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RESUMEN

Ramirez Lagunes, Hiram, Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica. Unidad
de Investigacion y Desarrollo de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz.
Octubre, 2019. “Produccion de xilanasas a partir de hongos autoctonos usando
residuos lignoceluldsicos”. Asesores: Aguilar Uscanga, Maria Guadalupe,
Torrestiana Sanchez, Beatriz y del Moral Ventura Sandra Trinidad.

Las xilanasas son enzimas hidroliticas que catalizan la degradacion del xilano
presente en la hemicelulosa de la pared celular vegetal, rompiendo los enlaces
glicosidicos B-(1-4). Estas enzimas tienen un gran potencial biotecnoldgico en
diversos procesos industriales como en la industria de los alimentos, detergentes,
pulpa y papel, y actualmente, en la produccién de etanol de segunda generacion
(2G). En este proceso estas enzimas participan en la etapa de hidrdlisis
enzimatica transformando la hemicelulosa a azucares fermentables; sin embargo,
esta etapa constituye la parte critica del proceso, debido a los altos costos de las
enzimas comerciales y la baja disponibilidad de éstas. Por todo esto el objetivo de
este trabajo fue producir xilanasas a partir de hongos autéctonos usando residuos
lignoceluldsicos. Para ello se llevaron a cabo los siguientes objetivos especificos:
1) Realizar el aislamiento y seleccion de hongos productores de xilanasas, 2)
Evaluar el efecto de residuos lignocelulésicos (bagazo de cafa, bagazo de sorgo y
rastrojo de maiz) como fuente de carbono, y la evaluacion del efecto de fuentes
de nitrogeno como: sulfato de amonio, urea y extracto de levadura sobre la
produccion de xilanasas y 3) Optimizar la produccion de xilanasas en funcién de
la concentracién de la fuente de carbono, fuente de nitrégeno, y la velocidad de
agitacion. Se aislaron y seleccionaron 10 hongos con actividad xilanasa, obtenidos
de bagazo de caina, bagazo de sorgo dulce y residuos maderables en deterioro. La
cepa que presentd mayor actividad xilanasa (1.91Ul/mL) fue la codificada como
BCH2 e identificada como Aspergillus tamarii, la cual fue seleccionada para las
siguientes pruebas experimentales. De la evaluacion de la fuente de carbono, el
bagazo de cafia fue el material donde se observé la mayor actividad xilanasa (2.9
Ul/mL), 1.5 veces mas que con xilano de abedul, por lo tanto, se seleccioné como
el mejor sustrato para llevar a cabo la evaluacion de la fuente de nitrégeno y la
optimizacién. De la evaluacion de la fuente de nitrégeno, el sulfato de amonio fue
la mejor fuente de nitrégeno ya que se obtuvo un mayor efecto sobre la produccién
de xilanasas que con extracto de levadura y urea, se observo que en presencia de
sulfato de amonio se logré aumentar de 2.9 a 5.35 (Ul/mL) la actividad xilanasa, lo
que representd un incremento de 1.8 veces mas que antes de suplementar el
medio con este nutriente. El disefio de optimizacion permitié incrementar la
actividad de xilanasas de 5.35 a 10.9 (Ul/mL), lo que representa un incremento
mayor al 100%.



ABSTRACT

Ramirez Lagunes, Hiram. Master of Science in Biochemical Engineering. Food
Research and Development Unit of the Veracruz Institute of Technology. October,
2019. Production of xylanases from native fungi using lignocellulosic residues.
Advisors: Aguilar Uscanga Maria Guadalupe, Torrestiana Sanchez Beatriz, and del
Moral Ventura Sandra Trinidad.

Xylanases are hydrolytic enzymes that catalyze the degradation of xylan present in
the hemicellulose of the plant cell wall, breaking the (-(1-4) glycosidic bonds.
These enzymes have great biotechnological potential in various industrial
processes such as in the food, detergent, pulp and paper industry, and currently, in
the production of second generation ethanol (2G). In this process these enzymes
participate in the enzymatic hydrolysis stage by transforming the hemicellulose into
fermentable sugars; However, this stage constitutes the critical part of the process,
due to the high costs of commercial enzymes and their low availability. For all this
the objective of this work was to produce xylanases from native fungi using
lignocellulosic residues. For this, the following specific objectives were carried out:
1) Perform the isolation and selection of xylanase-producing fungi, 2) Evaluate the
effect of lignocellulosic residues (cane bagasse, sorghum bagasse and corn
stubble) as a carbon source, and the evaluation of the effect of nitrogen sources
such as: ammonium sulfate, urea and yeast extract on the production of xylanases
and 3) Optimize the production of xylanases based on the concentration of the
carbon source, nitrogen source, and the stirring rate. 10 fungi with xylanase
activity, obtained from cane bagasse, sweet sorghum bagasse and deteriorating
timber residues, were isolated and selected. The strain that presented the highest
xylanase activity (1.91IU/mL) was the one coded as BCH2 and identified as
Aspergillus tamarii, which was selected for the following experimental tests. From
the evaluation of the carbon source, cane bagasse was the material where the
highest xylanase activity (2.9 lU/mL) was observed, 1.5 times more than with birch
xylan, therefore, it was selected as the best substrate for carry out the nitrogen
source evaluation and optimization. From the evaluation of the nitrogen source,
ammonium sulfate was the best source of nitrogen since a greater effect was
obtained on the production of xylanases than with yeast and urea extract, it was
observed that in the presence of ammonium sulfate it was achieved increase from
2.9 to 5.35 (lU/ml) the xylanase activity, which represented an increase of 1.8
times more than before supplementing the medium with this nutrient. The
optimization design allowed to increase the activity of xylanases from 5.35 to 10.9
(IU/ml), which represents an increase greater than 100%.
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INTRODUCCION

En la actualidad debido al interés mundial por aplicar los mecanismos de
desarrollo limpio, han surgido nuevas alternativas de generacion de energia, que
pretenden lograr un desarrollo sostenible, una de estas es la produccion de
biocombustibles, entre los cuales se encuentra el etanol de segunda generacién
(2G). Para el proceso de produccion de etanol 2G se utilizan como materia prima
principalmente residuos lignocelulésicos agricolas, agroindustriales y forestales.
En dicho proceso una de las etapas principales es la hidrolisis enzimatica,
realizada principalmente por enzimas celulasas (E.C. 3.2.1.4) y xilanasas (E.C.
3.2.1.8), las cuales hidrolizan polisacaridos como celulosa y hemicelulosa para

obtener azucares fermentables.

Las xilanasas tienen importantes aplicaciones en diversas areas como la industria
alimentaria, por ejemplo, en los alimentos y bebidas, las xilanasas se utilizan para
clarificar los jugos y vinos, y para extraccion de café y aceites vegetales (Tan et
al., 1987; Wong et al., 1988; Wong y Saddler, 1992; Subramaniyan y Prema,

2002), asi como en la industria de la pulpa y el papel.

La produccién de las xilanasas es realizada principalmente por hongos
filamentosos, tales como los géneros Aspergillus, Penicillium, y Trichoderma,
puesto que se ha reportado que expresan altos niveles de xilanasas en medios de
fermentacién en comparacion con otros microorganismos (Chavez et al. 2006; de
Vries y Visser 2001). Debido a que las xilanasas tienen un gran potencial
biotecnoldgico para diversos procesos industriales (Akpinar et al. 2009; Beg et al.
2000; Camacho and Aguilar 2003; Twomey et al. 2003), se producen actualmente
a nivel industrial en algunos paises, los cuales mantienen el control de su
produccion y distribucidn (Beg et al. 2001); creando monopolios que mantienen
muy restringida su disponibilidad y elevando los costos de las mismas lo que
conlleva a la mitigacion de proyectos detonantes como lo es el etanol de segunda
generacion en paises como México y otros que no cuentan con tecnologia propia

para producir estas enzimas. Una alternativa a esta problematica es la busqueda y



el desarrollo de nuevos procesos para la obtencion xilanasas. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue producir xilanasas a partir de hongos autéctonos

mediante la utilizacion de residuos lignoceluldsicos.



1. ANTECEDENTES

1.1 Enzimas

De manera general las enzimas se definen como moléculas de naturaleza
proteica, cuya principal funcion es catalizar las reacciones bioldgicas, que son
producidas por todo ser vivo, ademas de permanecer sin cambios después de la
reaccion y no afectan la posicion de equilibrio de una reaccidon reversible. Su
efecto, es disminuir la energia de activacion necesaria para que se lleve a cabo la
reaccion, por lo tanto, las enzimas incrementan la velocidad a la cual el equilibrio
es alcanzado (Teal y Wymer, 1994). Debido a que estos biocatalizadores
adquirieron gran importancia en la industria por sus multiples aplicaciones, se
comenzaron a desarrollar procesos biotecnologicos, en los cuales se utilizaban
grandes cantidades de estas enzimas y asi mejoraban sus rendimientos y
productividades. A partir de 1955 la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB) crea la Comisién Internacional de Enzimas con el fin de
resolver los problemas de nombramiento de enzimas y asi se creo la clasificacion
enzimatica de acuerdo con la reaccion que catalizan, como se observa en la Tabla
1.1.

Tabla 1.1. Clasificacion enzimatica en base a la IUBMB.

C::;E CLASE DE ENZIMA REACCION

1 Oxidorreductasas “Catalizan reacciones de 6xido-reduccion”

2 Transferasas Transfieren un grupo de una molécula a otra.

3 Hidrolasas “Catalizan la hidrolisis de varios enlaces”.
“Rompen enlaces C-C, C-O, C-N y otros enlaces por

4 Liasas eliminacion, dejando dobles enlaces o anillos, o de
manera contraria, adicionan grupos a dobles enlaces”

5 lsomerasas “Catalizan cambios estructurales o geométricos

dentro de una misma molécula”

” Catalizan la unién de dos moléculas con la hidrolisis

6 Ligasas acoplada de un enlace difosfato en ATP o trifosfato

similar”

(Fuente: IUBMB)



Gracias a esta clasificacion se puede seleccionar el tipo de enzima de interés,
cabe destacar que estas moléculas se han empleado desde mediados del siglo
XX, en principio para la preservacién de alimentos y bebidas, sin embargo en la
actualidad tienen relevancia en campos como la fabricacion de textiles, farmacos,
productos de limpieza y cada vez con mayor importancia en la industria
biotecnolégica debido a su uso en sistemas bioldgicos para el desarrollo y la
obtencion de diversos productos.

Las enzimas que tienen una mayor produccion y comercializacidon a nivel industrial
corresponden al grupo de las hidrolasas (Headon y Walsh, 1994; Bhat, 2000;
Gurung, et al., 2013).

1.2 Hidrolasas
Las enzimas que pertenecen a este grupo catalizan la hidrélisis de diversos
enlaces, lo cual les confiere su especificidad y eficiencia (IUBMB, s.f.).

De acuerdo con (Kaur y Verma, 2014; Pandey, et al., 2017) las enzimas hidrolasas

con mayor uso en la industria son:

* Amilasas: Enzimas que catalizan la hidrélisis de moléculas de
almidon o glucoégeno, liberando diversos productos incluyendo
dextrinas y pequefios polimeros de glucosa. Se dividen en tres
grupos: a-amilasa (3.2.1.1), B-amilasa (3.2.1.2) y glucoamilasa
(3.2.1.3), cada una con un mecanismo de accion diferente.

* Pectinasas: Enzimas que hidrolizan los enlaces pécticos que se
encuentran en la pared celular de las plantas (3.2.1.15).

* Lipasas: Enzimas que catalizan la hidrdlisis de los enlaces éster por
medio de wuna triada catalitica, triacilglicerol lipasa (3.1.1.3),
fosfolipasa (3.1.1.4) y lisofosfolipasa (3.1.1.4).

* Proteasas: Enzimas que catalizan enlaces peptidicos e intervienen

en la funcion de la proteina (3.4).



* Celulasas: Enzimas que catalizan la hidrodlisis de celulosa en
monomeros de glucosa, consisten en tres enzimas, la endo-1,4-3-
glucanasa (3.2.1.4), exoglucanasa (3.2.1.91) y p-glucosidasa
(3.2.1.21).

* Xilanasas: Enzimas que hidrolizan xilano (presente en la
hemicelulosa de las plantas) en azucares monomericos, incluyen a

las enzimas endo-1,4-B-xilanasa (3.2.1.8) y B-xilosidasa (3.2.1.37).

1.3 Xilanasas
El xilano es el principal carbohidrato encontrado en la fraccion hemicelulésica de
los tejidos vegetales y constituye la tercera parte de todo el carbdon organico

renovable sobre la tierra.

El xilano representa alrededor del 30 % del peso seco de la pared celular vegetal y
esta constituido por una cadena principal de [(-(1-4)-xilopiranosa (xilosa); este
polisacarido tiene residuos de a-l-arabinofuranosa (L-arabinosa) y de acido
glucurdnico en posicion C(O)-2 y C(O)-3 sobre la estructura del xilano, aunque
también puede estar sustituido con glucosa o galactosa y estar esterificados con
acidos ferulicos, diferulicos y p-cumaricos en posicidon C(O)-5 de la arabinosa
(Figura 1.1).
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H3CO
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Figura 1.1 Estructura del xilano presente en la hemicelulosa (Cooper, 2013)



La xilanasa (B-1,4 xilano hidrolasa), componente mayoritario de un complejo
sistema enzimatico, actua en la naturaleza despolimerizando las moléculas de
xilano en unidades de pentosas monomeéricas, que son usadas por bacterias y

hongos como principal fuente de carbono (Lago y Hernandez, 2000).

1.3.1 Tipos de xilanasas

Las endoxilanasas o xilanasas (endo-3-1,4-xilanasas) son las enzimas que actuan
sobre la cadena principal del xilano hidrolizando los enlaces internos 8 (1-4) entre
moléculas de xilosa, dando lugar a una mezcla de xilooligosacaridos de diferentes
tamafos. También pueden hidrolizar xilooligobmeros, siendo mas efectiva cuando
es mayor el grado de polimerizacion de éstos. Sin embargo, no hidrolizan
xilobiosa, lo que permite distinguirlas claramente de las B-xilosidasas (Lago y
Hernandez, 2000).

1.3.1.1 Mecanismo de accidon
Para la hidrolisis del Xilano presente en la hemicelulosa, se requiere de la accion

concertada de las xilanasas, particularmente, endo-3-1,4-xilanasas que causan un
decremento en el grado de polimerizacion del sustrato (xilano), B-xilosidasas que
hidrolizan xilooligosacaridos a xilosa y varias enzimas accesorias como la a-L-
arabinofuranosidasa, a-glucosidasa, acetilesterasas, acidos ferulicoesterasa y
acido p-cumarinicoesterasa que son necesarios para la hidrolisis de varios

sustituyentes del xilano.

La Figura 1.2 muestra la interaccion enzimatica de las xilanasas con la estructura

del xilano.
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Figura 1.2. Estructura del xilano y su interaccién con xilanasas (Brink y Vries, 2011)

La a-arabinofuranosidasa y la a-glucoronidasa remueven la arabinosa y el 4-metil
acido glucuronico, respectivamente, de la cadena principal de xilano. Las
esterasas hidrolizan las uniones éster entre las unidades de xilosa y el acido
acético (acetilxilanoesterasas) o entre residuos de arabinosa de la cadena y
acidos fenodlicos (acido ferulico esterasas) y acido p-cumarinico (acido p-
cumarinico esterasas), que remueven los sustituyentes en la cadena del
heteroxilano (Rahman et al, 2003). Y Ila p-xilosidasa hidroliza a los

xilooligosacaridos a xilosa.

1.3.2 Microorganismos productores de xilanasas y celulasas
Las xilanasas se producen en la naturaleza principalmente por hongos, bacterias,
y actinomicetos. En la Tabla 1.2, se enlistan algunos microorganismos productores

de xilanasas y celulasas.



Tabla 1.2 Principales microorganismos productores de xilanasas y celulasas.

Tipo de .
. . Caracteristica Nombre
microorganismo

Trichoderma viride,
Trichoderma reesei, Penicillium
pinophilum, Sporotrichum
Aerdbicos pulverulentum, Fusarium solani,
Talaromyces emersonii y
Trichoderma Konin

Aspergillus s
Hongos perg p
. Sporotrichum thermophile,
Aerobicos
] Thermoascus aurantiacus y
termofilicos . ,
Humicola insolens
. Neocallimastix frontalis,
Anaerobios
) Piromonas communis,
mesofilicos .
Sphaeromonas communis
Aerobicas Cellulomonas sp., Cellvibrio sp.,
mesofilicas y Microbispora bispora y
termofilicas Thermomonospora sp.

Acetivibrio cellulolyticus,

Bacterias L Bacteroides
Anaerdbicas
- succinogenes, Ruminococcus
mesofilicas y ,
albus, Ruminococcus

termofilicas flavefaciens y Clostridium

thermocellum

(Fuente: Riafo et al., 2010)

Las xilanasas producidas a partir de hongos son las mas estudiadas debido a que
los procesos de purificacion son mas sencillos y menos costosos, la actividad de
las xilanasas fungicas es mayor que las xilanasas bacterianas y pueden utilizar
sustratos residuales, como, materiales lignocelulosicos, disminuyendo el costo

total del proceso (Panchapakesan y Shankar, 2016).



A partir de los hongos aerdbicos, tales como: Trichoderma viride, Trichoderma
reesei, Penicillium pinophilum, Sporotrichum pulverulentum, Fusarium solani,
Talaromyces emersonii y Trichoderma koningii, se han obtenido los complejos
celuloliticos y xilanoliticos mas utilizados en la mayoria de los estudios, debido a
que presentan un sistema enzimatico completo de celulasas y xilanasas capaces
de degradar parcial o totalmente la celulosa y la hemicelulosa respectivamente
(Ovando-Chacén y Waliszewski, 2005; Chavez et al. 2006; de Vries y Visser
2001).

La mayoria de las celulasas que se producen a nivel industrial se producen a partir
de hongos del género Trichoderma y en particular la especie reesei que es una
especie modificada genéticamente con el objetivo de obtener altos rendimientos y
productividad. Sin embargo, este género presenta la desventaja de producir
limitadas cantidades de B-glucosidasa lo que disminuye la actividad celulasa total.

Mientras tanto, se ha reportado que el género Aspergillus es capaz de producir los
tres tipos de celulasas en altas cantidades que son necesarios para llevar a cabo
Su accion sinérgica, ademas es tolerante a niveles moderados de glucosa lo que
disminuye el efecto de una inhibicion por producto (Akinyele y Olaniyi, 2013;
Panchapakesan y Shankar, 2016). Por ello se han realizado investigaciones
utilizando Trichoderma y Aspergillus en co-cultivos y asi obtener extractos
enzimaticos con mayor actividad (Haq, et al., 2006; Ahamed y Vermette, 2008).

Es por ello por lo que uno de los aspectos mas importantes en la produccion de
estas enzimas es el microorganismo a utilizar, ya que la sintesis de estas enzimas
estara controlada por este y por ello, dichos microorganismos deben de tener
caracteristicas especificas como una alta tolerancia a concentraciones de glucosa
y xilosa para no presentar una represion catabdlica (Rani, et al., 2016),
disminuyendo el rendimiento y la productividad de celulasas y xilanasas.



Se ha reportado que el género Aspergillus es capaz de producir las tres celulasas
en altas cantidades para llevar a cabo su accion sinérgica y es tolerante a niveles
moderados de glucosa (Akinyele y Olaniyi, 2013; Panchapakesan y Shankar,
2016). Por ello se han realizado investigaciones utilizando Trichoderma vy
Aspergillus en co-cultivos y asi obtener extractos enzimaticos con mayor actividad
(Haq, et al., 2006; Ahamed y Vermette, 2008)

1.3.3 Uso de xilanasas
Las xilanasas se comenzaron a utilizar a principios de los afios 80, en principio en
la alimentacion animal y posteriormente su uso se extendio a la industria

alimentaria (Vazquez, 2013).

A continuacion, se describen algunos de los usos mas importantes de estas

enzimas:

* Alimentos: mejora la extraccion y clarificacion de jugos de frutas y
verduras. También mejora la textura y calidad de los productos de
panaderia, entre otros usos.

 Comida para ganado: mejora la calidad nutricional de los alimentos
utilizados para el ganado y su digestion, reduciendo costos de
alimentacion.

* Industria de pulpa y papel: se utilizan en la eliminacién de la tinta y
agua, asi como aditivo en el proceso de blanqueamiento.

* Biocombustibles: se utiliza en la transformacion de materiales o
residuos lignocelulésicos en azucares fermentables para la
produccion de etanol de segunda generacion como biocombustible,
Cuyo proceso aun sigue en investigacidon para su mejoramiento y

optimizacién.
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1.3.3.1 Uso de xilanasas en la produccidén de bioetanol 2G
En la produccion de bioetanol de 22 generacion se utiliza biomasa lignocelulésica,

la cual esta formada principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. En este
proceso, la celulosa y hemicelulosa se hidrolizan en la etapa de hidrolisis
enzimatica por enzimas como celulasas y xilanasas para obtener glucosa y xilosa
respectivamente como se muestra en la Figura 1.3, posteriormente los azucares

obtenidos de esta etapa son fermentados para obtener etanol como producto final.

: Hidrolisis Fermentacion
Pretratamientos enzimatica
Glucs ¥l
. o -
l ; L WA
$ ey (G 5 S ~ p =y
N ‘. s ]
rl .04 '] 008 Gob—. 3
Residuos A’ H H
lignocelulésicos [
9 H—C—C— O —H
11
+ Celulosa H H
« Hemicelulosa Etanol (alcohol etilico)
« Lignina

Figura 1.3 Obtencién de etanol de segunda generacién (Dufour, 2014)

La hidrdlisis enzimatica constituye la etapa critica para la factibilidad econémica y
financiera del proceso de produccion de etanol de 22 generacion, debido a los

altos costos de las enzimas comerciales, y su limitada disponibilidad.

1.3.4 Comercializacién de xilanasas

Las empresas lideres que se dedican a la produccion y distribucion de celulasas y
xilanasas son: Novozyme y DuPont, estas son compafiias transnacionales que
controlan el mercado de dichas enzimas, asi mismo estos grandes monopolios
mantienen una baja disponibilidad y ademas presentan sus formulados
enzimaticos (Cellic CTec3, Cellic HTec3, OPTIMASH® y Accellerase®) a elevados
costos. El costo de estas enzimas oscila alrededor de los $ 2, 500.00 por producto,
con un contenido de 50 ml de formulado enzimatico (Novozyme, s.f.).
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1.4 Factores que afectan la produccion de xilanasas

La produccion de xilanasas esta determinada por diversos factores tales como: el
tipo de microorganismo que se utiliza, las condiciones fisicoquimicas (temperatura,
pH y agitacion), el medio de cultivo (sintético o complejo), el sustrato y el sistema
de fermentacién en el que se llevara acabo (sélida o sumergida). Estos factores
incidiran directamente en un alto o bajo rendimiento y productividad de estas

enzimas.

1.4.1 Sustrato

El sustrato es un factor importante ya que afecta la induccién de la produccién de
las enzimas durante la produccidn. La seleccidon del sustrato debe realizarse de
acuerdo con el tipo de microrganismo que se utilice y al tipo de enzima que se
busque obtener, para el caso de las celulasas y xilanasas se pueden seleccionar
sustratos que contengan porcentajes altos en celulosa y hemicelulosa segun lo
reportado por (Rodriguez y Sanroman, 2005; Rosales, 2002). Este aspecto debe
ser evaluado para obtener un mayor porcentaje de conversion, es decir el mayor

rendimiento de enzima por unidad de sustrato.

1.4.2 Temperatura y pH

La temperatura y el pH son los parametros fisicos mas importantes que influyen
sobre el desarrollo de los hongos. De acuerdo con Juhasz, et al. (2005), Sohail, et
al. (2009), Matkar, et al. (2013), Akinyele y Olaniyi (2013) y Faheina, et al. (2015),
la temperatura optima para la produccién de xilanasas se encuentra en un rango
de 30°C a 50°C dependiendo del microorganismo, mientras que el rango de pH
optimo oscila entre 4 y 6. La temperatura influye en el metabolismo del
microorganismo. El pH, que es la medida de acidez o alcalinidad que tiene una
solucion, en diversos estudios es el factor que mas influye en la produccion de
enzimas, lo que podria deberse a que la morfologia del microrganismo esta
influenciada por este factor.
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1.4.3 Sistema de fermentacion

La fermentacion es la técnica de la conversion bioldgica de sustratos complejos en
compuestos simples por diversos microorganismos. Ha sido ampliamente utilizada
para la produccion de celulasas y xilanasas a través de hogos filamentosos. Con
los afios, las técnicas de fermentacién han ganado gran importancia debido a sus
ventajas econdmicas y ambientales. Existen dos sistemas de fermentacion
ampliamente estudiados que han surgido como resultado de este rapido
desarrollo: la fermentacion sumergida (SMF) y la fermentacion en estado soélido
(SSF) por sus siglas en inglés (Sadhu y Kanti, 2013).

1.4.3.1 Fermentacion sumergida (SMF)

SMF utiliza sustratos liquidos de flujo libre, como la melaza y caldos. Los
compuestos bioactivos se secretan en el caldo de fermentacion. Los sustratos se
utilizan con bastante rapidez; por lo tanto, necesitan ser reemplazados
constantemente/suplementado con nutrientes. Esta técnica de fermentacion es el
mas adecuado para los microorganismos tales como las bacterias que requieren
un alto contenido de humedad. Una ventaja adicional de esta técnica es que la
purificacion de los productos es mas facil. SMF se utiliza principalmente en la
extraccion de metabolitos secundarios que deben ser utilizados en forma liquida.
Algunos sustratos comunes utilizados en la fermentacion sumergida son azucares
solubles, la melaza, los medios liquidos, jugos de frutas y vegetales
(Subramaniyam y Vimala, 2012).

1.4.3.2 Fermentacién en estado soélido (SSF)

SSF utiliza sustratos solidos, como el salvado, el bagazo, y pasta de papel. La
principal ventaja del uso de estos sustratos es que los materiales de desecho ricos
en nutrientes pueden ser facilmente reciclados como sustratos.

En esta técnica de fermentacion, los sustratos se utilizan muy lentamente y de

manera constante, por lo que el mismo sustrato se puede utilizar durante periodos
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largos de fermentacion. Por lo tanto, esta técnica apoya la liberacion controlada de
nutrientes, SSF es mas adecuada para las técnicas de fermentacion que implican
los hongos y los microorganismos que requieren menos contenido de humedad.
Sin embargo, no se puede utilizar en los procesos de fermentacion que implican
organismos que requieren alta a, (Actividad de agua) (Subramaniyam y Vimala,
2012). Este tipo de fermentaciones se emplean no solo para obtencién de
extractos enzimaticos si no que a su vez se emplea con éxito en la produccion de
antibioticos, micotoxinas, surfactantes, acidos organicos, compuestos aromaticos y

pesticidas, entre otros.

Los sustratos utilizados en este tipo de fermentacion son muy variados,
destacandose los cereales tales como trigo, centeno, arroz, maiz y subproductos
agroindustriales como lo son los residuos lignocelulosicos provenientes de
diversas etapas de los procesos industriales. También se usan desechos de la
agroindustria, los cuales son considerados los mejores sustratos para SSF ya que
ademas de agregarle valor le proporcionan los nutrientes necesarios para el

crecimiento del microorganismo (Costa et al., 2010).

1.4.3.3 Comparacioén entre la SSF y la SMF

La fermentacion SSF presenta ventajas tedricas sobre el cultivo de fermentacion
liquida, sin embargo, es dificil controlar algunos factores muy importantes como la
temperatura, el pH, no obstante, existe buena transferencia de masa, ya que se ha
reportado en estudios a nivel biorreactor tipo plato, la aireacion muestra un efecto
muy importante sobre la produccion de las enzimas (Fernandez, 2012).

El método de cultivo en estado solido (SSF), implica el crecimiento de
microorganismos en materiales solidos en ausencia de liquidos libres. La SSF
implica relativamente poco liquido cuando se compara con SMF (Tabla 1.3)
(Sadhu y Kanti, 2013).
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Tabla 1.3 Comparacidén entre el sistema de cultivo en fase sélida y el sistema en

Factor

Sustrato

Agua
Calefaccion
metabdlica

Control pH

Escalado

Consideraciones de

energia

Agitacion mecanica

Aeracion

fase sumergida.

SMF

Solido soluble

Consumo de agua
Facil control de
temperatura
Facil control de pH

Equipos industriales
disponibles
Considerable consumo de

energia

Buena homogenizacion

Limitada solubilidad del

oxigeno

Fuente: Umsza-Guez et al., 2011

SSF
Polimero insoluble:
Materiales lignocelulésicos,
almidén, celulosa, pectina,
lignina.

Limitado consumo de
agua, baja actividad de
agua.

Baja capacidad de
transferencia de calor
Sustrato sélido
amortiguado
Requiere de nuevo disefio

de ingenieria
Poco consumo energético

Preferible condiciones
estaticas
Facil aireacion y gran
superficie de intercambio

de aire.

Las celulasas y xilanasas se producen usando el método tradicional, fermentacion

sumergida (SMF), en el que el cultivo de microorganismos se produce en una solucién

acuosa que contiene nutrientes.
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1.5 Residuos lignocelulésicos

Dentro de los residuos lignocelulésicos de mayor importancia, uso y aplicacion a
nivel industrial se tienen los que son provenientes de la industria azucarera, asi
como el sorgo dulce, los residuos maderables entre otros.

Los cultivos agricolas posteriormente de ser utilizados en su debido proceso
industrial generan gran cantidad de residuos, que pueden ser una fuente potencial
de aprovechamiento por su composicion quimica y estructural. Entre los residuos

lignoceluldsicos mas importante se tienen los siguientes:

1.5.1 Bagazo de cafa

La cafa de azucar (Saccharum officinarum L) es una graminea tropical, de tallo
macizo de 2 a 5 m de altura, de 5 a 6 cm de diametro, cilindrico, dividido en nudos
y entrenudos alargado y sin ramificaciones, es esta parte de la cafia se acumula
un jugo rico en sacarosa, de este jugo al ser extraido y cristalizado se obtiene el
azucar (SAGARPA, 2017). La sacarosa es sintetizada por la cana gracias a la

energia captada del sol durante la fotosintesis.

La cafia de azucar proporciona alrededor del 70% de la demanda internacional de
azucar, y el resto se obtiene de la remolacha. El azucar se obtiene del jugo fresco
y dulce de la cafia, y sus hojas y restos de tallos, se utilizan como forraje para el
ganado acompafiado con otros aditivos.

Otros productos como la melaza se emplean para la fabricacion de bebidas
alcohdlicas como el ron. Las fibras de bagazo que resultan de la molienda se
utilizan para la fabricacion de papel y madera prensada (COVECA, 2008).

En México la industria azucarera representa altas producciones y relevancia
econdmica y social, los estados con mayor produccion se muestran en la Tabla
1.4
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Tabla 1.4 Estados productores de cana de azticar en México.

Estados Produccion (%)
Veracruz 37

San Luis Potosi 11
Jalisco 11
Oaxaca

Chiapas

Fuente: SIAP, 2014

En el mercado internacional México es uno de los principales exportadores con
destinos a Estados Unidos y Puerto Rico, durante el periodo 2016-2017, México
exportd 1.11 millones de toneladas de azucar, cabe mencionar que el 67.6% de
esta cantidad fue destinada a los paises mencionados (SAGARPA, 2017).

El bagazo de cafa de azucar (Figura 1.4) (BC) es un material lignocelul6sico
abundante y de bajo costo que se obtiene como residuo del proceso de extraccion
del jugo de la cafa de azucar (Ferrara et al., 2002; Takahashi et al., 2000). Este
corresponde generalmente al 25% del peso total y contiene entre 60-80% de

carbohidratos.

Figura 1.4 Bagazo de cafia de azucar posterior a la molienda
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Se ha reportado que una tonelada de cafia de azucar genera entre 280 a 300 Kg
de bagazo (Sun et al., 2004). Por lo que la fermentacion de los carbohidratos de
este material podria incrementar significativamente la productividad de etanol en la
industrial alcoholera, asi como la sostenibilidad del proceso, sin embargo, el
bagazo se desecha como residuo agricola o es quemado para el suministro de
energia en las calderas de las fabricas de azucar y etanol.

El bagazo fresco y humedo apilado a la intemperie produce un residuo de jugo que
es susceptible de ser fermentado por levaduras, la temperatura favorece el
crecimiento de muchas especies de hongos, principalmente actinomicetos
termofilicos y mesofilicos (Basanta et al., 2007).
Se estima que para el 2030, la produccion nacional de cafa de azucar sera de
83.53 millones de toneladas (SAGARPA, 2017).

De acuerdo con el reporte de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER), en el 2018, Veracruz, es el estado que sigue ocupando el primer lugar
con la tercera parte de la producciéon nacional de cafia de azucar. mas de 21
millones de toneladas de los casi 57 millones que produce el pais al afo.

1.5.2 Bagazo de sorgo dulce

El sorgo o zahina (Sorghum spp) es un género botanico, originario del este de
Africa, perteneciente a la familia de las gramineas, del que existen unas 20
especies. Se adapta bien al crecimiento en areas aridas o semiaridas calidas.
Tolera el calor, la sal, y las inundaciones. Se trata como planta anual, aunque es
hierba perenne y en los tropicos puede cosecharse varias veces al aio; tiene una
altura aproximada de 1 a 3 m en dependencia de la subespecie. El sorgo dulce es
un cultivo con un tallo rico en azucares fermentables (16-23 °Brix), por lo que es

comparable con la cafa de azucar (Bueno et al., 2009).
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Los estados con mayor produccion en el estado de México se muestran en la
Tabla 1.5. Las diferentes subespecies cultivadas usualmente se dividen en cuatro
grupos, segun sus diferentes usos: sorgo grano (alimentacién animal y forraje),
sorgo forrajero (para pastoreo y henificar), sorgo dulce (etanol, jarabes del sorgo,
alimento animal) y sorgo escoba (para la confeccion de escobas y cepillos). Otra
clasificacion los divide por tipos: grano, dual (grano y forraje) y tallo dulce

(combustible, alimento animal y forraje).

Tabla 1.5 Estados productores de sorgo dulce en México

Estados Produccion (%)
Guanajuato 44.65
Michoacan 18.56
Tamaulipas 6.75
Jalisco 5.16
Morelos 5.0
Sinaloa 4.9
Puebla 2.7
Sonora 25
Chihuahua 1.78
Resto del pais 8.0

Fuente: SAGARPA, 2013

El bagazo de sorgo dulce (Figura 1.5) es otra fuente potencial de celulosa y
hemicelulosa que puede ser aprovechada, debido a que este cultivo ha
demostrado tener muchas ventajas econdmicas y energéticas, ya esta planta ha
sido considerada como una de las materias primas prometedoras como
alternativas para la produccién de bioetanol en todo el mundo (Montes et al., 2010;
Du et al., 2014).
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Figura 1.5 Bagazo de sorgo dulce posterior a la molienda

1.5.3 Residuos Maderables

El aserrin y la corteza de los arboles se consideran como los residuos maderables
(Figura 1.6) que se desprenden de los procesos de transformacién de la madera,
MismOs recursos que poseen una amplia aplicacion a nivel industrial puesto que

en su composicion estructural poseen celulosa, hemicelulosa y lignina.

Figura 1.6 Residuos maderables en deterioro
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En México se tienen diferentes tipos de climas, y por ende se tienen diferentes
tipos de bosques: Bosques tropicales, en donde se dan maderas preciosas como
la caoba, el cedro el ébano y demas; bosques mixtos, donde existen maderas
duras y maderas suaves; bosques de confieras, donde se tienen maderas blandas
y se tiene produccidn de la celulosa y el papel y bosques espinosos, los cuales
son desérticos y se tienen la produccion del hule, ixtle, jojoba etc. En la Tabla 1.6

se muestran los principales estados productores.

Tabla 1.6 Estados productores de residuos maderables en México afio 2012.

Estados Produccion (%)
Durango 32.97
Chihuahua 17.72
Michoacan 8.11
Oaxaca 7.32
Veracruz 5.24

Fuente: SEMARNAT, 2012

En la produccion maderable se explotan maderas duras o maderas preciosas que
derivan de la categoria botanica de Angiospermas, las maderas que se tienen en
este tipo de bosque son: El cedro rojo, caoba, ébano, palo de rosa y otras. Las
principales entidades federativas que tienen mayor participacion son: Durango,
Chihuahua, Michoacan, Jalisco, Oaxaca y Puebla (Diaz, 2001).
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1.6 Materiales lignocelulésicos

La materia lignoceluldsica, es un gran recurso potencial para la produccion de
biocombustibles, ya que es en gran medida abundante, de bajo costo y la
produccion de tales recursos es el medio ambiente. Los residuos agricolas son
una gran fuente de biomasa lignoceluldsica, que es renovable, principalmente sin
explotar. Estos recursos incluyen: hojas y tallos tales como fibra de maiz, rastrojo
de maiz, bagazo de cafa de azucar, cascaras de arroz, cultivos lefiosos vy
residuos forestales (Maki et al., 2009). Los componentes principales de naturaleza
que conforman el material lignoceluldsico son de tres tipos, celulosa, hemicelulosa

y lignina como se muestra en la Figura 1.7

Lignina

I

Hemicelulosa

/

Celulosa —

Figura 1.7 Estructura del material lignocelulésico (Conde-Mejia et al., 2012)

Los materiales lignocelulosicos derivados de los residuos agricolas,
agroindustriales, forestales y desechos solidos municipales, estan principalmente
constituidos por polisacaridos como celulosa y hemicelulosa estos se encuentran
cubiertos por un tercer polimero llamado lignina. Estos generalmente se obtienen
a partir de la extraccion del jugo de la planta, que representa aproximadamente
entre el 25 y 40% del material procesado dependiendo del contenido de fibra en la
materia prima y la eficiencia de la extraccion del molino utilizado (Pernalete et al.,
2008; Vargas et al., 2011).
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1.6.1 Celulosa

La celulosa es un homopolisacarido lineal compuesto de monémeros de D-glucosa
unidos por enlaces glicosidicos 3 (1-4) (Li et al., 2010). Los numerosos grupos
hidroxilo de la celulosa favorecen la formacién de enlaces de hidrogeno intra e
intermoleculares, formando en cada wunidad de glucosa dos enlaces
intramoleculares y uno intermolecular. Los enlaces de hidrogeno intermoleculares
se establecen con otras cadenas que estan en el mismo plano, asi como con
cadenas en planos superiores e inferiores, de este modo, las cadenas de celulosa
se unen dando lugar a microfibrillas, y la unién de estas entre si da lugar a la fibra
de la celulosa como se muestra en la Figura 1.8 (Tomas, 2010; Marques, 2010).

Fibras de celulosa

Estructura de la celulosa

Figura 1.8 Estructura de las fibras de celulosa (Khan Academy, 2019)

1.6.2 Hemicelulosa
Después de la celulosa, las hemicelulosas son los segundos polisacaridos mas
abundantes en las plantas. Junto con pectinas y ligninas, hemicelulosas forman el

complejo matriz de la pared celular entre las microfibrillas de celulosa.
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Cada una de estas clases de compuestos de matriz se crea para formar redes

separadas, que estan estrechamente entrelazadas, con lo que las hemicelulosas

estan parcialmente unidas con microfibrillas de celulosa a través de limites de

hidrégeno.

La hemicelulosa es un heteropolisacarido ya que su estructura esta compuesta por

pentosas (Figura 1.9) como: D-xilosa, D-arabinosa y hexosas tales como: D-

glucosa, D-manosa, D-galactosa, asi como también de acido D-glucurénico y

acido 4-Ometil-D-glucuronico (Li et al., 2010). Este heteropolisacarido sirve de

conexién entre la lignina y las fibras de celulosa, ademas de proporcionar rigidez a

la planta.

a-L-Arabinopiranosa

a-L-Arabinofurancsa

L
a-D-Galactosa

ACIDOS HEXURONICOS

Acido a-D-Galacturnico

DESOXI-HEXOSAS

a-L-Fucosa

Figura 1.9 Estructura de los componentes de la hemicelulosa (Fengel y Wegener,

1984)
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1.6.3 Lignina

La lignina, es un polimero tridimensional aromatico, este provee de rigidez
estructural al endurecer y sostener las fibras de polisacaridos, asi mismo participa
en el transporte interno de agua, nutrientes y metabolitos.

Las uniones lignina-hemicelulosa se realizan mediante intermediarios cinamilicos
tales como el acido ferulico, el acido diferulico y el acido p-cumarico, los cuales se
unen mediante diferentes intermediarios monoméricos a la cadena principal del
xilano (Tomas, 2010). Las ligninas tiene las siguientes caracteristicas: (1) Son
polimeros vegetales construidos a base de unidades de fenilpropanoides; (2)
Presentan la mayor parte de los grupos metoxilo contenidos en la madera; (3) Son
resistentes a la hidrolisis acida, facilmente oxidables, solubles en bisulfito o alcalis
caliente, y facilmente condensables con fenoles o tioles; (4) Cuando se hace
reaccionar con nitrobenceno en una solucion alcalina caliente, las ligninas
producen principalmente vainillina, siringaldehido y p-hidroxibenzaldehido en
funcién del origen de las ligninas; (5) Cuando se colocan a ebullicion en una
solucion etandlica de acido clorhidrico, las ligninas forman mondmeros del tipo
“cetonas de Hibbert™ (mezcla de cetonas aromaticas resultantes de la ruptura de
los principales enlaces éter (B-O-4) entre unidades de lignina). En la Figura 1.10

se muestra la estructura de la lignina.
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HCO.

Figura 1.10 Estructura de la lignina (Chavez-Sifontes y Domine, 2013)

1.7 Pretratamientos de los residuos lignocelulésicos

Los pretratamientos implicados en la transformacion del material lignocelulésico
son necesarios para mejorar los rendimientos de azucares simples fermentables
que se liberan por hidrélisis enzimatica, por lo que un pretratamiento efectivo debe
minimizar la degradacion de carbohidratos, la produccion de inhibidores
enzimaticos y productos tdxicos para la fermentacidn de microorganismos
(Taherzadeh y Karimi, 2008; Krishnan et al., 2010). Asi mismo estos deben de
generar una modificacion macro y microscépica de la estructura del material
lignoceluldsico, favorecer la explosidn de las fibras de celulosa para facilitar el
acceso de las enzimas, esto es incrementando la porosidad del material
lignoceluldsico, disminuir y remover la lignina (deslignificacion), y promover las
regiones amorfas de la celulosa (Sun y Cheng, 2002; Taherzadeh y Karimi, 2008;
Cardona et al., 2010). Existen diversos tipos de pretratamientos, sin embargo,

para fines de este proyecto se describiran los del tipo quimico y biolégico.

26



1.7.1 Pretratamientos quimicos

Los tratamientos quimicos son generalmente empleados para remover el
contenido de lignina a los residuos agroindustriales. El uso de agentes alcalinos o
acidos son empleados comunmente en la industria del papel para la recuperacion
de celulosa y produccion de este. Estos procesos tienden a incrementar el costo
del proceso, es por eso por lo que se deben seleccionar agentes quimicos que
permitan la posterior recuperacion y aprovechamiento de los subproductos
generados (Dopico, et al., 2014).

1.7.1.1 Hidrolisis acida

En este proceso quimico se utilizan agentes acidos para transformar las cadenas
de polisacaridos que forman la biomasa (hemicelulosa y celulosa) en sus
monomeros elementales. Utilizando diferentes clases de acidos, como: sulfuroso,
clorhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico y férmico. Este método se clasifica en dos
tipos: acidos concentrados (10-30%), los cuales actuan a bajas temperaturas (30-
90°C) y mayor tiempo de reaccion y acidos diluidos (1-5%): que utilizan
temperaturas altas (100-24001C) y tiempos de reaccion de minutos (Galbe y
Zacchi, 2002; Liu y Wyman, 2003). Este ultimo método es el mas utilizado debido
a su efectividad y bajo costo, ya que los métodos basados en acidos concentrados
son muy caros y causan significativos problemas operacionales (Wyman, 1994;
Carvalheiro et al., 2008; Chen et al., 2011).

La principal reaccién que ocurre durante el pretratamiento acido es la hidrdlisis de
la hemicelulosa, generando especialmente xilanos como el glucomanano. La
hemicelulosa puede ser sometida a reacciones hidroliticas produciendo
monomeros, como furfural, hidroximetil furfural y otros productos (Liu y Wyman,
2003).
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1.7.1.2 Hidrolisis alcalina

La hidrolisis alcalina consiste principalmente en la remocién de la lignina
disminuyendo el grado de polimerizacion y cristalinidad de la celulosa (Arni et al.,
2007; Carvalheiro et al., 2008). Este polimero constituye la principal barrera para
que la celulosa y la hemicelulosa sean hidrolizados por el ataque sinérgico de las

celulasas y xilanasas.

Este pretratamiento consiste en la adicion de un compuesto alcalino, y se pueden
dividir en dos grupos: los que utilizan hidroxido de sodio (NaOH), potasio (KOH), y
calcio (Ca (OH)2) y los que utilizan hidroxido de amonio (NH4OH).

Este método genera reacciones tales como: sustitucion electrofilica, el
desplazamiento de cadenas laterales, rompimientos de vinculos de alquil, aril, éter

o de nucleos aromaticos (Hon y Shiraishi, 2001).

Cuando el material lignoceluldsico se sumerge en NaOH diluido, a 60°C por 24 h,
se produce un hinchamiento de la biomasa, teniendo lugar reacciones como
solvatacion y saponificacion. Esto provoca un estado de inflamacion de la
biomasa, lo que la hace mas accesible por enzimas y bacterias (Sanchez-Riafo,
2009).

1.7.2. Pretratamientos biolégicos.

La conversion de la biomasa lignocelulésica en biocombustibles como el etanol
implica la fraccion y liberacion de azucares. Estos materiales compuestos de las
tres fracciones principales antes mencionadas: celulosa, hemicelulosa y lignina. La
celulosa y la hemicelulosa contienen azucares en forma polimérica que pueden
convertirse por enzimas en monomeros para su fermentacion y produccion de
etanol. Por lo que en la actualidad el estudio para la generacién de enzimas
altamente especificas sobre sustratos lignocelulésicos y con mayores
rendimientos en cuanto a la conversidn de azucares fermentables ha

incrementado.

28



1.7.2.1. Hidrélisis enzimatica.

En este proceso los materiales lignocelulésicos que ya han pasado por los
pretratamientos quimicos donde generalmente se lleva a cabo la deslignificacion
es catalizada por las enzimas denominadas celulasas y xilanasas, cuyo objetivo es
la hidrélisis de celulosa y hemicelulosa respectivamente, como un complejo
enzimatico que esta compuesto principalmente de: endo-(1,4)-3-D-glucanasa, exo-
(1,4)-B-D-glucanasa y B-glucosidasa (Percival et al., 2006; Kuhad et al., 1997;
Deswal et al., 2011).

Las endoglucanasas atacan aleatoriamente el enlace interno O-glicosidico,
produciendo cadenas de glucosa de diferentes tamanos. Las exoglucanasas
actuan en los extremos de la cadena de celulosa y genera como producto final la
B-celobiosa. La B-glucosidasa actua especificamente en el disacarido -celobiosa
generando el monosacarido de glucosa (Bayer et al., 1994; Singh, 1999).

Por su parte, en el complejo de las xilanasas actuan primeramente las endo-$3-1,4-
xilanasas, que causan un decremento en el grado de polimerizacién del sustrato,
las B-xilosidasas hidrolizan xilooligosacaridos a xilosa y varias enzimas accesorias
como la a-L-arabinofuranosidasa, a-glucosidasa, acetilesterasas, acidos
ferulicoesterasa y acido p-cumarinicoesterasa que son necesarios para la

hidrolisis de varios sustituyentes del xilano.

La pB-xilosidasa hidroliza a los xilooligosacaridos a xilosa. La a-
arabinofuranosidasa y la a-glucoronidasa remueven la arabinosa y el 4-metil acido

glucuroénico, respectivamente, de la cadena principal de xilano.

Las esterasas hidrolizan las uniones éster entre las unidades de xilosa y el acido
acético (acetilxilanoesterasas) o entre residuos de arabinosa de la cadena y
acidos fendlicos (acido ferulico esterasa) y acido p-cumarinico (acido p-cumarinico
esterasas), que remueven los sustituyentes en la cadena de heteroxilano (Rahman
et al., 2003). Los sitios de accion de las celulasas y xilanasas se pueden observar
esquematizados en las Figuras 1.11y 1.12.

29



Endo-B -(1,4)-glucanasa
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Exo-B -(1,4)-glucanasa

B-glucosidasa

Figura 1.11. Sitios de accion de las celulasas sobre la celulosa (Saini et al., 2015)
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Figura 1.12. Sitios de accion de las xilanasas sobre el xilano presente en la

hemicelulosa (Coughlan y Hazlewood, 1993)
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En la hidrolisis enzimatica también conocida como sacarificacion, se lleva a cabo
la transformacion de la celulosa y hemicelulosa a azucares fermentables

generalmente monomeros de glucosa y xilosa respectivamente.

Sin embargo, esta etapa es considerada critica en el proceso de obtencién de
etanol de segunda generacidon debido a que actualmente se realiza mediante el
uso de enzimas comerciales altamente costosas y de baja disponibilidad, por lo
que esta etapa representa alrededor del 50% de los costos del proceso de

produccion de etanol 2G.

1.8 Antecedentes bibliograficos

Las xilanasas son de las enzimas de mayor interés a nivel industrial, por lo tanto,
existen diversos reportes sobre la obtencién de estas enzimas, en los que se
evaluan diversos factores que son de vital importancia ya que afectan la

directamente los rendimientos y la productividad en la produccién enzimatica.

Una de las alternativas es el uso de residuos lignocelulésicos como fuente de
carbono para los microorganismos, los cuales aprovecharan este material como
inductor para la expresion de xilanasas, excretando estas enzimas al medio de
cultivo. En general, las caracteristicas de los residuos agricolas, agroindustriales y
forestales son muy variadas, y dependen de la materia prima y del proceso que los
generd, no obstante, comparten como caracteristica principal el contenido de
materia organica, constituida por diferentes porcentajes de celulosa, hemicelulosa
y lignina. Dentro de la produccidén de enzimas de aplicacion industrial existe una
gran variedad de residuos lignoceluldsicos que pueden ser aprovechados para

este fin.
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A continuacion, se enlista una serie de trabajos especificos sobre la produccion de
xilanasas en los cuales utilizar diferentes microorganismos, fuentes de carbono, y

condiciones de operacion.

Reyes, (2015), Realiz6 el Aislamiento y la seleccion de hongos y bacterias
productores de celulasas y xilanasas a partir de residuos lignocelulésicos, como
bagazo de sorgo, bagazo de cana y residuos de madera, a partir de estos
materiales logré aislar 96 microorganismos de los cuales 47 presentaron
capacidades para producir xilanasas, la seleccién se realiz6 mediante pruebas
cualitativas y cuantitativas obteniendo una maxima actividad xilanasas de 8.9

Ul/mL de su mejor cepa la cual fue seleccionad y codificada como MH1-a2.

Cruz et al., (2009), a partir de composta de residuos agricolas aisl6 hongos,
bacterias y Actinomicetos con capacidades celuloliticas y xilanoliticas, realizo la
extraccion enzimatica a partir de fermentacion sumergida en medios de trazas de
Mandels y Weber, utilizando xilano como sustrato, a 28°C por 4 dias para hongos
y 48 h para bacterias. Obtuvo la mejor actividad xilanasa de 11.2 Ul/mL con
bacterias, y una actividad celuloliticas de 2.10 Ul/mL con hongos.

Fanchini et al., (2010), a partir de mazorca y olotes, cascara de avena y bagazo de
cafa por fermentacion sumergida con cepa de Penicillium janthinellum, obtuvieron
enzimas xilanoliticas entre ellas xilanasa extracelular, beta-xilosidasa y alfa-L-
arabinofuranosidasa para ser utilizadas como aditivos para alimentos. Realizando
una optimizacion de los estudios de concentracion de la fuente de carbono, la
temperatura y pH incultivo. La produccion de estas enzimas se duplicé cuando los
cultivos se suplementaron con grano agotado de cerveza a una concentracion de
2%, pH 6,0 y 25 °C. En estas condiciones optimizadas obtuvieron una actividad de
xilanasa de 15.19 Ul/mL y 23.54 Ul/mg, la actividad de beta-xilosidasa de 0.16
Ul/mL y 0.25 Ul/mg y la actividad de alfa-L-arabinofuranosidasa de 0.67 Ul/ml y
1.04 Ul/mg.
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Cavalieri, et al., (2013), evaluaron tres fuentes de carbono en la produccion de
xilanasas las cuales fueron: Salvado de arroz, Salvado de trigo, y Bagazo de cana
en fermentacion sumergida a partir de la cepa Aspergillus niger, bajo las
siguientes condiciones: 35°C, pH 5, 110 rpm, durante 5 dias; resultando el bagazo
de cafia como la mejor fuente de carbono con el cual se obtuvo la mayor actividad
xilanasa de 11.57 Ul/mL.

Diaz, et al., (2019), llevaron a cabo la produccion de xilanasas utilizando diversos
residuos lignocelulésicos como sustrato los cuales fueron: Bagazo de yuca,
Aserrin de pino, Aserrin de eucalipto, y Bagazo de cafa en fermentacion
sumergida con la cepa Aspergillus niger, y utilizando las mismas condiciones de
operacion las cuales fueron: 28°C, pH 4.8, 100 rpm, durante 8 dias; obtuvieron su
mayor actividad xilanasa (32.05 Ul/mL) a partir del bagazo de cafia.

A partir de lo anterior se puede sintetizar lo siguiente:

1) Los residuos lignocelulésicos son una fuente potencial para la produccion de
xilanasas al mostrar una mayor actividad xilanasa que la que se obtiene por

reactivos sintéticos como el xilano.

2) El bagazo de cafia es una de las mejores fuentes de carbono para la
produccion de estas enzimas ya que es el residuo del que se obtiene la mayor
actividad xilanasa (32.05 Ul/mL)

3) El género Aspergillus es de los mas utilizados para la produccion de estas

enzimas.
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Asi mismo se observa que los valores de pH oscilan entre 4 y 6, lo que demuestra
que, entre estos valores, y a una temperatura alrededor de los 30°C los
microorganismos producen la mayor cantidad de xilanasas; ya que estos dos
factores juegan un papel muy importante en el metabolismo y en la morfologia de

los microorganismos.

Al utilizar residuos lignocelulésicos como alternativa para la produccion de
xilanasas, estas se obtienen de una forma mas econdmica y sostenible en
comparacion con el proceso industrial de produccion de xilanasas en el que se

utilizan reactivos sintéticos.
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2. JUSTIFICACION

La utilizacion de microorganismos en diversos procesos industriales se ha elevado
progresivamente, causando el desarrollo biotecnolégico, y una disminucion en los

costos de produccion y mayores rendimientos en los bioprocesos.

La tecnologia de segunda generacion como la produccion de etanol a partir de
materiales lignoceluldsicos requiere de la accion concertada de enzimas como las
celulasas y xilanasas para la generacion de azucares fermentables, transformando
los polisacaridos como celulosa a glucosa por medio de una etapa conocida como

hidrolisis enzimatica.

La hidrolisis enzimatica constituye la etapa critica en el proceso de produccion de
etanol de segunda generacion (2G), y las xilanasas son de las enzimas mas
utilizadas, sin embargo, debido a su elevado costo comercial, se buscan
alternativas para la obtencién de estas enzimas, que permitan reducir los costos

de este proceso.

En este sentido, el presente proyecto esta encaminado a la produccion de
xilanasas a partir de hongos autoctonos utilizando como fuente de carbono

materiales lignoceluldsicos residuales, bajo un esquema de desarrollo sostenible.

Este trabajo es parte del proyecto No. 2017-03-291143, del fondo sectorial
SAGARPA-CONACYT: Produccion de etanol 2G y enzimas obtenidas de

microorganismos autoctonos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Producir xilanasas mediante el uso de residuos lignoceluldsicos utilizando hongos

autoctonos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Aislar y seleccionar hongos productores de xilanasas.

* Evaluar el efecto de la fuente de carbono y nitrdgeno sobre la produccion

de xilanasas.

* Optimizar la produccion de xilanasas, en funcion de la concentracion de

sustrato, nitrogeno y velocidad de agitacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo el proceso de produccion de xilanasas se establecié la
siguiente metodologia general, dividida en cuatro etapas, partiendo desde el
aislamiento de hongos productores de xilanasas, evaluando su potencial de
expresion de estas enzimas mediante pruebas de seleccion cualitativa y
cuantitativa, posteriormente se evaluaron de diversas fuentes de carbono y
nitrogeno, de las cuales se seleccionaron las mejores para la produccion de
xilanasas, y finalmente se optimizé la produccion de estas enzimas en términos de
concentracion de sustrato seleccionado ([S]), concentracion de la fuente de
nitrogeno seleccionada ([N]), y velocidad de agitacion, como se muestra en la

Figura 4.1.
Evaluacion de
fuentes de
carbono « Extracto de levadura
« Seleccion cualitativa * Sulfato de amonio
* Selecion cuantitativa * Bagazo de cafia *Urea * Concentracion de [S]

» Concentracién de [N]
* Agitacion

» Bagazo de sorgo

« Rastrojo de maiz Evaluacion de

fuentes de
nitrégeno

N

Aislamiento
de hongos

N

Figura 4.1 Metodologia general para la produccién de xilanasas a partir hongos

autoéctonos usando residuos lignocelulésicos.
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4.1 Recoleccién y toma de muestras de residuos lignocelulésicos

Se llevo a cabo una seleccidn de los diferentes tipos de residuos lignoceluldsicos a
tratar segun sus caracteristicas organolépticas y que presentaron deterioro
microbioldgico, con presencia de hogos, con objeto de facilitar la proliferacion de
los microorganismos. Los residuos de bagazo de cafia y sorgo se recolectaron de
la planta piloto de bioetanol ubicada en el Instituto Tecnoldgico de Veracruz, y los
maderables fueron provenientes del campo experimental Cotaxtla, Veracruz zona
golfo centro del INIFAP.

4.2 Aislamiento de cepas fungicas productoras de xilanasas

Cada muestra de bagazo de cafia, sorgo y madera (10 g) se sembrd en agua
peptonada (90 ml) 0.1% estéril ajustando el pH a 7 con hidroxido de sodio 0.1 N.
A cada muestra se le agregdé cloranfenicol en una concentracion de 0.4 g/L, y se
incubaron a 30°C a 150 rpm por 48 h en una incubadora marca Marca Lab Tech,
Modelo LSI3016A.

Posteriormente se prepararon diluciones en agua estéril desde 10" hasta 10®. Se
prepararon cajas de medios ricos en hemicelulosa como en la Tabla 4.1, y se
adicioné cloranfenicol en una concentracion de 0.4 g/L. De las ultimas dos
diluciones se sembraron 50 pL por extension en caja Petri con una espatula de
Drigalsky sobre el medio. Para la deteccion de cepas fungicas se incubaron a
30°C durante 72 h. Posterior a esto se prosiguido a determinar si existian en el
medio diferentes tipos de colonias formadas y realizar el aislamiento por la técnica
de siembra por puncion hasta obtener cepas puras.
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Tabla 4.1. Composiciéon de medio para aislamiento

Medio rico en hemicelulosa:

Componentes Cantidad (g/L)
Hemicelulosa 20
Peptona de caseina 10
Extracto de Levadura 5
NaCl 5
Agar 20

4.2.1 Medio de conservacion

Las cepas aisladas fueron conservadas en tubos y placas con medio PDA (Tabla
4.2) a 4°C, con resiembras cada 30 dias.

Tabla 4.2. Medio PDA para la conservacion de la cepa.

Componentes Cantidad (g/L)
Extracto de levadura 10
Peptona de caseina 20
Dextrosa 20
Agar 25

39



4.2.2 Determinacidn cualitativa de la actividad xilanasa

Se tomaron muestras de las cepas aisladas, colocandolas en un medio en placas
rico en xilano (Tabla 4.3), para la determinacion cualitativa de actividad xilanasa.
Una vez solidificadas las placas con medios, en cada una de estas se realizé un
orificio de 6 mm de diametro con un orador previamente esterilizado para
posteriormente, evaluar los halos de hidrolisis de cada microorganismo.

Dado que se trata de hongos se prepard una solucion de Tween 80 al 0.1% para
cosechar las esporas, esto se realizé agregando 2 mL en los tubos inclinados con
cultivo para lograr una solucién de esporas, y finalmente se colocaron 50 uL de
cada uno de los microorganismos y se incubaron a 30°C por 48 h.

Tabla 4.3 Medio de prueba cualitativa de actividad xilanasa (Gaitan y Pérez, 2007)
MEDIO RICO EN XILANO

Componentes Cantidad (g/L)
Xilano 10
Extracto de levadura 2.5
Peptona 2.5
(NH4).SO4 0.5
CaCl, 0.5
KH2PO4 0.1
KoHPO, 0.1
Agar 15

Transcurrido el tiempo de incubaciéon se realizé una tincién adicionando 5 mL de
rojo congo al 1% (p/v) a cada una de las placas, dejando actuar por 15 minutos,
posteriormente se retir6d el exceso de colorante y se lavé con 5 mL de solucion 2 M
de NaCl durante 15 minutos. Después de eliminar el exceso de la solucion salina
se determind la actividad xilanolitica por la presencia de halos debidos a la
hidrolisis de xilano, los cuales se midieron en cm, y se selecciond a la cepa que
presentdé el mayor halo de hidrolisis xilanolitica, y realizar las siguientes

evaluaciones.
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4.2.3 Determinacion cuantitativa de la actividad xilanasa

La cepa fungica que haya sido seleccionada de la prueba cualitativa pas6 a la
prueba cuantitativa, la cual, se realiz6 conforme a la determinacion de azucares
reductores, con la técnica de Miller (1959). Para lo cual, lo primero que se realizd
es una activaciéon de la cepa aislada.

4.2.3.1 Activacion de la cepa
La activacidon de la cepa se realiz6 mediante una solucion de Tween 80 al 0.1%

estéril para el arrastre de las esporas, colocando 10 mL a cada tubo que contenia

las cepas.

4.2.3.2 Preparacioén del inéculo
Se llevo a cabo la preparacién del medio de fermentacion en solucion de trazas de

Mandels y Weber (1969) como se muestra en la Tabla 4.4. El medio se esterilizd
en autoclave a 121 °C y 1 atmosfera de presién durante 15 min. Y para la
determinacion de actividad xilanasa se utilizd xilano como sustrato (Costa et al.,
2010).

Tabla 4.4. Medio de trazas de Mandels y Weber (1969).
Compuesto  Cantidad (g/L)

KH,PO, 2.0
MgSO4H-0 0.3
CaCl2H,0 0.3
(NH4)2.SO4 1.4
FeSO,7H,0 5.0
MnSQO,7H,0 1.6
ZnSO4H,0 1.4
CuS0,45H,0 1.0
Peptona 0.5
Carbohidrato 10
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4.2.3.3 Inoculacion

Después de realizar la activacion y arrastre de esporas con Tween 80 al 0.1%
para el hongo, se prosiguidé a contar el numero de esp/mL, realizado por conteo
directo al microscopio éptico, utilizando una camara de Thoma e inoculando 3x10°
esp/mL. Posteriormente se llevd a cabo una cinética de 120 h, realizando
mediciones de absorbencia en un espectrofotdmetro Cary 8454 UV-VIS a 540 nm,

y realizando determinaciones de azucares reductores a cada muestra.

4.2.3.3.1 Cuenta celular

El conteo de las esporas se realizO mediante un arrastre de éstas con una
solucion de Tween 80 al 0.1% (v/v) y posteriormente se realizé su conteo
utilizando una camara de Thoma la cual esta constituida por las siguientes partes
(Figura 4.2):

 Cuadro grande (centro de la cruz, 400 cuadros pequefios): 1 mm?/400
cuadros

* Cuadro mediano (formado por 16 cuadros): 0.25 mm x 0.25 mm

 Cuadro pequefio: 0.05 mm x 0.05 mm = 0.0025 mm?

* Lineas separadoras de cuadros medianos (en rojo): 0.025 mm del extremo
del cuadro

La muestra del inoculo se colocdé mediante una pipeta Pasteur colocandola en una
de las ranuras de la camara con el cubreobjetos encima, poniendo la punta de la
pipeta lo suficientemente cerca y haciendo presion con el pulgar para que por
capilaridad las esporas se distribuyan en la zona de conteo de la camara. El

volumen aproximado a considerar para realizar el conteo es de 20x10° mL.
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Figura 4.2 Camara de Thoma

La concentraciéon de esporas (X) por mililitro esta dada por la siguiente ecuacion
(4.1):
N xd
Nc x4

x10° (4.1)

Donde:
N = Numero de células

D = Factor de diluciéon

NC = NUumero de cuadros contados

Posteriormente se empleod la ecuacion 4.2 para determinar el volumen a afadir de

la solucién de esporas obtenida en la fermentacion:
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Cl*V1= C2xV2 (4.2)

Donde:

V1= Volumen de la solucion de esporas que se debe anadir
C1= Concentracién deseada en la fermentacién 3x10° esp/ml
V2= Volumen de fermentacion

C2= X (Concentracién de esporas)

4.2.3.4 Fermentacion sumergida

Se realizé una cinética de fermentacion incubando por 120 h, 30°C y 250 rpm,
tomando mediciones de las muestras en los tiempos 0,12, 24, 36, 48, 60, 72, 84,
96, 108, y 120 h. La fermentacién se llevo a cabo utilizando Xilano como fuente de
carbono, La actividad xilanasa fue calculada mediante azucares reductores de
acuerdo con el método de Miller (1959), realizando una curva de calibracion con

xilosa.

4.2.3.4.1 Determinacion de azucares reductores

Para la determinacion de la formacién de azucares reductores que para este caso
es xilosa, se usa el reactivo DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico, que es color amarillo)
qgue al reaccionar con dichos azucares se reduce a acido 3-amino-5-nitrosalicilico
de color rojo ladrillo, las mediciones se realizan determinando la absorbencia a
540 nm (Costa et al., 2010).

El reactivo DNS se prepara disolviendo 1 g de 3-5 DNS y 30 g de
KNaC4H406°4H20 en 16 mL de solucién de NaOH al 10% (p/p) posteriormente se
adicionan 50 mL de agua destilada, se lleva a un Bafio Maria para disolver, y se

afora a 100 mL en un matraz volumeétrico.
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Se realizd una curva patrén de xilosa con una concentracion maxima de 2 g/L para
la determinacion de actividad xilanasa, Como se observa en la Figura 4.3; de la
cual se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9995 lo que garantiza la
fiabilidad para los calculos de concentracion de xilosa liberada durante la reaccion

enzimatica.
1.200
1.000
0.800
Q 0.600
y =0.56x-0.0174
R? = 0.99946
0.400
0.200
0.000
0 02 04 06 08 1 1.2 14 16 18 2

Xilosa (g/L)

Figura 4.3 Curva patrén de xilosa

La pendiente de la ecuacion de esta curva tiene unidades de (absorbencia /
concentracion), por lo tanto, dicha pendiente sera utilizada para relacionarla con la
pendiente que se obtiene de la cinética enzimatica en la que se correlaciona
(absorbencia / tiempo), teniendo como resultando unidades de (concentracion /
tiempo), para entonces obtener las unidades de actividad xilanasa.
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4.2.3.5 Obtencion del extracto enzimatico con actividad xilanasa

Después de la fermentacion, el extracto enzimatico crudo fue centrifugado a 4,000
rpm por 20 minutos a 4°C con la ayuda de una Centrifuga modelo 5804 R Marca
eppendorf (Figura 4.3), se recuperd el sobrenadante y posteriormente se guardo el

extracto enzimatico en tubos Falcon de 50 mL a 4°C para su posterior analisis.

o I

5804 R -

Figura 4.3 Centrifuga eppendorf modelo 5804 R

El proceso para determinar la actividad enzimatica se midid maximo 2 dias
después de haber obtenido el extracto enzimatico, para evitar la pérdida de
actividad por inestabilidad.
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4.2.3.5.1 Método para medir la actividad xilanasa

Preparacion del Sustrato:
Solucion de Xilano al 1% en buffer de NazCgHs07 0.05 M, pH 5.0.

Método

1.

o &~ N

Anadir 1 mL de enzima a un tubo de ensayo para la reaccion.

Mantener a una temperatura de 50°C, afadir 1 mL del sustrato y mezclar.
Se toman muestras de 100 pyL cada 2 minutos.

Anadir 100 uL de DNS a cada muestra y mezclar.

Hervir durante 5 minutos exactamente en un bafio de agua en ebullicion
con abundante agua. (Todas las muestras, blanco y estandares de xilosa,
deben ser hervidos juntos). Después de hervir, enfriar durante 5 min.

Anadir 1 mL de agua desionizada o agua destilada. Mezclar por completo
invirtiendo el tubo varias veces de manera que la solucién se separe del
fondo.

Leer las muestras a una longitud de onda de 540 nm en un
espectrofotometro Thermo Spectronic Genesys 4001/4 (Figura 4.3).

Figura 4.4 Thermo Spectronic Genesys 4001/4
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Se tomaron las lecturas de absorbencia de las muestras y se realizaron los
siguientes calculos para obtener la actividad xilanasa (Ul/mL).

Una unidad de actividad xilanasa se define como la cantidad de enzima capaz de

liberar 1 ymol de xilosa por minuto (ecuacién 4.3) bajo condiciones estandares
evaluadas de pH y Temperatura.

1 umol de xilosa liberada

1UI/mL = (4.3)

1 min

Calculo de Unidades por mililitro:

1. Construir una curva estandar de xilosa con una concentracion maxima de
xilosa de 2 g/L, graficando contra la Absorbencia a 540 nm.

2. Usando esa linea estandar, obtener los valores de absorbencia de las
muestras de la reaccion entre la enzima y el sustrato.

3. Graficar la absorbencia de esta reaccion contra el tiempo y obtener la
pendiente.

4. Calcular Ul (ecuacion 4.4):

(M 1umol 1000ug>
Ul/ml = <m2>*(FD)*<150.13ug>*< Tmg (44)

Donde:
m= Pendiente de la absorbencia contra tiempo de la muestra

my= Pendiente de la linea estandar de xilosa
FD= Factor de dilucion
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4.3 Evaluacion de la fuente de carbono sobre la produccién de xilanasas

Después de evaluar la actividad xilanasa para cada una de las cepas se
seleccion6 aquella en la que se obtuvo la mayor actividad. Posteriormente con la
cepa seleccionada se llevaron a cabo fermentaciones sumergidas para evaluar el
efecto de la fuente de carbono sobre la produccién de xilanasas, utilizando Xilano
como testigo y tres diferentes tipos de residuos lignocelulésicos previamente

deslignificados, como se muestra en la Tabla 4.5, en una concentracion de 10 g/L.

Tabla 4.5. Materiales lignocelulésicos como fuente de carbono.

Tipos de residuos

*Bagazo de sorgo
*Bagazo de caina
*Rastrojo de Maiz
Xilano

*Deslignificado

Para que el microorganismo pueda aprovechar los polisacaridos como celulosa y
hemicelulosa, es necesario remover la lignina mediante un pretratamiento alcalino
de cada uno de los materiales, para realizarlo se utilizaron las condiciones 6ptimas
de pretratamiento que se obtuvieron de estudios anteriores en el laboratorio de
bioingenieria de acuerdo con (Partidas, 2017; Moran, 2018; Tiburcio, 2019).
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4.3.1 Pretratamiento Alcalino (Deslignificado) de los residuos
lignocelulésicos

Se pretrataron y utilizaron diferentes residuos lignocelulésicos como Bagazo de
cana (BC), Bagazo de sorgo (BS), y Rastrojo de maiz (RM) como fuente de
carbono para los hongos filamentosos en cultivo sumergido, dichos residuos
fueron obtenidos de la planta de etanol de segunda generacion, provenientes del

campo experimental Cotaxtla, Veracruz zona Golfo centro del INIFAP.

4.3.2 Hidrdlisis alcalina del BS

Se tomo6 1 Kg de bagazo de sorgo y se colocd en un contenedor, agregando
peréxido de sodio al 4% (v/v), en relacidn sdlido-liquido (1:16) y ajustando pH a
11.5 con sosa caustica 10 M, a 25 °C por 45h, posteriormente se secé al sol, se
peso y etiqueto para su posterior uso.

4.3.3 Hidrélisis alcalina del RM

Se tomo6 1 Kg del rastrojo de maiz y se colocé en un contenedor, agregando
peréxido de sodio al 6% (v/v), en relacidn sdlido-liquido (1:10) y ajustando pH a
11.5 con sosa caustica 10 M, a 25 °C por 10h, posteriormente se secé al sol, se

peso y etiqueto para su posterior uso.

4.3.4 Hidrdlisis alcalina del BC

Se tomaron 20 Kg de bagazo de cafia y se colocd en un tanque de hidrolisis
alcalina escala planta piloto, agregando peréxido de sodio al 4% (v/v), en relacion
soélido-liquido (1:16) y ajustando pH a 11.5 con sosa caustica 10 M, a 25 °C por
96h, posteriormente se secd al sol, se peso y etiqueto para su posterior uso y
caracterizacion.

En la Figura 4.3, se muestra el pretratamiento para deslignificar el material

lignocelulésico.
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Figura 4.5 Pretratamiento alcalino de los residuos lignocelulésicos

4.3.4.1 Caracterizacion del material lignocelulésico

Para obtener la composicion lignocelulésica previa y posterior del pretratamiento
se llevd a cabo la metodologia propuesta por el Laboratorio Nacional de Energias
Renovables (NREL por sus siglas en inglés) en el reporte técnico NREL/TP-510-
42618 “Determination of structural carbohydrates and lignin in biomass”, la cual
establece los métodos analiticos estandar para la biomasa.

La humedad se obtuvo mediante los datos arrojados por la termobalanza Precisa
XM 50, en la cual se colocé 1 gramo de la muestra realizando un secado por 30
minutos y pasado el tiempo arrojé el porcentaje de humedad final.

Para la cuantificacion de cenizas se realiz6 por el método propuesto por la
Sociedad Americana de Quimicos Petroleros (AOCS por sus siglas en inglés)
AOCS Ba 5a-49 para lo cual se pesaron 2 gramos de muestra los cuales se
colocaron en un crisol de porcelana previamente pesado y se llevd a una mufla
Thermo Scientific FB1415M, a 550°C por 2 horas. Terminado el ciclo se retird el

crisol, y se dejo enfriar en un desecador para posteriormente pesarlo.
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El porcentaje de cenizas se obtuvo mediante la ecuacion (4.4):

. peso de las cenizas (g)
%Cenizas = —— *100 (4.4)
peso inicial de la muesta (g)

Al llevarse a cabo la caracterizacion completa de los materiales crudos y
pretratados se puede obtener el porcentaje de remocion de lignina con la ecuacion
(4.5):

% de lignina final * 100) 45)

% de remosién de lignina = 100 — ( % de lignina final
0

4.3.5 Reduccion del tamano de particula

Después del pretratamiento alcalino al que se sometieron los materiales
lignoceluldsicos, se realizé una disminucion del tamafo de particula de estos
mismos como se muestra en la Figura 4.4, utilizando una pulverizadora modelo
GRT-02A con el objetivo de que el hongo lo pueda digerir mejor en su fisiologia

como fuente de carbono para la expresion de xilanasas.

Figura. 4.6 Bagazo de cafia con un tamafo de particula de 750um
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4.4 Evaluacion de la fuente de nitrégeno sobre la produccion de xilanasas.
Después de la evaluacion de la fuente de carbono, se procedié a realizar la
evaluacion de la fuente de nitrégeno sobre la produccion de xilanasas, para lo cual
se probaran tres fuentes distintas las cuales fueron Sulfato de amonio (NH4).SO4,
Urea CH4N20O, y Extracto de levadura en una concentracion 1.5 g/L, como se
muestra en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Fuentes de nitrégeno a evaluar.

Fuente de nitrégeno

(NH4)2S04
CH4N20
Extracto de levadura

El medio de fermentacion fue suplementado con cada una de estas fuentes de
nitrogeno, para seleccionar aquella en la que se presente mayor actividad

xilanasa, cuantificada por el método de Miller (1959).
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4.5 Optimizacion de la produccion de xilanasas

Para la optimizacién de la produccion de xilanasas una vez obtenida la mejor
fuente de carbono y nitrogeno, se realizé un disefio central compuesto (Tabla 4.7)
considerandose como variables independientes a tres niveles: Concentracion [S]
(10, 15y 20 g/L), Concentracion [N] (1, 1.5y 2 g/L) y agitacién (150, 200 y 250
rom). La Tabla 4.8 muestra el disefio propuesto con valores codificados y reales
teniéndose como variable de respuesta la actividad xilanasa, siendo cuantificada
mediante la transformacién de Xilano a azucares reductores como xilosa usando
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico).

Tabla 4.7. Rango experimental y niveles de acuerdo con un Disefio Central
Compuesto (DCC).

Variables Niveles
-1 0 +1
Concentracion [S] 10 15 20
Concentracion [N] 1 1.5 2
Agitacion (rpm) 150 200 250
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Tabla 4.8. Matriz de Disefno Central Compuesto para la optimizaciéon del proceso de

produccioén de xilanasas con valores codificados y reales.

PRUEBA

10

11

12

13

14

15

16

17

VARIABLES CODIFICADAS

VARIABLES NATURALES

Concentracion  Concentracién  Agitacién | Concentracién  Concentracién  Agitacion
(S] (N] rpm (S] (N] rpm
-1 -1 -1 10 1 150
1 -1 -1 20 1 150
-1 1 -1 10 2 150
1 1 -1 20 2 150
-1 -1 1 10 1 250
1 -1 1 20 1 250
-1 1 1 10 2 250
1 1 1 20 2 250
-1.6 0 0 6.6 1.5 200
1.6 0 0 23.4 1.5 200
0 -1.6 0 15 0.6 200
0 1.6 0 15 2.3 200
0 0 -1.6 15 1.5 116
0 0 1.6 15 1.5 284
0 0 0 15 1.5 200
0 0 0 15 1.5 200
0 0 0 15 1.5 200

Teniendo como variable de respuesta la actividad enzimatica. Una vez realizadas

todas las corridas experimentales, se llevd a cabo la validacién de las condiciones

optimas obtenidas del modelo obtenido por el software estadistico NCSS.

55




5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento de microorganismos

A partir de la incubacion en agua peptonada de las muestras de madera, bagazo
de cafia, y bagazo de sorgo se realizaron diluciones seriadas desde 10" hasta
107, de las cuales se sembraron usando una espatula de Drigalsky en cajas con
medio rico en xilano. Después de transcurridas 48 h de incubacion se observo el
crecimiento de diversas colonias (Figura 5.1) de las cuales se prosigui6 a realizar
una siembra por puncion, el tipo de colonia a purificar se seleccioné con la ayuda

de un estereoscopio.

Figura 5.1. Crecimiento de diversas colonias flingicas.

Al partir de las muestras de los residuos agricolas, BS, BC y RM se obtuvieron
3x107, 3x10” y 4x10” UFC/g de residuo respectivamente, es decir la carga

microbiana fue similar en los tres residuos.
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5.2 Propagacion y mantenimiento de los microorganismos

La técnica anterior se repiti® hasta obtener cepas puras de estos hongos
autoctonos (Figura 5.2), posteriormente, se sembraron en un medio de
conservacion de PDA en tubos inclinados de 20 mL, para una mejor manipulacion

y evitar la contaminacion de los cultivos.

Figura 5.2. Cepas fluingicas totalmente purificadas.

Se aislaron un total de 10 cepas puras de hongos autéctonos, capaces de crecer
en medio con Xilano (Tabla 5.1). Lo cual los caracteriza como microorganismos
potenciales para hidrolizar hemicelulosa, debido a que estos microorganismos son

capaces de crecer y desarrollarse en este medio.

Tabla 5.1 Total de microorganismos aislados en medio selectivo de Xilano

MUESTRA MICROORGANISMO XILANO
Bagazo de sorgo 4
Bagazo de cafa Hongos 2
Residuos de madera 4
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5.3 Caracterizacion cinética de actividad enzimatica

Para la caracterizacion de la actividad xilanasa se realizaron dos procesos de
evaluacion, una prueba cualitativa y una seleccion cuantitativa de actividad

enzimatica, como se presenta a continuacion.

5.3.1 Seleccion primaria: Prueba cualitativa de actividad enzimatica

La evaluacion se realizé preparando medio solido de prueba cualitativa rico en
xilano y carboximetil celulosa con forme a lo reportado por Gaitan y Pérez (2007),
y cuya composicion se muestra en la Tabla 4.1. Transcurridas las 48 h de
incubacion se continud realizando una tincién con solucién de Rojo Congo al 10

%, y se retiré el exceso de colorante con una soluciéon de NaCl 2 M.

Posteriormente se realizé la medicion del diametro (en centimetros) de los halos
de hidrolisis formados en cada orificio de las cajas, las mediciones se realizaron
con ayuda de una regla, y se obtuvo un promedio de los orificios como se muestra

en la Figura 5.3 y en la Tabla 5.2.

Figura 5.3 Determinacién cualitativa de la actividad enzimatica
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Tabla 5.2 Prueba cualitativa de actividad en medio de CMC y XIL (Gaitan y Pérez,

2007)
CMC XIL
M.O MUESTRA PROMEDIO MUESTRA PROMEDIO
BSH1 0.587 BSH1 0.867
BSH2 0.430 BSH2 0.830
BSH3 0.890 BSH3 0.574
BSH4 0.150 BSH4 0.442
Hongos RMH1 0.360 RMH1 0.913
RMH2 0.125 RMH2 0.655
RMH3 0.590 RMH3 0.445
RMH4 0.896 RMH4 0.122
BCH1 0.998 BCH1 0.943
BCH2 0.275 BCH2 1.345

Como se puede observar a partir de los resultados mostrados en la Tabla 5.2,
todos los hongos son capaces de producir enzimas que hidrolizan tanto CMC
como xilano, sin embargo, algunos son mejores en CMC y otros en xilano, como

se muestra también en la Figura 5.4.
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Figura 5.4 Halos de actividad enzimatica en Carboximetilcelulosa (CMC) y Xilano
(XIL)
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A partir de los resultados obtenidos de la evaluacién primaria se seleccion6 a la
cepa BCH2 como el hongo mejor productor de xilanasas, dado que presenté el
mayor halo de hidrdlisis en xilano de 1.345 cm, mayor al reportado por (Reyes,
2015), quien también realiz6 aislamiento de cepas xilanoliticas con una capacidad
maxima de 1 cm. Y con lo reportado por Mikan y Castellanos (2004) que aislaron
tres tipos de microorganismos diferentes entre los que obtuvieron un halo de
degradacion maximo para hongos de 0.8 cm

Por lo tanto, de esta evaluacion se selecciond la cepa BCH2 como la mejor y se
eligid como un microrganismo potencial para la produccion de xilanasas y para las

pruebas posteriores.

5.3.2 Seleccion secundaria: Prueba cuantitativa de actividad xilanasa por
fermentacion sumergida (SMF).

Para esta evaluacion se determind la actividad cuantitativa de acuerdo al método
de Miller (1959) de azucares reductores. Para la determinaciéon de azucares

reductores se realizé una curva patron de xilosa como se observo en la Figura 4.3.

De esta curva patron se obtuvo un coeficiente de correlacién de 0.9995 lo que
garantiza la fiabilidad para los calculos de concentracidon de xilosa liberada durante

la reaccidn enzimatica.

A partir de lo anterior se llevaron a cabo fermentaciones sumergidas utilizando
xilano como sustrato inductor en la cepa seleccionada BCH2 para la expresion de
xilanasas, las cuales dado que son enzimas extracelulares son excretadas al
medio de cultivo, de donde se pueden recuperar las enzimas, para su posterior

evaluacion.
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Las fermentaciones se realizaron con el medio de trazas propuesto por Mandels y
Weber (1969). Los resultados de azucares reductores y halos de actividad de la
cinética de fermentacién con la cepa seleccionada BCH2 se muestran en la Figura
5.6.
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Figura 5.6 Halos de actividad y azucares reductores generados en la cinética de
fermentacién con xilano.

Se puede observar que a existe un incremento tanto en los azucares reductores
como los Halos de actividad durante la fermentacion, sin embargo, de estos dos
factores se determind que los halos de hidrdlisis brindan un mejor criterio de que el

microorganismo esta produciendo xilanasas.

No obstante, para evaluacion de la produccion y la eficiencia de las xilanasas
producidas, se realizo el calculo de la actividad cuantitativa del extracto enzimatico
obtenido de la fermentacion. En la Figura 5.7, se muestra la cinética enzimatica de
la produccion de xilanasas hasta las 120 horas por el hongo BCH2 usando xilano

como inductor.
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Figura 5.7 Cinética enzimatica de actividad xilanasa

Donde se observa que a las 72 horas se obtiene la mayor actividad xilanasa con
un valor de 1.91 Ul/mL. Por lo tanto, para las siguientes evaluaciones las
fermentaciones se llevaran a cabo hasta este tiempo, ya que como se puede
observar después de las 72 horas la actividad comienza a disminuir.

5.4 Evaluacion de la fuente de carbono sobre la produccion de xilanasas
Para la produccién de xilanasas se evaluo el efecto de diversos residuos
lignoceluldsicos deslignificados como inductores para la expresion de estas
enzimas. En la Tabla 5.3 se observa que, de los tres residuos evaluados, el
bagazo de cafa mostré ser el mejor inductor con una actividad xilanasa de 2.90
Ul/mL.

Tabla 5.3. Evaluacion del efecto de los residuos lignocelulésicos como fuente de
carbono sobre la produccién de xilanasas.

Composicion Actividad

Fuente de lignocelulésica (%) xilanasa

carbono (UlimL)

Celulosa Hemicelulosa Lignina

Bagazo de cafia 76.12 25.55 5.03 2,90+ 0.130
Bagazo de sorgo 36.29 26.76 5.23 2.22+0.180
Rastrojo de maiz 44.48 26.85 8.88 2.61+ 0.205
Xilano 100% Hemicelulosa 1.91+£0.170
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A partir de la Tabla 5.3, se obtiene que, al utilizar bagazo de cana como fuente de
carbono se incrementa la produccion de xilanasas, 58%, 45%, y 23% mas, en
comparacion con: bagazo de sorgo, rastrojo de maiz y xilano respectivamente.
Esto, podria estar relacionado a su bajo contenido de lignina y su alto porcentaje
de celulosa. Aunque se esperaria que la mejor fuente de carbono fuese el xilano,
se concluye que la presencia de un alto porcentaje de celulosa y hemicelulosa
promueve la produccion de xilanasas, ésto tambien se encuentra reportado por
Diaz, et al., (2019), los cuales evaluaron diversos residuos lignoceluldsicos en la
produccion de xilanasas como: bagazo de yucca, aserrin de pino, aserrin de
eucalipto y bagazo de cafa, obteniendo la mejor actividad con este ultimo
sustrato, debido a que éste residuo contenia arriba del 80% de celulosa y

hemicelulosa.

5.5 Evaluacion de la fuente de nitrégeno sobre la produccion de xilanasas.

Después de seleccionar al bagazo de cafia como la mejor fuente de carbono, se
realizé la evaluacion de la fuente de nitrégeno sobre la produccidén de xilanasas.
Se realizaron tres fermentaciones suplementando el medio con Sulfato de amonio
(NH4)2S04, Urea CHsN2O, y Extracto de levadura (E.L.) respectivamente. En la
Figura 5.8 se muestra que el Sulfato de amonio (SA) resultd ser la mejor fuente de
nitrogeno para la produccion de xilanasas con una actividad de 5.35 Ul/mL, mayor

que Urea y E.L. con actividades de 2.48 Ul/mL y 2.56 Ul/mL respectivamente.

Actividad xilanasa (Ul/mL)
o = N w H (6] (o)}

o ©

SA Urea E.L.

Figura 5.8 Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la producciéon de xilanasas
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Por lo tanto, se concluye que el Sulfato de amonio es la mejor fuente de nitrégeno
y que incrementa la produccion 1.8 veces que antes de suplementar el medio con

sulfato de amonio.

Este resultado es congruente con lo reportado con Dhulappa, et al., (2015),
quienes evaluaron diversas fuentes de nitrogeno en la produccion de xilanasas
como: nitrato de amonio, extracto de levadura, extracto de carne y peptona, a
partir de esto resulto que la mayor actividad xilanasas la obtuvo al suplementar su
medio de cultivo con nitrato de amonio, lo que demuestra que las sales de amonio

son las mejores fuentes de nitrégeno para produccion de estas enzimas.

Esto podria estar relacionado a que dichas sales representan la forma mas simple
y facil para que los microorganismos asimilen el nitrogeno, metabdlicamente esto
sucede a través de la glutamato deshidrogenasa y la glutamina sintasa, estas dos
enzimas efectuan la conversion del amoniaco en los aminoacidos glutamato y
glutamina, respectivamente. Los grupos amino y amido de estas dos substancias
son transferidos a otros esqueletos de carbono por reacciones de transaminacion

y transamidacién para la sintesis de aminoacidos y de proteinas.

5.6 Determinacidn de las condiciones 6ptimas de la produccién de xilanasas
Para la optimizacion de la produccién de xilanasas, una vez que se obtuvo la
mejor fuente de carbono y nitrogeno, se realizdé un Disefio Central Compuesto
(Tabla 5.4) considerandose como variables independientes a tres niveles:
Concentracion [S] (10, 15y 20 g/L), Concentracion [N] (1, 1.5y 2 g/L) y agitacion
(150, 200 y 250 rpm). La variable de respuesta fue la actividad xilanasa, siendo
cuantificada mediante la transformacion del Xilano a xilosa, usando DNS (acido
3,5-dinitrosalicilico).
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Tabla 5.4. Diseino Central Compuesto para la produccion de xilanasas

VARIABLES INDEPENDIENTES ACTIVIDAD
XILANASA
PRUEBA _ _
Concentracién | Concentracion o
Agitacién Ul/mL
[S] [N]

! 1 -1 -1 7.1
2 1 -1 -1 7.77
3 1 1 -1 6.81
4 1 1 -1 7.23
> 1 -1 1 7.21
6 1 -1 1 8.04
! -1 1 1 6.79
8 1 1 1 5.92
9 -1.6 0 0 6.87
10 1.6 0 0 34
1 0 16 0 o8
12 0 16 0 8.47
13 0 0 1.6 2.18
e 0 0 1.6 8.61
15 0 0 0 7.24
16 g 0 0 7.31
17 0 0 0 7.36

Los resultados obtenidos se analizaron en el software estadistico NCSS para

obtener las condiciones Optimas de maximizacion de la actividad xilanasa.
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El analisis de la variable de respuesta genero un polinomio de tercer orden (Ec.
5.1) con un ajuste (R?) de 97.27%, representado por el diagrama de probabilidad
normal (Figura 5.9) donde se observa que los residuos se encuentran
estandarizando y dentro de los limites de probabilidad, con una dispersion de
2.73%, lo cual garantiza la fiabilidad de los datos experimentales y su

reproduccion tedrica.
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Figura 5.9 Grafico de probabilidad normal

Actividad Xilanasa (Z—i) = 6.679 — 2.261X; — 7.015X, + 0.1224X; + 0.203X2 + 3.122X2 —

2.166E — 04X2 — 5.087E — 03X3 — 0.097X, X, — 0.0005X, X5 — 0.008X,.X; (Ec. 5.1)
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Actividad xilanasa (Ul/mL)

Actividad xilanasa (Ul/mL)

El analisis de superficie de respuesta y de contornos muestran las condiciones

optimas para que se lleve a cabo la produccion de xilanasas como se observa en

las Figura 5.10 y 5.11.
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Figura 5.10 (a) Superficie de respuesta [S] vs Agitacion y (b) Grafico de
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A partir del analisis anterior las mejores condiciones arrojadas por el modelo son
15 g/L de bagazo de cafa, 0.7 g/L de Sulfato de amonio y 200 rpm, con un valor
predicho de 10.7 Ul/mL. Finalmente se realizé la validacion de las mejores
condiciones para la produccién de xilanasas, y se obtuvo una actividad xilanasa de
10.9 Ul/mL + 0.19, es decir, 2% mayor al predicho. Por lo tanto, la produccion de
xilanasas se optimizé 5.7 veces con respecto a la primera actividad que se tuvo
con un valor de 1.91 Ul/mL. La optimizacion permitié incrementar la actividad

xilanasa de 5.35 a 10.9 Ul/ml lo que representa un aumento mayor al 100 %.

5.7 Identificacién molecular de los hongos aislados
Las cepas aisladas fueron identificadas molecularmente a través de |la
secuenciacion de la region ITS1 e ITS4, como se muestra en la Tabla. 5.5.

Tabla 5.5. Identificacion molecular de los aislados con actividad xilanasa

Clave Microorganismo Co‘;’r;ura Ide::}:;iad No. de acceso
BSH1 Aspergillus brasilensis 100% 100% MH862749.1
BSH2 Aspergillus niger 100% 100% MK138359.1
BSH3 Aspergillus niger 100% 100% MK543209.1
RMH1 Aspergillus niger 100% 100% MK543209.1
RMH2 Aspergillus tubingensis 100% 100% MK551153.1
RMH3 Aspergillus tubingensis 100% 100% MK551153.1
RMH4 Apergillus brasilensis 100% 100% MH137913.1
BCH1 Aspergillus niger 100% 100% MK543209.1
BCH2 Aspergillus tamarii 100% 99.09 KC874831.1

Se encontrd que el 100% de las cepas estan relacionadas con diferentes especies
de Aspergillus (Tabla 1), el 44% con A. niger, el 22% con A. brasilensis, el 22%
con A. tubingensis y el 11% con A. tamarii.
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5.7 Efecto de la capacidad de hidrélisis del extracto enzimatico obtenido
sobre la estructura o degradacion del residuo.

El extracto enzimatico obtenido, demostré su potencial para la degradacion de
residuos lignoceluldsicos, para este caso, se prob6é con bagazo de cafa (BC)
deslignificado, rico en celulosa y hemicelulosa; a continuacién, se muestran
micrografias tomadas a través de un Microscopio Electronico de Barrido utilizando
un haz de electrones secundarios para la deteccion de las microestructuras de
este material, las micrografias se tomaron del bagazo de cafia antes de la

fermentacion (Figura 5.12) y después de la accion enzimatica (Figura 5.13).

SEM HV: 3.0 kV WD: 13.61 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 3.0 kV WD: 12.50 mm
View field: 104 pm Det: SE View field: 83.0 ym Det: SE

Lab.Nano. ITV-UNIDA SEM MAG: 2.50 kx | Date(m/dly): 05/24/19 Lab.Nano. ITV-UNIDA
(a) (b)

Figura 5.12 Micrografia del BC deslignificado (a) vista general y (b) vista aumentada

con dimensiones

En la Figura 5.12 (a) se puede observar que las fibras de las microestructuras
obtenidas corresponden a la celulosa; con presencia de pequefos residuos en su
superficie que pueden asociarse a la lignina no removida en su totalidad, la cual,
de acuerdo con su caracterizacion lignoceluldsica fue menor al 5%, esto significa

que el pretratamiento alcalino utilizado fue efectivo, al remover mas del 90% de la
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lignina, esto permite que el microrganismo pueda tener acceso a la celulosa y a la
hemicelulosa disponible, y utilizarlas como fuente de carbono para la sintesis de
las enzimas necesarias para llevar a cabo la hidrolisis de estos polisacaridos. En
la Figura 5.12 (b) se puede apreciar mejor la morfologia cilindrica de las fibras de
celulosa perfectamente definidas antes de la accién enzimatica, con un diametro
de 0.02 mm, esta micrografia fue tomada con una resolucion de 20 uym. Posterior
al pretratamiento alcalino, se producen cambios estructurales de los residuos
lignoceluldsicos, obteniendo materiales menos cristalinos y mas porosos lo que

podria aumentar la accesibilidad del microorganismo al complejo lignoceluldsico.

SEM HV: 3.0 kV WD: 12.93 mm MIRA3 TESCAN

| SEM MAG: 1.51 kx |Date(midly): 05/24/19 Lab.Nano. ITV-UNIDA

Figura 5.13 Micrografia del BC después de la accidon enzimatica

En la Figura 5.13 se puede observar el cambio en la morfologia de la celulosa que
ha perdido totalmente su estructura cilindrica debido a la degradacion, y se
aprecia que las fibras de este polisacarido han sido licuadas casi en su totalidad
después de la accién enzimatica, esto se debe a la accion concertada de las
enzimas presentes en el extracto que hidrolizan las uniones glucosidicas (3-1,4)
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entre los azucares que constituyen a la celulosa y a la hemicelulosa. Por lo tanto,
el extracto enzimatico obtenido, tuvo un efecto potencial para la hidrolisis de los
residuos lignocelulésicos como el bagazo de cafia en este caso; y podra ser
utilizado para la generacion de azucares fermentables en la etapa de la hidrolisis
enzimatica del proceso de produccion de etanol de segunda generacion.

Los resultados obtenidos permiten caracterizar la cepa autéctona BCH2 en
términos metabdlicos, considerando que el bagazo de cafia deslignificado es una
fuente de carbono altamente asimilable por este microorganismo y actua como
sustrato inductor que va a regular al promotor para la activacién de los genes que

codifican para la expresion de enzimas xilanasas y celulasas.
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6. CONCLUSIONES

Todas las cepas fungicas aisladas presentaron actividad xilanasa, sin embargo
para fines de éste proyecto, se seleccion6 la cepa BCH2 ya que expreso la

mayor produccion de xilanasas.

A partir de la evaluacion de la fuente de carbono se seleccion6 el bagazo de
cafia como mejor sustrato, donde se observa la mayor actividad xilanasa,
debido su bajo contenido de lignina y su alto contenido de celulosa y
hemicelulosa, ya que estos factores afectan la produccion de estas enzimas.

El Sulfato de amonio fue la mejor fuente de nitrégeno obteniendo una actividad
de 5.35 Ul/ml, incrementando la produccion de xilanasas 1.8 veces mas que

antes de suplementar el medio con este nutriente.

A partir de la optimizacion las mejores condiciones para la produccion de
xilanasas fueron 15 g/L de bagazo de cafia, 0.7 g/L de Sulfato de amonio y 200
rom de agitacion. La optimizacion permitié incrementar la actividad xilanasa de

5.35 a 10.9 Ul/ml lo que representa un aumento mayor al 100 %.

Los hongos que se aislaron presentaron actividad xilanasa, y todos ellos

relacionados con distintas especies del género Aspergillus.

El extracto enzimatico obtenido, tuvo un efecto potencial para hidrolisis de
residuos lignoceluldsicos; y podra ser utilizado para la generacién de azucares
fermentables en la etapa de la hidrolisis enzimatica del proceso de produccion
de etanol de segunda generacion.
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7. RECOMENDACIONES

e Caracterizar el extracto enzimatico obtenido, en términos de

Temoestabilidad, pH y perfil de Temperatura.

* Evaluar la capacidad de hidrdlisis del extracto obtenido sobre diferentes

residuos agroindustriales.

» Purificar las enzimas obtenidas para realizar un estudio comparativo con las
xilanasas comerciales Cellic HTec3 monitoreando la hidrolisis de diversos

residuos lignocelulésicos.

* Evaluar los parametros cinéticos de la enzima Km y Vmax.

* Escalar el proceso de produccion de xilanasas a nivel planta piloto
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