.

100x

Actinomiceto AO10

Colonia de superficie rugosa,
consistencia dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma
plana, borde irregular filamentoso,
color crema que al pasar el tiempo se

Micelio fragmentado, con cadenas de
conidios cortas. Gram variable.
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torna blanca, reverso de la colonia de
color amarillo.

40x

Actinomiceto AO12

Colonia de  superficie  rugosa,
consistencia dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma
elevada papilar, borde irregular
festoneado, color amarillo que al
pasar el tiempo se torna blanca,
reverso de la colonia de color café
claro,presenta un olor a suelo
hiamedo.

Micelio vegetativo no fragmentado,
micelio aéreo fragmentado, con
formaciones de espirales y tortuosa.
Gram positiva.

Actinomiceto AO13

Colonia de  superficie  rugosa,
consistencias dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma
elevada mamelonada, borde irregular
filamentosa, color naranja que al
pasar el tiempo se torna gris verdoso,
reverso de la colonia de color verde
azuloso, presenta un olor a suelo
himedo y pigmento difusible al
medio.

Micelio vegetativo no fragmentado,
micelio aéreo fragmentado, Gram
positiva.

100x

Actinomiceto TC1

Colonia de  superficie  rugosa,
consistencia dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma

Micelio vegetativo no fragmentado,
micelio aéreo fragmentado, con
cadenas de conidios curvas y en
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elevada mamelonada, borde irregular
filamentoso, color gris que al pasar el
tiempo se torna blanco, reverso de la
colonia de color negro, presenta un
olor a suelo humedo y pigmento

espirales. Gram positiva.

difusible al medio.

100x

Actinomiceto TC2

Colonia de  superficie  rugosa,
consistencias blanda, aspecto opaca,
forma plana, borde regular, color
blanco amarillento, reverso de la
colonia de color amarillo.

Poco micelio fragmentado, cadenas
cortas de conidios. Gram variable.

100x

Actinomiceto TC3

Colonia de superficie rugosa,
consistencia blanda, aspecto opaca,
forma elevada convexa, borde

irregular filamentosa, color amarillo
crema, reverso de la colonia de color
amarillo.

Micelio vegetativo no fragmentado,
micelio aéreo fragmentado, con
formacion de conidios en espiral y
tortuoso. Gram positiva.

100x

Actinomiceto LO3

Colonia de superficie lisa,
consistencia dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma
elevada convexa, regular, color beige
gue al pasar el tiempo se torna gris
blancuzco, reverso de la colonia de

Micelio vegetativo no fragmentado,

micelio aéreo fragmentado, con
formaciones de conidios en espiral.
Gram positiva.
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color negro, presenta un olor a suelo
hiumedo y pigmento difusible al
medio.

100x

Actinomiceto LO4

Colonia de superficie lisa,
consistencia dura, apariencia
pulverulenta, aspecto opaca, forma
plana, borde irregular filamentosa,
color blanco amarillento que al pasar
el tiempo se torna blanco, reverso de
la colonia de color amarillo.

Micelio muy fragmentado, cadenas
cortas de conidios. Gram variable.

100x

Actinomiceto LO5

Colonia de superficie lisa,
consistencia blanda, aspecto opaca,
forma plana, borde regular, color

blanco, reverso de la colonia de color
amarillo.

Micelio muy fragmentado, cadenas
corta de conidios. Gram positiva.

100x

Fuente: Autora del proyecto.
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Tabla 5. Actividades celuloliticas cualitativa en fermentacién en estado soélido de

los actinomicetos degradadores de lignocelulosa.

MEDIO DE CULTIVO

CEPAS Medio basal salino (MBS) (Mohagheghi et al., 1986)
Salvado de trigo (pH 7) a 37°C
Actinomiceto AA1 B
Actinomiceto AA4 N.O.
Actinomiceto AA8 R
Actinomiceto A0l R
Actinomiceto A02 N.O.
Actinomiceto A03 R
Actinomiceto A04 N.O.
Actinomiceto A06 R
Actinomiceto A08 R
Actinomiceto A010 N.O.
Actinomiceto A012 B
Actinomiceto A013 R
Actinomiceto TC1 B
Actinomiceto TC2 R
Actinomiceto TC3 R
Actinomiceto LO3 B
Actinomiceto LO4 B
Actinomiceto LO5 B

Fuente: Autora del proyecto.

MB: Muy buena; B: Buena; R: Regular, E: Escasa, N.O.: No observable.

De las 18 cepas analizadas, 14 cepas de actinomicetos lograron crecer por
fermentacion en estado sélido, 8 presentaron un crecimiento regular y 6 cepas,
AAl, AO12, TC1, LO3, LO4, LO5, lograron un buen crecimiento.

Para las pruebas cuantitativas de fermentacion en estado solido, se seleccioné la

cepa AO12, ya que presentd un buen crecimiento en la fermentacién en estado
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sélido (Ver figura 11). Esta cepa presentd un muy buen crecimiento en el medio
basal salino con salvado de trigo como fuente de carbono y en el medio mineral

basal con papel Whatman No. 1 y CMC como fuente de carbono.

Figura 11. Crecimiento de Streptomyces sp. AO12 en fermentacion en estado

solido.

Fuente: Autora del proyecto.

La cepa selecciona AO12 fue identificada a nivel de género como Streptomyces
sp., para su identificacion se evalué su comportamiento metabdlico mediante la
valoracion por pruebas bioquimica (anexo O). La identificacion de la cepa se
realiz6 de acuerdo con el Manual de Sistematica Bacteriolégica de Bergey*”’
teniendo en cuenta las pruebas bioquimicas y las caracteristicas macroscoépicas y

microscopicas del microorganismo.

El género Streptomyces, es catalasa positiva, presenta movilidad positiva, es
Gram positiva, presenta caracteristicas como la fragmentacién del micelio aéreo y
la formacion de cadenas de conidias en forma de cocos o bacilos en disposicion

de espiral.

17 HOLT et al. 1989. Bergey's Manual of Systematic Bacterology. Vol. 4. Baltimore, USA: William & Wilkins, 1989.
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4.3. PRUEBAS DE FERMENTACION SOBRE SUSTRATO SOLIDO (FSS)

4.3.1. Determinacion cuantitativa de la actividad celulolitica y xilanasa en
fermentacién en estado soélido. Se determiné la actividad enzimatica de Endo-B-
1,4-Glucanasa, Exo0-B-1,4-Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-Xilanasa en
fermentacion en estado soélido durante un tiempo de 10 dias, utilizando como
sustrato salvado de trigo, bagazo de cafia y raquis de palma, a la cepa de
actinomicetos Streptomyces sp. AO12. El medio de cultivo y las condiciones

iniciales del proceso fermentativo se encuentran en el anexo E.

4.3.1.1. Fermentacién utilizando como sustrato salvado de trigo. En las
Figuras 12 y 13 se muestran los azucares reductores, proteina extracelular, pH,
porcentaje de humedad y las actividades enzimaticas de Endo-f-1,4-Glucanasa,
Exo-B-1,4-Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-Xilanasa para Streptomyces
sp. AO12, durante un tiempo de 10 dias empleando como sustrato salvado de
trigo. En el anexo P se presentan las tablas de valores de las figuras

anteriormente mencionadas.
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Figura 12. Cinética de Fermentacion de Streptomyces sp. AO12 empleando como
sustrato salvado de trigo, a 37°C y pH 7.
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Fuente: Autora del proyecto.

Figura 13. Cinética de Biosintesis de Endo-p-1,4-Glucanasa, Exo-Bp-1,4-
Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-Xilanasa por Streptomyces sp. AO12
empleando como sustrato salvado de trigo, a 37°C y pH 7.
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Fuente: Autora del proyecto.
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En la Figura 12, se observa que la proteina extracelular aumenta durante 10 dias
de fermentacion alcanzando un valor de 77,3 (mg/ml). Los azucares reductores
presentan un maximo de 24,9 (g/L) a los 5 dias, y hay una reduccion a los 10 dias
de fermentacién, sugiriendo que los microorganismos consumieron el azucar libre
contenido en el sustrato durante la primera fase de crecimiento. Se muestran
también las variaciones de pH durante el cultivo, el cual se redujo durante los 10
dias de fermentacién presentandose un minimo de 6,3 debido a la posible
liberacion de acidos organicos durante el crecimiento del microorganismo. El
porcentaje de humedad se redujo hasta un valor de 69,7%, probabalmente debido

a la evaporacion del agua contenida en el medio durante la incubacion.

En la Figura 13 se puede observar que la actividad de la enzima endoglucanasa
excretada por Streptomyces sp. AO12 aumentd durante los 10 dias de cultivo,
presentando un valor maximo de 1,3 (U/ml). Por otro lado, las enzimas
exoglucanasa, B-glucosidasa y endoxilanasa, presentaron un maximo a los 5 dias
de fermentacion, alcanzando valores de 0,1 (U/ml), 0,12 (U/ml) y 7,9 (U/ml),
respectivamente, para luego disminuir su actividad drasticamente. De las cuatro
enzimas, la que presentd mayor actividad fue la endoxilanasa, mientras que las
enzimas que presentaron la mas baja actividad fueron la exoglucanasa y [-
glucosidasa. Esta alta produccion de endoxilanasa en salvado de trigo puede ser
debido a los bajos contenidos de lignina y silice que presenta este sustrato soélido,
el cual ha sido reportado como un sustrato adecuado para la produccién de

xilanasas y para los microorganismos usados en este estudio®® 1%,

El comportamiento de los azlcares reductores concordaron con las actividades
expresadas de exoglucanasa, p-glucosidasa y endoxilanasa, las cuales

presentaron un maximo a los 5 dias de fermentacion, con una disminucién a los

1% GUPTA, U & KAR, R Optimization and scale up of cellulase free endo xylanase production by solid state fermentation on

corn cob and by immobilized cells of a thermotolerant bacterial isolate. En: Jordan Journal of Biological Sciences. 2008. Vol.
1, No. 3; 131 p.
1% KUMAR et. al. 2012. Op. cit., p. 172.
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10 dias, los cual podria deberse a una reduccién de humedad en el medio sélido o

por la caida del pH.

4.3.1.2. Fermentacion utilizando como sustrato bagazo de cafia. Las figuras
14 y 15 muestran el comportamiento de Streptomyces sp. AO12 para un periodo
fermentativo de 10 dias utilizando bagazo de cafia como sustrato lignoceluldsico.
En el anexo Q, se presentan las tablas de valores de las figuras antes

mencionadas.

Figura 14. Cinética de Fermentacion en Sustrato sélido de Streptomyces sp.
AO12 empleando como sustrato bagazo de cafia, a 37°Cy pH 7.

75 9 08 0,07 [ 850
- F 80,0
70 1 0.7 0,06
= 75,0
0.6 0052 ’
—~ 5=
6.5 15, 2700
0.3 ot
g 0.04§ L 0‘5_0%
60 15 04 g e
o, 3 SLg =
2 0,035 [ 600 =
P EE 1
=03 ——pH = =
5.5 4 S H 530 ‘09.
ﬁ —8—%Humedad 0.02%
T 02 - =
0, &+ 500
50 - == Azlcares - 0.01
0.1 - . - L 45
—#—Proteina 43.0
4.5 4 0.0 T 0,00 40,0
0 5 10

Tiempo (dias)
Fuente: Autora del proyecto.
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Figura 15. Cinética de Biosintesis de Endo-p-1,4-Glucanasa, Exo-B-1,4-
Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-Xilanasa para Streptomyces sp. AO12
empleando como sustrato bagazo de cafia, a 37°C y pH 7.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 14 se observa un aumento de azucares reductores durante los 10 dias
de fermentacion presentando un valor maximo de 0,7 (g/L). La proteina
extracelular también presenta un aumento durante los 10 dias de fermentacion, y
presenta un valor maximo de 0,07 (mg/ml). EI pH baja a 5 a los 5 dias de
fermentacion, manteniéndose igual a los 10 dias. Esto se debe posiblemente a la
produccion de acidos organicos durante la fermentacion. El porcentaje de
humedad baja hasta 54,1%, posiblemente como consecuencia de la evaporacion

del agua durante la fermentacion.

En la figura 15, se presenta un aumento de activididad enzimatica de
exoglucanasa presenta durante los 5 primeros dias de fermentacién, alcanzando
un valor maximo de 0,01 (U/ml). Los valores de actividad enzimatica de

endoglucanasa, B-glucosidasa y endoxilanasa aumentaron durante los 10 dias de
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fermentacion, presentando valores maximos de 0,05 (U/ml), 0,006 (U/ml) y 0,02
(U/ml), respectivamente. Las actividad de las enzimas endoglucanasa, [-
glucosidasa y endoxilanasa concuerdan con los valores de azUcares reductores y
proteina extracelular que aumentan durante los 10 dias de fermentacion, mientras
gue las actividades enziméticas no se vieron afectadas por la reduccion de pH, ni
de humedad. La enzima endoglucanasa es la que presentdé mayor actividad y la
enzima B-glucosidasa es la que presentd menor actividad enzimatica. Una posible
razon de las bajas actividades enzimaticas presentadas en el bagazo de cafia se
deba a que es un residuo con una alta porosidad, lo que provoca que haya muy
poca agua disponible para el microorganismo®°. Ademas, es un residuo que
posee un porcentaje mas alto de lignina, lo cual hace mas dificil su potencial de
biodegradacion® .

4.3.1.3. Fermentacion utilizando como sustrato raquis de palma. En las figuras
16 y 17, se muestran los azucares reductores, proteina extracelular, pH,
porcentaje de humedad y las actividades enziméticas de Endo-B-1,4-Glucanasa,
Exo-B-1,4-Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-Xilanasa para Streptomyces
sp. AO12, durante un tiempo de 10 dias empleando como sustrato raquis de
palma. Y en el anexo R se presentan las tablas de valores de las figuras

anteriormente mencionadas.

10 GAITAN B, D. M. & PEREZ P, L. T. Aislamiento y evaluacién de microorganismos celuloliticos a partir de residuos

vegetales frescos y en compost generados en un cultivo de crisantemo (Dendranthema grandiflora). Bogota, 2007, 114 p.
Trabajo de grado (Microbiologia Industrial). Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias.
! PEREIRA, H. X. | & ALBARRACIN, C. J. D. Op. cit., p. 82.
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Figura 16. Cinética de Fermentacion para Streptomyces sp. AO12 empleando
como sustrato raquis de palma, a 37°Cy pH 7.
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Fuente: Autora del proyecto.

Figura 17. Cinética de Biosintesis de Endo-p-1,4-Glucanasa, Exo-p-1,4-
Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-Xilanasa para Streptomyces sp. AO12
empleando como sustrato raquis de palma, a 37°Cy pH 7.
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En la figura 16, la proteina extracelular aumenta durante los 10 dias de
fermentacion, presentando un maximo de 0,2 (mg/ml). Los azlcares reductores
también presentan un aumento durante los 10 dias de fermentacion con un
maximo de 0,9 (g/L). El pH disminuye durante los 10 dias de fermentacion,
observandose un minimo de 5,8. Esto es debido posiblemente a la liberacion de
acidos organicos por el crecimiento del microorganismo. El porcentaje de
humedad baja durante los 10 dias de fermentacién, presentando un valor minimo

de 45,7%, debido a la evaporacion de agua.

En la figura 17, la enzima exoglucanasa presenta un aumento de su actividad
enzimatica durante los primero 5 dias de fermentacion, con un maximo de 0,01
(U/ml) y una disminucion posterior a los 10 dias. En la actividad enzimatica de
endoglucanasa se observdé un aumento sostenido durante los 10 dias de
fermentacion, con un maximo de 0,04 (U/ml), mientras que la actividad enzimatica
de B-glucosidasa presenta un maximo a los 10 dias de fermentacién alcanzando
un valor de 0,006 (U/ml). En la enzima endoxilanasa, se observé un aumento de
su actividad durante los 10 dias de fermentacion, presentando un valor maximo de
0,8 (U/ml). Las actividades de las enzimas endoglucanasa, B-glucosidasa Yy
endoxilanasa concuerdan con los valores de azlcares reductores y proteina
extracelular, y no se vieron afectadas por la reduccion de pH ni de humedad. El
raquis de palma es el sustrato que contiene mas lignina de los 3 residuos
utilizados, presentando hasta un 48 % de lignina™? haciendo mas dificil la
degradacion de celulosa y hemicelulosa. La enzima con mayor actividad

enzimatica fue la endoxilanasa, y la de menor actividad fue la B-glucosidasa.

12 AMARIS et al. Op. cit., p. 52.
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Figura 18. Endo-B-1,4-Glucanasa. Actividad especifica (AE) (U/g de sustrato) a
los 5 y 10 dias de fermentacion en estado solido para Streptomyces sp. AO12 en
salvado de trigo, bagazo de cafia y raquis de palma.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 18 se presenta la actividad especifica de la enzima endo-B-1,4-
Glucanasa en salvado de trigo, bagazo de cafa y raquis de palma como sustratos.
Se puede observar que la actividad especifica de la enzima endoglucanasa en el
sustrato salvado de trigo presenta un gran aumento que llega a un maximo de
(6,9 U/g de sustrato) de sustrato a los 10 dias de fermentacidén, mientras que en el
sustrato bagazo de cafia se observa un pequefio aumento durante los 10 dias de
fermentacion, con un valor maximo de 0,4 (U/g de sustrato), en el sustrato raquis
de palma, también se presenta un pequefio aumento durante los 10 dias de

fermentacion, presentando un maximo de 0,2 (U/g de sustrato).

En el sustrato salvado de trigo se observan valores de actividad especifica para la
enzima endoglucanasa muy altos con respecto a los otros dos sustratos, seguido
del sustrato bagazo de cafa y el raquis de palma que es el sustrato que presenta

menores actividades especificas, debido a que los residuos bagazo de cafa y
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raquis de palma contienen mas contenido de lignina que el salvado de trigo,

113 114 115

haciendo mas dificil acceder a la celulosa (ver anexos A, By C).

Figura 19. Exo-B-1,4-Glucanasa. Actividad especifica (AE) (U/g de sustrato) a los
5y 10 dias de fermentacién en estado solido para Streptomyces sp. AO12 en
salvado de trigo, bagazo de cafia y raquis de palma.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 19, se presenta la actividad especifica de la enzima exo-p-1,4-
Glucanasa en salvado de trigo, bagazo de cafa y raquis de palma como sustratos.
Se puede observar una actividad especifica de exoglucanasa en el sustrato
salvado de trigo presentando un maximo de 0,7 (U/g de sustrato) a los 5 dias de
fermentacion y una disminucion a los 10 dias. En el sustrato bagazo de cafia se
presenta un leve aumento de actividad especifica con un maximo de 0,1 (U/g de
sustrato) a los 5 dias de fermentacion. En el sustrato raquis de palma se observa
un leve aumento de la actividad especifica durante los 5 primeros dias de

fermentacion con un maximo de 0,1 (U/g de sustrato). Se presentaron mayores

"3 El mundo de las plantas. Propiedades del salvado de trigo. Op. cit.

14 PEREIRA, H. X. I. & ALBARRACIN, C. J. D. Op. cit.
5 AMARIS et al. Op cit.
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valores de actividad especifica para el sustrato salvado de trigo, con respecto al
sustrato bagazo de cafia y raquis de palma, los cuales muestran actividades
menores, observandose el menor valor a los 10 dias de fermentacién en bagazo

de cafa.

Figura 20. B-Glucosidasa. Actividad especifica (AE) (U/g de sustrato) a los 5y 10
dias de fermentacién en estado sélido para Streptomyces sp. AO12 en salvado de
trigo, bagazo de cafia 'y raquis de palma.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 20, se presenta la actividad especifica de la enzima B-glucosidasa en
salvado de trigo, bagazo de cafia y raquis de palma como sustratos. Se puede
observar que la actividad especifica en el sustrato salvado de trigo alcanza un
valor maximo de 0,8 (U/g de sustrato) a los 5 dias de fermentacién. La actividad
especifica en el sustrato bagazo de cafa present6 valores bajos durante los 10
dias de fermentacién, observandose un maximo de 0,05 (U/g de sustrato) a los 10
dias de fermentacion. En el sustrato raquis de palma se presenta un leve aumento
a los 5 dias de fermentacion de 0,04 (U/g de sustrato), manteniéndose la misma
actividad a los 10 dias de fermentacion. Se presentan mayores actividades
especificas en el salvado de trigo, comparado con el bagazo de cafia y raquis de

palma.
88



Figura 21. Endo-B-1,4-Xilanasa. Actividad especifica (AE) (U/g de sustrato) a los 5
y 10 dias de fermentacion en estado solido para Streptomyces sp. AO12 en
salvado de trigo, bagazo de cafiay raquis de palma.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 21, se presenta la actividad especifica de la enzima endo-B-1,4-
Xilanasa en salvado de trigo, bagazo de cafia y raquis de palma como sustratos.
Se observa que la actividad especifica de endoxilanasa, en el sustrato salvado de
trigo presenta un aumento de actividad durante los 5 primeros dias de
fermentacion, logrando un maximo de 47,9 (U/g de sustrato), disminuyendo
drasticamente a los 10 dias de fermentacion. En el sustrato bagazo de cafia, se
presenta un leve aumento de actividad especifica durante los 10 dias de
fermentacion, alcanzando un méximo de 0,2 (U/g de sustrato). En el sustrato
raquis de palma se presenta un aumento de la actividad especifica durante los 10
dias, presentandose un maximo de 4,4 (U/g de sustrato). Se observa una mayor
actividad especifica en el sustrato salvado de trigo, seguido de raquis de palma 'y

con menor actividad especifica se presenta el sustrato bagazo de cafa.
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La reduccion en la actividad especifica de endoxilanasa después de los 5 dias de

fermentacion en salvado de trigo, puede ser por que la glucosa y la celobiosa

inhiben la actividad enzimatica*®, o la reduccién en la produccién de endoxilanasa

después del periodo 6ptimo probablemente es debido al agotamiento de nutrientes

disponibles para los microorganismos™’.

Tabla 6. Valores maximos de actividad especifica (U/g de sustrato), actividad
especifica (U/mg de proteina), productividad especifica (U/g de sustrato - dia) y
rendimiento de formacion de proteina por sustrato (mg de proteina/g de sustrato),
obtenidas para Streptomyces sp. AO12 utilizando salvado de trigo, bagazo de
cafia y raquis de palma.

ACTIVIDAD ACTIVIDAD DREEFNIODIIQI\l/\l/:iggN

ENZIMA SUSTRATO ES(PUE/g A ES(E/EY%"E'SA ESPECIFICA ?@3 oo ZTJ%TFERIX'TAO

sustrato) proteina) de sustrato - dia) (mg de proteina/g

de sustrato)

Salvado de trigo 6,9 0,09 0,8 0,99
Endo-B-1,4-Glucanasa Bagazo de cafia 0,4 0,66 0,05 0,28
Raquis de palma 0,2 0,28 0,03 0,48
Salvado de trigo 0,7 0,02 0,1 0,55
Exo-B-1,4-Glucanasa Bagazo de cafia 0,1 0,33 0,03 0,20
Raquis de palma 0,1 0,14 0,02 0,19
Salvado de trigo 0,8 0,22 0,1 0,36
B-Glucosidasa Bagazo de cafia 0,05 0,14 0,008 0,06
Raquis de palma 0,04 0,06 0,008 0,29
Salvado de trigo 47,9 0,32 9,6 1,22
Endo-B-1,4-Xilanasa Bagazo de cafia 0,2 0,47 0,02 0,09
Raquis de palma 4,4 1,41 0,7 1,47

Fuente: Autora del proyecto.

" RODRIGUEZ G, I. & PINEROS C, Y. Op. cit. 35-42 p.
T GUPTA, U & KAR, R Op. cit. 129-134 p.
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Figura 22. Valores maximos de actividad especifica (AE) (U/g de sustrato),
obtenidas para Streptomyces sp. AO12 utilizando salvado de trigo, bagazo de
cafa y raquis de palma.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 22, se observan los valores maximos de actividad especifica (AE) en
los tres sustratos utilizados. La enzima endoxilanasa presenta una alta actividad
especifica (47,9 U/g de sustrato) en el sustrato salvado de trigo comparada con las
enzimas endoglucanasa, exoglucanasa y [-glucosidasa, de igual manera, en el
sustrato raquis de palma se presenta la enzima endoxilanasa con mayor actividad
comparadas con las otras enzimas. Estos resultados concuerdan con los trabajos
de Rodriguez & Pifieros, (2007), donde utilizan racimos de palma de aceite en
fermentacién en estado sélido con Trichoderma viride®. A su vez, Stalin et al.
(2012), utilizaron una mezcla de residuos lignocelulésicos con Streptomyces sp**°
y Song & Wei, (2012), llevarona cabo la fermentaciéon de bagazo en cultivo
sumergido con el actinomiceto Cellulosimicrobium cellulans*?°, donde se observa

la actividad xilanasa bastante predominante sobre las actividades celulasas.

"8 RODRIGUEZ G, I. & PINEROS C, Y. Op. cit. 35-42 p.
9 STALIN et al. Op.cit. 258-262 p.
120 SONG, J. M. & WEI, D. Z. Op. cit., 1930-1934 p.
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Las cuatro enzimas presentaron mayor actividad especifica en el sustrato salvado
de trigo comparado con los otros dos sustratos, y se presenta una alta actividad
especifica de la enzima endoxilanasa en salvado de trigo. Este resultado fue
obteniedo también por Kamble & Jadhav, (2012), quienes evaluaron la enzima
endoxilanasa en fermentacion en estado so6lido con diferentes sustratos
lignoceluldsicos con el actinomiceto Cellulosimicrobium sp., resultando el salvado
de trigo como el mejor sustrato para la produccion de la enzima endoxilanasa con
actividad especifica de 1,09 (U/g de sustrato)'**. Kumar et al. (2012) también
obtuvieron el salvado de trigo como el mejor sustrato para la produccion de
endoxilanasa en condiciones sumergidas con Streptomyces sp., con una actividad
especifica de 303,33 (U/mg de proteina)*?®. Esto se debe a que el salvado de trigo
contiene xilano y proteina, que sirve como una buena fuente de carbono y un
nutriente completo conteniendo varios azlcares solubles y nitrogeno para los
microorganismos*?%. Por otro lado, debido a que el salvado de trigo es el sustrato
que contiene menos cantidad de lignina, lo hace mas facil para el microorganismo
obtener glucosa y xilosa del residuo®*. Debido a la abundancia y la renovabilidad
del salvado de trigo, este puede ser un buen sustrato y un soporte de estado
sélido para la produccion de xilanasas. Lorea, (2008), en fermentacion en estado
sélido presenta actividades especificas con bagazo de cafia, utilizando Pleurotus
ostreatus, observandose una actividad especifica de endoxilanasa de 5,79 (U/g de

sustrato)*?

, siendo esta mayor que la obtenida en el presente trabajo. Esto se
debe esencialmente a que los Basidiomycetos producen de manera constitutiva

mayores niveles las enzimas degradadoras de lignocelulésicos que los

2L KAMBLE, R. D. & JADHAV, A. R. Optimization and scale up of cellulase-free xylanase production in solid state
fermentation on wheat bran by Cellulosimicrobium sp. MTCC 10645. En: Jordan Journal of Biological Sciences. 2012. Vol. 5,
No. 4. 289-294 p.

122 KUMAR et al. 2012. Op. cit.

128 KAMBLE, R. D. & JADHAV, A. R. Op. cit.289-294 p.

124 KUMAR et al. 2012. Op. cit.

25 | OERA. C, O. Efecto de la tipificacién del bagazo de cafia sobre el perfil de produccién de enzimas lignoceluloliticas de
Pleurotus ostreatus. 2008. 151 h. Tesis Doctoral (Doctor en Biotecnologia). Universidad Autdbnoma Metropolitana. Unidad
Iztapalapa. México.
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actinomicetes. En otros trabajos con actinomicetos en fermentacion en estado
sélido, pero utilizando otros residuos diferentes a los evaluados en el presente

trabajo también se obtuvieron altas actividades.

En la tabla 7, se presenta la comparacion de los valores de actividad enzimatica y

actividades especificas en el presente trabajo con otros trabajos realizados.

En el sustrato bagazo de cafia, la actividad especifica mas alta se present6 en la
enzima endoglucanasa, con una actividad especifica de endoxilanasa mas baja
comparadas con los otros residuos, debido posiblemente a la composicion del
residuo en lignina, celulosa y xilano, asi como su porosidad, todo lo cual afect6 la
produccion de proteina. En la tabla 6 se presentan los valores maximos de

actividad especifica en los tres sustratos.

En los tres sustratos analizados en el presente trabajo, la enzima celulasa que
presentd mayor actividad especifica fue la enzima endoglucanasa, seguida de la
enzima exoglucanasa en bagazo de cafa y raquis de palma, excepto en salvado
de trigo que fue la enzima glucosidasa. La presencia de la B-glucosidasa evita la
inhibicion de las otras dos enzimas, su accion enzimatica, por tanto, es
ventajosa’?®. Posiblemente esta sea la razén por la que dan mayores actividades
en salvado de trigo que en los otros residuos; ademas, el salvado de trigo contiene

menor cantidad de lignina, hemicelulosa y celulosa.

126 RAMIREZ, P. & COHA, J. M. Op. cit. 67-77 p.
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Tabla 7. Comparacion de actividades especifica (U/mg de proteina) y actividades
especificas (U/g) obtenidas por otros autores.

Endo-B-1,4-Glucanasa

éA‘SCPTEI\(/:II?Z'IA(g_\ ACTIVIDAD
SUSTRATO (Ulmg de ESPECIFICA MICROORGANISMO REFERENCIA
? (U/g)
proteina)
Fermentacion sobre sustrato sélido

Salvado de trigo 0,09 6,9 En el presente
Bagazo de cafa 0,66 0,4 Streptomyces sp. AO12 tra?ba'o
Raquis de palma 0,28 0,2 !

Exo-B-1,4-Glucanasa
Fermentacién sobre sustrato sélido

Salvado de trigo 0,02 0.7 En el presente
Bagazo de cafia 0,33 0,1 Streptomyces sp. AO12 trrfba‘o
Raquis de palma 0,14 0,1 J

B-Glucosidasa
Fermentacién sobre sustrato sélido

Salvado de trigo 0,22 0.8 En el presente
Bagazo de carfia 0,14 0,05 Streptomyces sp. AO12 trapba'o
Raquis de palma 0,06 0,04 !

Endo-B-1,4-Xilanasa
Fermentacién sobre sustrato sélido

Salvado de trigo 0,32 47,9 En el presente

Bagazo de cafia 0,47 0,2 Streptomyces sp. AO12 tre{)ba'o

Raquis de palma 1,41 4.4 !

Salvado de trigo - 1,091 Cellulosimicrobium sp. Kamb'(‘;g‘lg?dha"'

Bagazo de cafia - 5,79 Pleurotus ostreatus Loera, (2008)
Fermentacién liquida

Salvado de trigo | 303,33 \ - | Streptomyces sp. | Kumar et al., (2012)

Fuente: Autora del proyecto.
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Figura 23. Valores méaximos de actividad especifica (U/mg de proteina),
obtenidas para Streptomyces sp. AO12 utilizando salvado de trigo, bagazo de
cafa y raquis de palma.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 23, se presentan los valores maximos de actividad especifica (U/mg
de proteina) de las cuatro enzimas en los tres sustratos utilizados. Se observa una
mayor actividad especifica de endoxilanasa de 1,41 (U/mg de proteina) en el
residuo raquis de palma, seguida de la actividad especifica de endoglucanasa de
0,66 (U/mg de proteina) en bagazo de cafia, la enzima exoglucanasa en el
sustrato salvado de trigo fue la que presenté menor actividad especifica con 0,02
(U/mg de proteina). En general, el residuo salvado de trigo fue el que presento
menores actividades especificas de las cuatro enzimas, seguido del residuo raquis
de palma. En el residuo salvado de trigo y raquis de palma, la enzima
endoxilanasa es la que presenta mayor actividad especifica, a diferencia del
residuos bagazo de cafa, que es la endoglucanasa la que presenta mayor

actividad.

Kumar et al, (2012), presenta una actividad especifica 303,33 (U/mg de proteina)

de la endoxilanasa en fermentacion liquida con salvado de trigo como sustrato con
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Streptomyces sp., siendo esta mucho mayor que las obtenidas en el presente

trabajo?’.

Figura 24. Valores maximos de productividad especifica (qp) (U/g de sustrato -
dia), obtenidas para Streptomyces sp. AO12 utilizando salvado de trigo, bagazo de
cafa y raquis de palma.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 24, se presentan los valores maximos de productividad especifica (qp)
de las cuatro enzimas en los tres residuos utilizados. Se observa una mayor
productividad especifica de endoxilanasa de 9,6 (U/g de sustrato - dia) en salvado
de trigo, seguida de endoglucanasa en salvado de trigo con una productividad
especifica de 0,8 (U/g de sustrato - dia) y una productividad especifica de
endoxilanasa en raquis de palma de 0,7 (U/g de sustrato - dia). Las cuatro
enzimas presentan una mejor productividad especifica en el sustrato salvado de

trigo, presentandose productividades especificas mas bajas en el sustrato bagazo

27 Kumar et al, 2012. Op. cit.
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de cafla, como en raquis. Se observa en raquis de palma la tercera mejor
productividad especifica en endoxilanasa, la cual es 13.7 veces menor que la
productividad especifica de endoxilanasa en salvado de trigo. En la tabla 6 se

presentan los valores maximos de productividad especifica en los tres sustratos.

Teniendo en cuenta que la productividad especifica (qp) es el parametro cinético
adecuado para evaluar o comparar la capacidad de la cepa para producir un
determinado metabolito, al comparar los resultados obtenidos utilizando salvado
de trigo, bagazo de cafia y raquis de palma, es de destacar que se obtuvieron
mayores valores de actividad especifica y productividad especifica para la enzima
endoxilanasa. Se observo que las productividades mas altas se presentan en el
residuo salvado de trigo, esto posiblemente se deba a las diferencias en la
composicién quimica (menor contenido de lignina) y factores fisicos (porosidad del
sustrato) que pueden favorecer la producciéon de estas enzimas (ver anexos
A,B,C).

Los aspectos mencionados anteriormente nos indican que la produccion de estas

enzimas por bacterias filamentosas es altamente dependiente de la composicion

del sustrato.
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Figura 25. Valores maximos de rendimiento de formacion de proteina por sustrato
(Yps) (mg de proteina/g de sustrato), obtenidas para Streptomyces sp. AO12 en
salvado de trigo, bagazo de cana y raquis de palma.
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Fuente: Autora del proyecto.

En la figura 25, se presenta los valores maximos de rendimiento de formacion de
proteina por sustrato (Yys). Se observa un rendimiento de formacion de proteina
por sustrato (Yps) en el sustrato salvado de trigo un mayor Yys en la enzima
endoxilanasa con 1,22 (mg de proteina/g de sustrato), seguido de la enzima
endoglucanasa con 0,99 (mg de proteina/g de sustrato), la enzima que presenta
menor Yy es la enzima B-glucosidasa. En el sustrato bagazo de cafia, las cuatro
enzimas presentan bajos valores de Yps, observandose un mayor Yys de la
enzima endoglucanasa con 0,28 (mg de proteina/g de sustratol, seguida de la
enzima exoglucanasa con 0,20 (mg de proteina/g de sustrato). En el sustrato
raquis de palma, se observa un mayor valor de Y5 para la enzima endoxilanasa
con 1,47 (mg de proteina/g de sustrato), seguida de la enzima endoglucanasa con
0,48 (mg de proteina/g de sustrato). En la tabla 6, se presentan los valores
maximos de rendimiento de formacion de proteina por sustrato en los tres residuos

utilizados.
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El sustrato que presenta mayor rendimiento de formacion de proteina por sustrato
(Yups) es el salvado de trigo, seguido del sustrato raquis de palma, observandose
que el sustrato bagazo de cafia es el residuo que presenta menores valores de
Yps comparado con los otros dos residuos. Esto se debe posiblemente a la
composicion de los residuos en lignina hemicelulosa y celulosa. Hay que
considerar que la susceptibilidad de la celulosa a la hidrdlisis enzimatica esta
afectada significativamente por los rasgos estructurales de los materiales
celulésicos, que incluyen: grado de acumulacion de agua, orden molecular,
contenido de material asociado como la lignina, estructura capilar de las fibras de
celulosa, area superficial, ademas del rasgo sugerido como el mas importante:

cristalinidad*?®.

En general, la endoxilanasa fue bastante predominante sobre las celulasas, la
degradacion de xilano fue superior que la celulosa, los microorganismos con alta
actividad xilanasa y baja actividad celulasa pueden ser utiles para el
bioblagueamiento en la industria del papel, para no perder la celulosa durante el

tratamiento*?°,

128 GAITAN B, D. M. & PEREZ P, L. T. Op. cit.
12 GUPTA, U & KAR, R Op. cit. 129-134 p.

99



5. CONCLUSIONES

Se encontraron actinomicetos autoctonos degradadores de lignocelulosa en
muestras de suelo, gallinaza, lombrinaza y bovinaza del municipio de Ocafa,

Norte de Santander.

Se observé que la cepa aislada Streptomyces sp. AO12 presentdé un mejor
crecimiento cualitativo en medios sumergidos con diferentes tipos de celulosa y
salvado de trigo; y en fermentacion en estado solido con salvado de trigo como

fuente de carbono.

Se observd con la cepa Streptomyces sp. AO12 la produccién de las enzimas
endo-B-1,4-xilanasa, endo-p-1,4-glucanasa, exo-p-1,4-glucanasa y B-glucosidasa,
durante la fermentacion sobre sustrato solido de salvado de trigo, bagazo de cafa

y raquis de palma.

La actividad enzimatica de endo-B-1,4-xilanasa fue predominante sobre las
actividades de endo-p-1,4-glucanasa, exo-B-1,4-glucanasa y [-glucosidasa
cuando se utilizé salvado de trigo y raquis de palma como fuente de carbono en

fermentacion en estado sélido.
La actividad enzimatica de endo-B-1,4-glucanasa fue predominante sobre las
actividades de endo-B-1,4-xilanasa, exo-B-1,4-glucanasa y [-glucosidasa en

bagazo de cafia como fuente de carbono en fermentacion en estado sélido.

El salvado de trigo fue el mejor sustrato para la produccién de las enzimas endo-[3-

1,4-xilanasa, endo-B-1,4-glucanasa, exo-B-1,4-glucanasa y B-glucosidasa.
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Las actividades enzimaticas de endo-3-1,4-xilanasa, endo-B-1,4-glucanasa, exo-f3-
1,4-glucanasa y B-glucosidasa, variaron significativamente dependiendo de los
sustratos lignoceluldsicos utilizados como fuente de carbono. Esto se dede a que
varian en caracteristicas como grado de acumulacion de agua, orden molecular,
contenido de material asociado como la lignina, estructura capilar de las fibras de

celulosa, area superficial, y el mas importante: cristalinidad.

El salvado de trigo fue el sustrato que presenté mayores valores de rendimiento de

formacion de proteina por sustrato (Yyys).

La enzima endo-B-1,4-xilanasa presentd los mejores valores de actividad
especifica (AE), productividad especifica (gp) y rendimiento de formacion de
proteina por sustrato (Yps) para Streptomyces sp. AO12 en fermentacion en

estado solido con salvado de trigo y raquis de palma como fuente de carbono.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar la variaciéon de los factores ambientales que afectan la
degradacion de la lignocelulosa como nitrogeno disponible, la temperatura,
aireacion, humedad, y pH, sobre el crecimiento y la produccién de las enzimas
endo-B-1,4-xilanasa, endo--1,4-glucanasa, exo-B-1,4-glucanasa y B-glucosidasa,

en actinomicetos durante la fermentacion sobre sustrato sélido.

Se recomienda evaluar el efecto de las diferentes sales (cloruro de amonio, nitrato
de sodio, nitrato de amonio) en el medio de cultivo, usando otros medios basales
salinos para la obtencién de enzimas endo-p-1,4-xilanasa, endo-B-1,4-glucanasa,

exo-B-1,4-glucanasa y B-glucosidasa, en actinomicetos.

Se recomienda estudiar el efecto de otros residuos lignoceluldsicos como sustrato
en fermentacion sobre sustrato solido en la produccién de enzimas endo-B-1,4-
xilanasa, endo-B-1,4-glucanasa, exo-p-1,4-glucanasa y p-glucosidasa en

actinomicetos.
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Anexo A. Composicién del salvado de trigo.

Elemento o Compuesto

Salvado de trigo crudo

100 gr
Agua 9,89 g
Grasa 4,25 g
Proteina 15,55 g
Hidratos de carbono 64,51 g
Fibras 42,8 g
Potasio 1182 mg
Fosforo 1013 mg
Hierro 10,57 mg
Sodio 2 mg
Magnesio 611 mg
Calcio 73 mg
Cobre 0,998 mg
Cinc 7,27 mg
Manganeso 11,500 mg
Vitamina C 0,0 mg
Vitamina A 0 mg
Vitamina B1 (Tiamina) 0,523 mg
Vitamina B2 (Riboflavina) 0,577 mg
Vitamina B3 (Niacina) 13,578 mg
Vitamina B6 (Piridoxina) 1,303 mg
Vitamina E 2,320 mg
Acido félico 79 mcg
Celulosa 16,9 %
Hemicelulosa 35,2 %
Lignina 7,8 %
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Anexo B. Composicién del bagazo de cafia de azucar.

Andlisis Fisico (%) Andlisis final (%)
Humedad 50 Carbono 23
Fibra 48 Hidrégeno 3
Sdlidos solubles 2 Oxigeno 23
Total 100 Cenizas 2
Analisis quimico (%) Humedad 49
Celulosa 45 Total 100
Hemicelulosa 26 Analisis fisico fibroso (%)
Lignina 21 Fibras verdaderas 55
Cenizas 3 Pared celular 20
Otras sustancias organicas 5 Médula 20
Total 100 Otros fibrosos 5
Total 100
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Anexo C. Caracterizacion fisicoquimica de raquis de palma de aceite.

TIPO DE ANALISIS

UNIDADES

RAQUIS DE PALMA

Analisis basico

Humedad % p/p 59,13
Sdlidos totales % p/p 40,87
Andlisis préximo en base seca
Material volatil MV % p/p 82,56
Carbono fijo CF % p/p 7,85
Cenizas % p/p 9,58
Analisis ultimo en base seca
Carbono organico total % p/p 49,73
Hidrégeno % p/p 5,72
Oxigeno % p/p 34,06
Nitrégeno % p/p 0,90
Azufre % p/p 0,05
Andlisis bromatolégico
Grasa % p/p 0,41
Proteina % p/p 5,59
Celulosa % p/p 37,64
Hemicelulosa % p/p 4,69
Lignina % pl/p 48,42
Otros parametros
Sdlidos volatiles totales % pl/p 36,95
SVT

Materia organica % p/p 85,73
Relacion C/N Adimensional 55,62

Analisis energético en base seca

Poder calorifico inferior | Ki’kg 17484,69
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Anexo D. Medios para aislamiento y seleccién de actinomicetos

lignocelulosicos.

Agar para aislamiento de actinomicetos (DIFCO)

Componentes Cantidad
Agar base para aislamiento 22 ¢
de actinomicetos (Difco)
Glicerol 5,0 ml
Agua destilada 1000 mi

Agregar al agua el agar, calentar y dejar hervir por 1 minuto, agregar 5 ml de
glicerol. Autoclavar por 15 minutos.

Medio basal salino (MBS) ( Mohagheghi et al., 1986)

Componentes Cantidad
Extracto de levadura 0,59
KH,PO, 109
CaCl, 2H,0 0,29
NH,CI 10g
Na,HPO,4.7H,0O 0,1 g
Agua destilada 1000 ml
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Medio Mineral Basal (Crawford, 1978)

Componentes Cantidad

NaCl 109

KCI 0,59
MgCl,.6H,0O 0,49
CaC|2.6H20 0,1 g
NH,CI 0,39
KH,PO, 0,2 g
Na,SO, 0,2 g
Casaminoéacidos 0,59
Agua destilada 1000 mi

Agar lignocelulosa: Medio basal salino (Mohagheghi et al., 1986) o medio mineral
basal (Crawford, 1978), con 10 g/l de lignocelulosa (salvado de trigo, CMC, a-
celulosa), 50 mg de papel filtro Whatman No. 1y 25 g/l de agar.

A todos los medios se le agregd Nistatina (100 Ul/ml). Para los medios liquidos se
elimina la adicion de agar.
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Anexo E. Composicion del medio mineral basal y condiciones iniciales en el
proceso fermentativo en estado solido utilizando salvado de trigo, bagazo de

caflay raquis de palma como sustratos.

MEDIO MINERAL BASAL (Crawford, 1978)
Compuesto Unidades (g/L)
Sustrato lignocelulésico *
Extracto de levadura 0,5
KH,PO,4 1,0
CaC|2.2H20 0,2
NH,CI 1,0
NaHPOQO,.7H,0 0,1
MgSO47H20 0,2

CONDICIONES INICIALES
pH inicial 7
Humedad inicial 80%
Temperatura 37 °C

*Se emplearon concentraciones de 250 g/L de salvado de trigo, bagazo de cafay
raquis de palma.
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Anexo F. Composicion del medio mineral basal modificado utilizado en el

inoculo.

MEDIO MINERAL BASAL (Crawford, 1978)
Compuesto Unidades (g/L)
Sacarosa 20
Extracto de levadura 5,5
KH,PO, 1,0
CaCl,.2H,0 0,2
NH,4CI 1,0
NaHPO,.7H,O 0,1
MgS0O,4.7H,0 0,2

pH 7
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Anexo G. Método colorimétrico del &cido dinitrosalicilico (DNS) de Miller,
(1959).

Preparacion del reactivo DNS

Pesar 8 g de NaOH y disolverlos en 250 mL de agua destilada y 150 g tartrato de

sodio y potasio.
Agregar 5 g de DNS bajo calentamiento.
Aforar a 500 mL con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente y proteger de la luz.

Procedimiento

Agregar 1 mL de reactivo a 1 mL de muestra usando tubos tapa rosca.
Poner a ebullicion por 5 minutos en bafio con agua.

Detener la reaccion en un bafio con hielo.

Agregar 10 mL con agua destilada y dejar en reposo por 15 minutos.

Medir la absorbancia o6ptica a 540 nm contra un blanco obtenido con el

procedimiento anterior, pero agregando agua destilada en lugar de muestra.
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Anexo H. Curva de calibracion para determinacion de concentraciéon de

glucosa por el método del acido dinitrosalicilico (DNS).

0,6

0,4 -

0,3

y =0,542x-0,0019
0,2 R? = 10,9999

Absorbancia

0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion de glucosa (g/L)

Concentracion de glucosa (g/L)=_Absorbancia + 0,0019
0,542
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Anexo |. Curva de calibracion para determinacion de concentracién de xilosa

por el método del acido dinitrosalicilico (DNS).

0,8

0,6

0,5

y =0,7009x- 0,0014

Absorbancia
o
n

0,3 - R2 = 0,9908
02 -
01 -
0 . . . . . .
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Concentracion de xilosa (g/L)

Concentracion de xilosa (g/L)=_Absorbancia + 0,0014
0,7009
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Anexo J. Método colorimétrico de Bradford, (1976).

Reactivo de Bradford

Pesar y disolver 100 mg de azul de coomasie G-25 en 50 mL de etanol.
Agregar lentamente con agitacion 100 mL de &acido fosforico al 85%.
Diluir la solucién resultante a un volumen final de 1 L.

Almacenar en un frasco oscuro y papel aluminio y en nevera.

Procedimiento

Agregar 2,5 mL de reactivo de Bradford a 250 pL de muestra de soluciéon de

proteina en un rango entre 0,1y 1 mg/mL.

Mezclar y esperar 2 minutos para leer la absorbancia a 595 nm contra un blanco

de reactivo preparado con agua destilada.
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Anexo K. Curva de calibracién para determinacion de concentracién de

proteina extracelular por el método de Bradford.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

y=1,0941x+ 0,0181
R?=10,9983

Absorbancia

0,3
0,2 1
0,1 -

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Concentracion de BSA (mg/ml)

Concentracion de proteina (mg/ml)=_Absorbancia - 0,018
1,0941
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Anexo L. Célculos de las actividades enzimaticas de endo-B-1,4-glucanasa
(EC 3.2.1.4), ex0-B-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.91), B-1,4 glucosidasa (EC
3.2.1.21) y endo-B-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8).

Anexo L.1. Célculo de las actividades enzimaticas de endo-B-1,4-glucanasa
(EC 3.2.1.4), exo-B-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.91) y B-1,4 glucosidasa (EC

3.2.1.21).
Actividad enzimatica (U/ml) = g de glucosa x 1L x Vol. Total (ml) x 10° pmoles
L x min P.M. glucosa 10° ml Vol. enzima

Donde:

U = Cantidad de enzima necesaria para transformar 1umol de sustrato en un minutos

(umoles/minuto).
P.M. xilosa = Peso molecular de la glucosa (180,16 g/mol).

Vol. Total = Vol. de la enzima + Vol. del sustrato (ml)
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Anexo L.2. Célculo de la actividad enzimatica B-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8).

Actividad enzimatica (U/ml) = g de xilosa x 1L x Vol. Total (ml) x  10° pmoles

L x min P.M. xilosa 10° ml Vol. enzima

Donde:

U = Cantidad de enzima necesaria para transformar 1umol de sustrato en un minutos

(umoles/minuto).
P.M. xilosa = Peso molecular de la xilosa (150,13 g/mol).

Vol. Total = Vol. de la enzima + Vol. del sustrato (ml)
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Anexo M. Ecuaciones utilizadas para la determinacion de los pardmetros
cinéticos: Actividad enzimatica especifica (AE), productividad especifica (qp),

y rendimiento de formacion de proteina por sustrato (Ypys).

Parametro Ecuacién Unidades
cinético
AE U x  Vol. Buffer extraccion (L) U/g
L x min g. sust. seco

Actividad volumétrica

AE Concentracion de proteina U/mg
(Ulg) ]

G Tiempo (dias) Ulg.dia

Ypis mg de proteina /L mg/g

g sustrato seco

Donde:

U: Unidad enzimatica (umoles/min)

AE: actividad enzimatica especifica

Jp: productividad especifica

Y s : rendimiento de formacion de proteina por sustrato
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Anexo N. Férmula para el calculo del porcentaje de humedad.

Porcentaje de humedad = Peso hiumedo — Peso seco x 100

Peso seco
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Anexo O. Resultados de las pruebas bioguimicas de caseina, tirosina, citrato, almidén, catalasa, malonato,

urea, nitrato, gelatina, meso-inositol, fructosa, trealosa, glucosa, manosa, maltosa, lactosa, sucrosa,

arabinosa, sorbitol, xilosa y salicina realizadas para la identificacion del actinomiceto degradador de

lignocelulosa seleccionado.

CEPA PRUEBAS BIOQUIMICAS
Caseina | Tirosina | Citrato | Almidon | Catalasa | Malonato | Motilidad | Urea | Nitrato | Gelatina
AO12 + + + - + + - - + -
PRUEBAS BIOQUIMICAS
CEPA Meso-
Inositol | Fructosa | Trealosa | Glucosa | Manosa | Maltosa | Lactosa | Sucrosa | Arabinosa | Sorbitol | Xilosa | Salicina
AO12 - - - + - - + - - - + +
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Anexo P. Resultados obtenidos en las pruebas de fermentacién en estado

solido para Streptomyces sp. AO12. empleando como sustrato salvado de

trigo.

Azucares reductores (g/L), proteina extracelular (mg/ml), pH y porcentaje de

humedad.
TENPORE | GBuAES | LRI | seoemuneow
(dias) (g/L) (mg/ml)
0 4,4 55 7 80
5 24,9 17,8 6,3 73,7
10 14,9 77,3 6,3 69,7

Actividad enzimatica (U/ml), actividad especifica (U/g de sustrato), actividad

especifica (U/mg de proteina), productividad especifica (U/g de sustrato - dia) y

rendimiento de formacién de proteina por sustrato (mg de proteina/g de sustrato)
de Endo-B-1,4-Glucanasa, Exo-B-1,4-Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-

Xilanasa para Streptomyces sp. AO12. empleando como sustrato salvado de trigo.

RENDIMIENTO DE
TIEMPODE | ACTIVIDAD EASCPTEI\Q%ACEL EAsCPTEI\cl:IEﬁ:DA PRODUCTIVIDAD ';%g'\T"éﬁ\j'ng 85
ENZIMA INCUBACION ENZIMATICA /ad / d ESPECIFICA (U/g
(dias) (U/ml) (Ug de u mg de de sustrato - dia) SUSTRA,TO
sustrato) proteina) (mg de proteina/g de
sustrato)
0 0 0 0 0 0
Endo--1,4- 5 0,6 3,8 0,09 0,8 0,99
Glucanasa
10 1,3 6,9 0,02 0,7 0,91
0 0 0 0 0 0
Exo0-B-1,4-Glucanasa 5 01 0,7 0,02 01 0,55
10 0,05 0,2 0,01 0,02 0,35
0 0 0 0 0 0
B-Glucosidasa 5 0,1 0,8 0,02 0,1 0,36
10 0,07 0,4 0,22 0,04 0,13
0 0 0 0 0 0
Endo-B-1,4-Xilanasa 5 7,9 47,9 0,32 9,6 0,87
10 0,7 3,6 0,02 0,4 1,22
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Anexo Q. Resultados obtenidos en las pruebas de fermentacién en estado

solido para Streptomyces sp. AO12. empleando como sustrato bagazo de

cafa.

Azucares reductores (g/L), proteina extracelular (mg/ml), pH y porcentaje de

humedad.
TEMORE | GBUCAES | IRTEMAL | | woeruveono
(dias) (g/L) (mg/ml)
0 0,4 0,03 7 80
5 0,5 0,06 5 62,5
10 0,7 0,07 5 54,1

Actividad enzimatica (U/ml), actividad especifica (U/g de sustrato), actividad

especifica (U/mg de proteina), productividad especifica (U/g de sustrato - dia) y

rendimiento de formacién de proteina por sustrato (mg de proteina/g de sustrato)
de Endo-p-1,4-Glucanasa, Exo-B-1,4-Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-

Xilanasa para Streptomyces sp. AO12. empleando como sustrato bagazo de cafa.

RENDIMIENTO DE
TIEMPODE | ACTIVIDAD EASCPTEI\Q%ACDA SSCPTEI\(/:IEﬁ:DA PRODUCTIVIDAD ';%%"4’2&'2% ODFE
ENZIMA INCUBACION ENZIMATICA U/a d U/ d ESPECIFICA (U/g SUSTRATO
(dias) (U/ml) (Ulg de ( mg de de sustrato - dia) .
sustrato) proteina) (mg de proteina/g de
sustrato)
0 0 0 0 0 0
Endo-p-1,4- 5 0,02 0,3 0,66 0,05 0,09
Glucanasa
10 0,05 0,4 0,08 0,04 0,28
0 0 0 0 0 0
Exo-B-1,4-Glucanasa 5 0,01 0,1 0,33 0,03 0,20
10 0,001 0,01 0,02 0,001 0,19
0 0 0 0 0 0
B-Glucosidasa 5 0,003 0,04 0,09 0,008 0,06
10 0,006 0,05 0,14 0,005 0,05
0 0 0 0 0 0
Endo-B-1,4-Xilanasa 5 0,01 0,1 0,33 0,02 0,08
10 0,02 0,2 0,47 0,02 0,09
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Anexo R. Resultados obtenidos en las pruebas de fermentacion en estado

solido para Streptomyces sp. AO12. empleando como sustrato raquis de

palma.

Azucares reductores (g/L), proteina extracelular (mg/ml), pH y porcentaje de

humedad para

NCUBACION |  REDUCTORES EXTRACELULAR pH % DE HUMEDAD
(dias) (g/L) (mg/ml)
0 0.1 0,01 7 80
&l 07 0,08 6 56,4
10 0.9 0.2 5.8 45,7

Actividad enzimatica (U/ml), actividad especifica (U/g de sustrato), actividad

especifica (U/mg de proteina), productividad especifica (U/g de sustrato - dia) y

rendimiento de formacién de proteina por sustrato (mg de proteina/g de sustrato)
de Endo-p-1,4-Glucanasa, Exo-B-1,4-Glucanasa, B-Glucosidasa y Endo-B-1,4-

Xilanasa para Streptomyces sp. AO12. empleando como sustrato raquis de palma.

RENDIMIENTO DE
TIEMPODE | ACTIVIDAD éSCPTé\(/:'”D:ﬁ; EASCPTé\(/:'I"D:f& PRODUCTIVIDAD E%%ﬁéﬂg'; 8RE
ENZIMA INCUBACION ENZIMATICA ESPECIFICA (U/g
(dias) (u/mi) (U/g de (U/mg de de sustrato - dia) SUSTRATO
sustrato) proteina) (mg de proteinal/g
de sustrato)
0 0 0 0 0 0
Endo-B-1,4- 5 0,02 01 0,28 0,03 0,41
Glucanasa
10 0,04 0,2 0,1 0,02 0,48
0 0 0 0 0 0
Exo-B-1,4-Glucanasa 5 0,01 0,1 0,14 0,02 0,19
10 0,009 0,05 0,02 0,005 0,17
0 0 0 0 0 0
B-Glucosidasa 5 0,004 0,04 0,06 0,008 0,15
10 0,006 0,04 0,02 0,004 0,29
0 0 0 0 0 0
Endo-B-1,4-Xilanasa 5 0,4 3,5 1,41 0,7 1,26
10 0,8 4,4 0,74 0,4 1,47
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