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1. INTRODUCCION

Existen numerosas tecnologias que permiten la transformaciéon vy
aprovechamiento de la biomasa; desde las mas simples que no requieren
grandes inversiones ni recientes adelantos tecnoldgicos, hasta sistemas
actualizados con tecnologias de punta.

La biomasa residual originada de residuos agricolas, forestales, urbanos esta
compuesta principalmente de hidratos de carbono principalmente celulosa,
hemicelulosa, almidén, glucosa o fructosa (Carrasco, 1996). Se estima que,
aproximadamente 4x10° toneladas de celulosa se forman anualmente (Aro et
al., 2005). Esta gran cantidad no se acumula sobre la tierra gracias a la accién de
bacterias y hongos, capaces de degradar con eficiencia estos materiales
reciclando carbono de los ecosistemas.

Los hongos filamentosos secretan un conjunto de enzimas capaces de atacar
estos componentes de la pared celular vegetal, las cuales son potentes
catalizadores, produciendo una aceleracion en las reacciones del orden de 1017
veces.

Estas enzimas han recibido una gran atencién debido a su potencial de
aplicacion en la bioclarificacién de productos textiles (celulasas), suavizante de
tejidos y blanqueamiento del papel (xilanasas), clarificaciéon e incremento de
extraccion de pulpa (pectinasas), (Bhat 1997; de Vries et al., 2001; Buchert et al.,
1998; Penttila et al., 2003; Galante et al, 1998) y la conversiéon de biomasa
vegetal en azlcares fermentables, que podrian ser empleados en la produccién
de productos quimicos y combustibles.

El mercado mundial de enzimas industriales fue valorado en $ 3.1 mil millones
en 2009 y alcanz6 cerca de $ 3.6 mil millones en 2010, las enzimas alimentarias
y de bebidas representan el mayor segmento de la industria de las enzimas
industriales con unos ingresos de casi $ 1,2 mil millones en 2010 (Bharatbook).
En México la principal empresa productora es Enmex, S.A de C.V, que produce y
distribuye la mayor parte de las enzimas de aplicacion masiva. Conforme
sucedieron los avances en los métodos de produccién y en la modificacién
genética para la optimizacion de su obtencion, la produccion de enzimas en
México fue disminuyendo convirtiéndose en mayor parte un mercado de
importacion, dandose a conocer en el afio 2001 un mercado de 46.8 millones de
dolares en este sector (Secretaria de Economia con informacion del Banco de
México).



En respuesta a la demanda creciente de estas enzimas, se ha impulsado la
investigacion, el estudio y uso de diferentes microorganismos lignoceluloliticos
entre los cuales se encuentran los hongos filamentosos que son la fuente
principal de hidrolasas, incluyendo celulasas y xilanasas, debido a su facil
manejo y costos reducidos. Los principales géneros incluyen a Aspergillus,
Trichoderma y Penicillium (MacCabe et al., 2002), Aspergillus niger y Aspergillus
versicolor son unos de los mas utilizados en la producciéon de enzimas
industriales, principalmente por sus altos niveles de secreciéon de proteina,
produccién de enzimas extracelulares de facil recuperacién y su estatus GRAS
(generally regarded as safe) (Ward et al., 2006; Schuster et al., 2002; De Vries y
Visser, 2001).

La mayoria de las enzimas utilizadas en procesos industriales se producen por
fermentacién en medio liquido (FML) o fermentacién sumergida (MacCabe et
al, 2002) ya que los costos de la recuperacion de las enzimas son inversamente
proporcionales a la concentraciéon en el medio de fermentacién dada en g/L
(K.H. Kroner, et al., 1984). Sin embargo, en los ultimos afios se han desarrollado
sistemas alternativos para la producciéon de enzimas por hongos filamentos,
como la fermentaciéon en medio s6lido (FMS) citada en un gran nimero de
investigaciones donde se muestra como ventaja una mayor produccion
enzimatica que en FML (G. Viniegra-Gonzalez, 2002).

En este estudio se producen xilanasas por ambos tipos de fermentacion,
realizando previamente un estudio del crecimiento de Aspergillus sp. y la
composicion del medio de cultivo. Posteriormente, se realizaron disefios
experimentales para evaluar factores como el sustrato a emplear: olote de maiz
y los residuos de la central de abastos (CEDA), fuente de nitrégeno, pH,
temperatura, entre otros. Y finalmente, se obtuvieron los resultados sobre la
actividad y productividad enzimatica de cada una de las fermentaciones.



2. MARCO TEORICO

En los ultimos afios el interés hacia la utilizacién quimica y energética de los
materiales lignocelulésicos (conjunto de materiales de origen forestal, agricola o
urbano y sus residuos) ha ido en constante aumento. Son una fuente renovable
de materia orgdnica que puede ser transformada por métodos quimicos
(hidrdlisis con acidos y bases) y bioldgicos (hidrolisis enzimatica, cultivo de
microorganismos) en productos de interés industrial, el uso y aplicacién de
estos materiales ha mantenido la atencidn en dos areas importantes (Rodriguez
etal.,, 1990; FAO, 2001):
e La obtencion de productos quimicos y energéticos que sustituyan parcial
o totalmente la utilizacion de reservas fosiles como el petroleo, gas o el
carbdn, como los biocombustibles.
e Obtenciéon de fracciones poliméricas y derivados quimicos, como las
enzimas, azucares simples, metabolitos secundarios.

Dichos productos son generados a partir de la conversién de los polimeros
estructurales de la materia vegetal (Howard et al., 2003; Tengerdy y Szakacs,
2003).

2.1 Polisacaridos de la pared celular vegetal

Los materiales lignocelulésicos estan constituidos por celulosa, hemicelulosa y
lignina en una relacion aproximada de 4:3:3 variando sensiblemente segun las
diferentes especies (Fengel y Wegener, 1984; Sjostrom, 1981, Misra, 1993;
Oggiano, 1997) y son llamados polisacaridos de la pared celular vegetal. De
éstos, la celulosa es un polisacarido insoluble que representa el componente
mayoritario, seguido de la hemicelulosa que es el componente mas heterogéneo
y que a diferencia de la celulosa esta compuesta de diferentes azucares
formando cadenas mas cortas, con ramificaciones y formando poros en toda la
estructura de la pared celular; y por ultimo el xilano cuya funcién es asegurar
protecciéon contra la humedad y los agentes atmosféricos ademas de actuar
como elemento aglomerante de las fibras.

2.1.1 Caracteristicas estructurales de celulosa

La celulosa de formula (CeH100s5)n es un homopolimero lineal constituido por
unidades de [3-glucosa unidas entre si por enlaces 1-4 (Figura 1) con un peso
molecular de aproximadamente 500.000. Estas moléculas se pueden hidrolizar
con dificultad en medios catalizados por acido. Ente las principales propiedades
fisicoquimicas de la celulosa se encuentran el indice o grado de polimerizacion



(nimero de monémeros de azucares del polimero), la cristalinidad y la
porosidad (Sjostrom, 1981; Fan et al., 1982; Blanch et al,, 1983; Thonart et al,
1983). La cadena de celulosa es alargada y las unidades de glucosa estan
dispuestas en un solo plano debido a la presencia del anillo glicosidico y a su
conformacion (Fengel y Wegener, 1984).

Figura 1.-Estructura primaria de la celulosa

El anillo de piranosa estd en conformacién #C1, es decir, que los grupos -CH20H
y -OH, asi como los enlaces glucosidicos, estdn en posicién ecuatorial con
respecto al plano medio del anillo, y los atomos de hidrégeno en posicion axial.
Las microfibrillas de celulosa establecen interacciones cruzadas con los
xiloglucanos para contribuir con su integridad estructural y rigida (McCann y
Roberts, 1991).

2.1.2 Caracteristicas estructurales de la Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero constituido por unidades de anhidroazucares
unidas por enlaces glucosidicos, y formadas por mas de un tipo de azucar;
ademas presentan ramificaciones y sustituciones. Los azlicares que forman las
hemicelulosas se pueden dividir en diferentes grupos como las pentosas (xilosa,
arabinosa), hexosas (glucosa, manosa, galactosa), acidos hexuroénicos (acidos
glucorénico, metilglucorénico y galacturénico) y deoxihexosas (ramnosa y
fucosa) (figura 2), la cadena principal puede consistir en una sola unidad
(homopolimero) como por ejemplo los xilanos o en dos o mas unidades
(heteropolimero) como por ejemplo los glucomananos. Su papel es contribuir a
la unidn entre la lignina y la celulosa.

El olote de maiz, uno de los sustratos utilizados en el presente estudio es
ampliamente rico en xilano (28-35 % base seca), (Saha 2003; Gupta y Kar,
2008), se desecha de diversas maneras, por esparcimiento sobre la tierra, por
incineracion al aire libre o mezclado con otros compuestos en la alimentacién
ganadera como forraje, generando ganancias muy bajas o nulas (SAGARPA
2010). A causa de esta concentracion de xilano, el olote de maiz se ha venido



empleando como sustrato en fermentaciones en medio liquido, para la
produccioén dirigida de enzimas degradadoras de hemicelulosa y otros procesos
de valor agregado (Gupta y Kar, 2008), pero se requiere de mayor informacion
para el empleo de olote de maiz como sustrato-soporte en fermentaciéon en
estado sélido con la finalidad de producir metabolitos de interés.
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Figura 2.-Mondémeros precursores de las hemicelulosas

2.1.3 Caracteristicas estructurales de la lignina

La lignina es la tercera fraccidn mayoritaria de la biomasa lignocelulésica. Se
trata de un polimero tridimensional amorfo formado por unidades de
fenilpropano ligadas por diferentes tipos de enlaces alquil-aril-eter o carbono-
carbono (Fiechter, 1983; Garcia, et al, 1984). Los monémeros que forman la
lignina son los denominados alcoholes cinamilicos diferenciados entre si por las
sustituciones que presenta el anillo aromatico.

El peso molecular de la lignina es mas dificil de determinar que el de la celulosa
debido principalmente a las fuertes modificaciones que experimenta su
estructura en los tratamientos de separacién, a su baja solubilidad y a la
tendencia a formar agregados en la mayoria de los disolventes (Fengel y
Wegener, 1984; Hon y Shiraishi, 1991; Tarchevsky y Marchenko, 1991).



2.2 Biodegradacion enzimatica de celulosa y hemicelulosa
2.2.1 Degradacion de celulosa y xiloglucanas

Los microorganismos capaces de degradar celulosa secretan un sistema
complejo de enzimas extracelulares, celulasas y xilanasas, que actian en forma
conjunta en la degradacion de celulosa y hemicelulosa. Las fibras de celulosa
son degradadas esencialmente por dos tipos de sistemas enzimaticos llamados
agregativos y no agregativos, como se muestra en la figura 3.
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Figura 3.- Sistemas enzimaticos para la degradacion de celulosa

Las cuatro clases mayoritarias de actividades enzimaticas intervienen en la
biodegradacién de la celulosa; endoglucanasas (EC 3.2.1.4), que hidrolizan
regiones internas de la cadena celulolitica principalmente en regiones amorfas,
generando celooligosacaridos; celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91), que remueve
celobiosa de las extremidades del polisacarido, incluyendo la forma cristalina;
exoglucanasas (EC 3.2.1.71), que libera glucosa de las extremidades reductoras,
tanto de la celulosa como de los celooligosacaridos(de Vries et al.,2001; Aro et
al, 2005); y B-glucosidasas (EC 3.2.2.21), las cuales hidrolizan celobiosa y
celooligosacaridos a glucosa, removiendo la inhibicién por producto de las otras
enzimas y generando fuente de carbono de facil metabolismo.

De esta manera, los microorganismos pueden utilizar los productos generados
por la hidroélisis de la celulosa como fuente de carbono para el crecimiento
(Cullen y Kersten, 1992; Pérez et al., 2002; Rabinovich et al., 2002).

2.3 Lasxilanasas y su modo de accion

La degradacidon total de la hemicelulosa para producir xilosa y/o arabinosa es
llevada a cabo por un grupo de enzimas que participan sinergisticamente,
basado en el modo de accién, se puede distinguir dos clases principales de
xilanasas: las endo-1,4-B-xilanasas, (EC 3.2.1.8), las cuales rompen al azar los



enlaces glicosidicos de la cadena principal ya que son capaces de atrapar en
cualquier parte de la cadena de xilanos y las exoxilanasas que s6lo se adhieren
al azucar reductor al final de la cadena.

Son preferidas para la hidrdlisis del xilano, debido a su alta especificidad, suaves
condiciones de reaccion, pérdida insignificante de sustrato y por la poca o nula
generacion de productos secundarios.

Las xilanasas son producidas por una gran cantidad de organismos como
bacterias, algas, hongos, protozoos, gasterépodos y artropodos. De estos, los
microorganismos mas utilizados a nivel industrial para producir xilanasas son
las bacterias, los hongos mesofilos y termdfilos (Beg et al., 2001; Howard et al,
2003; Polizeli et al., 2005). Sin embargo, el costo de la produccién enzimatica es
uno de los factores que limita la viabilidad econémica del proceso, lo cual se ha
pretendido mejorar mediante la busqueda de cepas flingicas o bacterianas mas
potentes o mediante la inducciéon de cepas mutantes para excretar cantidades
mayores de enzimas.

La produccién microbiana de estas enzimas esta sujeta a diferentes mecanismos
de regulacion, a partir de estudios realizados, tanto en hongos como bacterias se
ha propuesto un modelo general de regulaciéon controlado por dos mecanismos
principalmente. Por un lado, la induccién que se lleva a cabo por su sustrato
natural xilano y por otro la represién por fuentes de carbono de bajo peso
molecular como xilosa, arabinosa o xilobiosa. Este modelo sugiere, ademas, la
existencia de un nivel basal de enzimas; aqui el microorganismo sintetiza y
exporta a la superficie celular pequeias cantidades de enzimas, que inician la
hidroélisis del sustrato y producen pequefios oligosacaridos que entran a la
célula siendo los verdaderos inductores que encienden la transcripcién de los
genes.

2.3.1 Aplicaciones de las xilanasas

La biotecnologia de las xilanasas empez6 a principios de los afios 80, primero en
la alimentacién animal seguida por aplicaciones en la industria de alimentos.
Posteriormente estas enzimas empezaron a usarse en las industrias de
lavanderia, textil y de la pulpa y papel. En las tltimas dos décadas su uso se ha
incrementado en forma considerable y actualmente representan cerca del20%
del mercado mundial de las enzimas.

Los productos comerciales preparados a base de celulasas y xilanasas que estan
disponibles en el mercado han sido obtenidos de hongos y bacterias de los



géneros Trichoderma, Aspergillus, Humicola y Bacillus (Bhat, 2001; Ovando y
Waliszewski, 2005; Polizeli et al., 2005).

Una de las aplicaciones mas importantes de las xilanasas es en la industria de la
pulpa y del papel. El pulpeo kraft involucra el cocimiento alcalino de la pulpa
para remover el 95% de la lignina presente en la madera. El 5% remanente le
confiere a la pulpa el color café pardo oscuro. Por razones estéticas y para
mejorarlas propiedades del papel es necesario un paso de blanqueo, el cual
tradicionalmente se hacia por un proceso multietapas, que utiliza cloro o
dioxido de cloro. Los productos alternos de estos compuestos quimicos son
sustancias organicas cloradas, algunas de las cuales son tdxicas, mutagénicas,
persistentes y bioacumulativas que causan numerosos dafios en los sistemas
biolégicos. En los ultimos diez afios, la industria de la pulpa y el papel utiliza
mezclas de xilanasas en el proceso de bioblanqueo, con esto se ha logrado
realzar la brillantez de las pulpas y disminuir la cantidad de cloro utilizado en
las etapas de blanqueo, ademas de resultar muy efectivas con respecto a los
costos.

El uso de enzimas como un sustituto hemicelulolitico para los productos
quimicos de cloro en el blanqueo de la pulpa recientemente ha suscitado un
gran interés debido a las preocupaciones ambientales, es por esto que hoy en
dia, un numero significativo de fabricas en todo el mundo utilizan el proceso
completo de blanqueo con xilanasas.

Ademas, diferentes productos, incluyendo papeles para revistas y papeles con
determinado tejido que son manufacturados con pulpas tratadas
enzimdaticamente, han sido introducidos al mercado con éxito. Cabe sefialar que
es indispensable que la preparacion de xilanasas esté completamente libre de
celulasas, ya que esto traeria serias implicaciones econémicas en términos de
pérdida de celulosa, calidad de la pulpa degradada y un incremento en los
costos del tratamiento de efluentes. Las xilanasas, también se usan en la
industria alimentaria en la clarificacién de jugos y vinos, licuefaccion de
mucilago de café; extraccion de saborizantes y pigmentos, aceites de plantas y
semillas; maceracién de materia vegetal; acondicionamiento de piensos para
aves y cerdos.

En la industria de la panificaciéon, las xilanasas, se adicionan a la masa para
mejorar su calidad, obteniéndose productos de panaderia con mejor textura y
sabor. El efecto de las xilanasas es incrementar el volumen especifico de los
panes, sin provocar un efecto colateral negativo en el manejo de la masa y puede
atribuirse a la distribucién de agua de la fase del pentosano hacia la del gluten,



ocasionando que el pan se vuelva menos seco y permanezca mas tiempo fresco
(N. Kulkarni, A. Shendye, R. Mala, 1999 y Ponce y Pérez, 2002).

2.3.2 Factores que afectan los niveles de produccién de xilanasa

El rendimiento de xilanasas en el proceso de fermentacion se rige por una serie
de factores clave, ademas de los parametros estandar. Cuando la produccién de
xilanasas se lleva a cabo con sustratos heterogéneos y complejos, diversos
factores se combinan modificando el nivel de expresién de estas enzimas.
Algunos de estos efectos son la accesibilidad del sustrato, cantidad y velocidad
de liberacién de los xilooligosacaridos, su naturaleza quimica, la cantidad de
xilosa liberada que actiia como la fuente de carbono y como un inhibidor de la
sintesis de xilanasa, en la mayoria de los casos.

Generalmente, la liberacion lenta de las moléculas inductoras y la posibilidad
del sobrenadante para convertir el inductor a su derivado no metabolizable
puede aumentar el nivel de sintesis de xilanasa. Otros parametros de
bioprocesos que pueden afectar la actividad y la productividad de xilanasa en el
proceso de fermentacion incluyen el pH, la temperatura y la agitacidn.

2.3.3 Propiedades bioquimicas de las xilanasas

La informacién disponible sobre las propiedades de las xilanasas proviene en su
mayoria de estudios realizados con enzimas producidas por bacterias y hongos.
En general, los parametros tales como la temperatura, el pH y la estabilidad
quimica y enzimatica son importantes para determinar la aplicacion industrial
de cualquier enzima. Recientemente un modelo simple, basado en la
termodinamica y los pardmetros cinéticos para la inactivacion de la enzima, se
ha presentado para predecir la termoestabilidad en presencia de sustrato, y la
actividad residual de enzimas en entornos de procesamiento dificiles o
extremos. El conocimiento del mecanismo de accion de las enzimas
degradadoras de xilano se ha obtenido a partir de estudios realizados sobre la
especificidad del sustrato, el papel de los sustituyentes de la cadena lateral y los
productos finales. Las xilanasas de origen fiingico estan bien caracterizadas, son
principalmente de dos tipos: no ramificadas, las que no liberan arabinosa, y
ramificadas, las que liberan arabinosa a partir de los sustituyentes de la cadena
lateral, ademas de separar enlaces de la cadena principal.

La temperatura optima de las endoxilanasas producidas por bacterias y hongos
varia entre 40°C y 60°C. Las xilanasas fungicas son, generalmente, menos
termoestables que las producidas por bacterias. Sin embargo, algunos hongos



mesofilicos producen xilanasas termoestables como Ceratocystis paradoxa que
produce una xilanasa estable a 80°C por 1 hora. Las xilanasas fingicas
producidas por Aspergillus kawachi y Penicillium hergue muestran pH éptimos
en la zona acida (pH 2-6).

2.4 Hongos filamentosos

Los hongos son organismos eucariotas, que se caracterizan por ser inmoviles,
presentar talos, que pueden ser estructuras ramificadas llamadas micelios o
cuerpos mas compactos. No realizan la fotosintesis pues son heterétrofos que
viven a partir de la materia organica producida por otros organismos. Pueden
reproducirse por esporas o por medio de la ramificaciéon de estructuras
tubulares y arborescentes llamadas hifas, ademas, pueden tener septos que son
paredes internas que pueden presentar poros para permitir el paso del
citoplasma. Las hifas crecen por extension apical o de las puntas y se multiplican
por ramificacién, en los extremos de estas células es donde se lleva a cabo la
asimilaciéon de nutrientes del medio y la excrecién de las hidrolasas que son
enzimas extracelulares necesarias para la degradacién de una gran variedad de
substratos complejos (Herrera y Ulloa, 1998).

Los hongos filamentosos se reproducen por esporas o conidias y se distinguen
por las caracteristicas de los tallos que soportan las esporas y los conidiéforos.
En los Aspergilli el conidiéforo se eleva a partir de una célula del micelio
vegetativo, llamada célula pie, que tiene una pared mas gruesa que la del micelio
vegetativo, y cuando las esporas se esparcen cominmente se mantiene vacio, es
decir no contiene protoplasma. El tallo del conidi6foro no estd septado y
termina en una parte hinchada llamada la vesicula. A partir de esta expansion
las conidias se forman en cadenas de esporas cuyo segmento inicial se
denomina sterigmata (Herrera y Ulloa, 1998).

Durante afios, los hongos han sido uno de los organismos mas conocidos y
utilizados con diversos propositos. Desde las fermentaciones biologicas en los
pueblos antiguos, hasta aplicaciones biotecnoldgicas actuales e importantes
como en la biorremediacion para la detoxificacion de metales en la industria, su
uso como agentes de control bioldgico de plagas, en la industria alimentaria
para la producciéon de enzimas, entre otras (Wessels, 1999; Arenas Roberto,
2011).
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Figura 4.- Morfologia microscopica de Aspergillus sp. mostrando los conidios tipicos con
fidlides biseriados.

2.5 Fermentacion liquida

Se puede definir a la fermentaciéon en medio liquido (FML) o sumergida (en
inglés como SmF) como un cultivo de células microbianas dispersas en forma
homogénea en un recipiente agitado que puede ser o no aireado por medios
mecanicos. La forma de fermentacion liquida mas utilizada en los laboratorios
es en matraz agitado. El desarrollo de esta técnica ha sido importante porque ha
permitido el cultivo de organismos aerdébicos en condiciones homogéneas con
una densidad moderada de la biomasa y ha simplificado el estudio de la
fisiologia de los organismos. A su vez, el cultivo de suspensiones de células en
fermentadores agitados ha evolucionado a gran escala, siendo éstos los mas
utilizados industrialmente, donde se pueden ver fermentadores con volimenes
de 10 litros o mas, en los cuales se producen compuestos derivados del
metabolismo microbiano. En estos sistemas, la agitacion mecanica permite
mezclar el cultivo de forma homogénea y aumentar la transferencia del gas a la
biomasa de tres formas basicas:

1) Dispersa el gas en burbujas muy pequefias incrementando el area de
interfase gas-liquido.

2) Incrementa el tiempo de contacto de liquido con las burbujas de gas

3) Disminuye el grosor de la capa estacionaria del liquido al aumentar la
turbulencia.(Henzler y Schedel, 1991)

La barrera principal de transferencia del Oz en la fermentacion liquida, es su
baja solubilidad en el agua y, al hacerse mayor la capa de agua, aumenta la
dificultad para que llegue a la célula. Gran parte del gasto energético esta
relacionado con la necesidad de satisfacer la demanda de oxigeno en el
crecimiento de los microorganismos.
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2.5.1 Metabolismo aerobio y transferencia de oxigeno

Para los microorganismos aerodbicos, la presencia de oxigeno es un factor muy
importante en la regulaciéon de sus actividades metabdlicas. Por lo tanto, en el
cultivo de este tipo de microorganismos, el aire debe ser distribuido al interior
del liquido de fermentacién para pasar al interior de las células por difusiéon
simple y cruzar al citoplasma hasta el lumen mitocondrial, donde se usara como
aceptor de protones al final de la fosforilaciéon oxidativa. El proceso de
transferencia de oxigeno se debe a su gradiente de concentraciéon entre las
diferentes fases del cultivo (Henzler y Schedel, 1991).

Existen varios modelos que explican la transferencia de oxigeno del aire a los
microorganismos, uno de los mas sencillos y completos es la teoria de pelicula
estacionaria de liquido (figura 5), segun la cual la principal resistencia al
transporte del oxigeno entre las fases gas-liquido-biomasa se presenta en la
pelicula estacionaria de liquido que se encuentra en el limite entre las diferentes
fases. La velocidad de difusiéon del oxigeno entre las fases es directamente
proporcional a la superficie del area de intercambio, del gradiente de
concentracion del oxigeno y del grosor de la capa estacionaria de liquido que
rodea a la biomasa.

Durante el crecimiento

En un reactor la resistencia a Pelicula estacionaria en pellets el proceso
Ia transferencia de masa (O;) puede estar
sa da por asta pelicula controlado por

K.a difusién del O, en el
m— interior del agregado
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Figura 5.-Representacion grafica de la teoria de pelicula estacionaria, modificada de
Pirt (1975).

En un disefio de reactor dado, el grosor de la capa estacionaria de liquido en el
cultivo, puede ser disminuido por medio de la agitacidn, lo cual permite un
mejor crecimiento del hongo.

En general, si el volumen del liquido estd muy extendido, formando una capa
delgada, el gradiente de difusion sera mas elevado, ya que este proceso esta
gobernado por la ley de Fick; de esta forma, el flujo de oxigeno sera mayor
cuando la capa sea muy extensa (area muy grande) y muy delgada (espesor muy
pequerio).
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En los cultivos de matraz agitado, desarrollados por Kluyer y Perkin (1933), se
aumenta el area de la interfase y se promueve el transporte de oxigeno en el
seno del liquido, mediante el movimiento del mismo y se sigue dependiendo de
la relaciéon r=A/V (cm? de superficie/ cm3 de volumen). Por eso se recomienda
usar volumenes pequefios de liquido dentro de este tipo de matraces, de forma
que se extienda en la parte baja y ancha del mismo.

Cuando la concentracion del sustrato es alta, la DBO estara gobernada por la
densidad de la biomasa X, y esta a su vez estara controlada por el valor de K.
Por lo tanto, el crecimiento de la biomasa dependerda del coeficiente de
transferencia de oxigeno al medio del cultivo.

Tabla 1.- Valores de K. experimentales reportados para diferentes tipos de reactor
(Mavituna y Sinclair, 1985)

Fermentador Kia (h1)
Matraz agitado 80-200
Fermentador agitado 325-2650
Columna con burbujeo 140
Reactor con ciclo de presion 400
Reactor de plato de corte <1000
Reactor air lift 350

2.6 Fermentacion sélida

El cultivo sélido se define como el proceso donde los microorganismos crecen
sobre la superficie de materiales solidos porosos y humedecidos con niveles de
actividad de agua de 0.4 a 0.9, el material s6lido puede ser natural o inerte,
siendo el primero, el mas usado como sustrato para el crecimiento de los
microorganismos (Nigam y Robinson, 2004; Krishna, 2005). Los sustratos mas
utilizados incluyen los subproductos generados por las practicas agricolas y
forestales como granos de semillas, fibras de rastrojos y residuos de madera
(Pandey et al., 1999; Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005).

Mientras que las bacterias y levaduras requieren de una alta actividad de agua
(aw> 0.98), los hongos filamentosos pueden crecer con valores de aw de 0.85,
(Pandey, 1992) el bajo nivel de actividad de agua favorece la germinacién y el
crecimiento miceliar de los hongos. Esta forma de crecimiento, su tolerancia a
bajas actividades de agua y condiciones de alta osmolaridad hacen que estos
microorganismos sean la microbiota natural mas adecuada para este tipo de
fermentacion. El modelo basico de crecimiento de los hongos es una
combinacién de crecimiento apical con la generacion de nuevas hifas de
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ramificacion, mientras que el crecimiento apical se lleva a cabo de manera
lineal, la ramificacion se lleva a cabo de manera exponencial y como resultado se
logra una alta velocidad de crecimiento, una gran capacidad de cubrir
eficientemente la superficie de cultivo y penetrar en el interior de la matraz
sélida.

Las enzimas hidroliticas son excretadas por las puntas de las hifas sin que se
diluyan como en el caso de la fermentacién liquida lo que hace que la accién de
estas enzimas sea eficiente y les permita entrar en la mayoria de los sustratos
solidos, lo que aumenta la disponibilidad de los nutrientes del interior de los
sustratos (Raimbault, 1998).

A partir del cultivo sélido se han obtenido productos de interés industrial por el
cultivo de microorganismos sobre residuos agricolas, tales como: enzimas,
biocombustibles, acidos organicos, metabolitos secundarios, azicares, proteina
(Nigam y Robinson, 2004).

Esta tecnologia ofrece algunas ventajas frente al cultivo liquido para la
formacidn del producto destacandose el uso de sustratos baratos como fuentes
de carbono, rendimiento del producto mas alto, represién por carbono baja,
volimenes de operaciéon pequefios, baja demanda de agua y energia,
productividad volumétrica alta, facil aireacién y simulaciéon del medio de
crecimiento natural de los microorganismos (Viniegra Gonzalez et al., 2003;
Holker et al., 2004). A pesar de ello, existen algunas desventajas del cultivo
sélido, por ejemplo, puede ser necesario el pretratamiento mecanico y quimico
del sustrato (molido, hidrélisis con solventes), la determinacion de biomasa y la
reproducibilidad de los experimentos es dificil por la heterogeneidad de los
sustratos empleados, los gradientes de temperatura, oxigeno y pH no pueden
ser controlados a gran escala (Holker et al., 2004; Krishna, 2005).
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Figura 6.- Tipos de reactores empleados en fermentaciones con sustrato sélido.

2.7 Factores que afectan la produccion de enzimas lignoceluloliticas
2.7.1 El sustrato

El cultivo sélido se caracteriza por el uso de soportes organicos que sirven como
fuente de nutrientes e inductores para el crecimiento de los microorganismos y
para la produccion de enzimas. Es por ello, que la seleccion del sustrato debe
realizarse de acuerdo al tipo de microorganismo y tipo de enzima que se
requiera, por ejemplo, para producir celulasas y xilanasas se pueden seleccionar
sustratos que contengan porcentajes elevados de celulosa y hemicelulosa
(Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005; Rosales et al., 2002). Este aspecto se debe
evaluar para obtener los mayores rendimientos de enzimas por unidad de
sustrato, porque se ha determinado que en cultivo sélido el tipo de sustrato es
uno de los factores mas importantes que influyen en la producciéon de enzimas
lignoceluloliticas (Rosales et al., 2002; Jiang et al.,, 2005; Shah y Madamwar,
2005; Battan et al., 2006).

2.7.2 El tamaiio de la particula

El tamafio de particula es una de las variables que esta relacionada con la
transferencia de masa entre los microorganismos y sus sustratos. Con tamafios
de particulas pequefios el area de contacto entre el micelio de los
microorganismos y los sustratos se incrementa, pero a su vez, se limita el
intercambio de gases al reducirse el espacio entre las particulas. Por el
contrario, con tamanos de particula grandes el area de contacto entre el micelio
de los microorganismos y los sustratos se reduce, pero el intercambio gaseoso
mejora al incrementarse el espacio entre las particulas de los sustratos (Barrios-
Gonzdles et al., 1993; Muniswaran y Charyulu, 1994; Mazutti et al., 2007). Estos
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dos efectos opuestos pueden influir en los niveles de producciéon de enzimas,
por lo que es necesario seleccionar un tamafio de particula adecuado para la
produccion de enzimas lignoceluloliticas (Muniswaran y Charyulu, 1994;
Krishna, 1999; Hu y Duvnjak, 2004; Botella et al., 2007).

2.7.3 Humedad y actividad de agua

Los niveles de humedad mayores al 90% y menores al 50 % pueden reducir
considerablemente la produccién de las enzimas (Azin et al, 2007). Se ha
observado que los requerimientos de humedad dependen del tipo de sustrato,
microorganismo y del tipo de enzima (De Souza et al., 2002; Rosales et al., 2002;
Panagiotou et al., 2003; Asgher et al., 2006; Azin et al., 2007). A pesar de que la
humedad del sustrato es una de las variables que cominmente se optimiza en
los sistemas de cultivo sé6lido para la produccién de enzimas lignoceluloliticas
(Jecu, 2000; Shah y Madamwar, 2005; Azin et al., 2007; Jing et al., 2007); se
reconoce que la eficiencia del proceso depende del tipo de interacciones que
existen entre el agua y los sustratos, es decir la actividad del agua (aw). Por este
motivo, durante el cultivo sélido es frecuente relacionar la actividad del agua
(aw) y humedad del sustrato con el crecimiento de los microorganismos y con la
producciéon de enzimas (Oriol et al., 1988; Wenquing et al., 2003)

2.7.4 El pHy la temperatura

Dependiendo del microorganismo utilizado y del tipo de enzima que se
produzca, el pH puede afectar de manera variable los niveles de produccion de
enzimas lignoceluloliticas, de manera que en la mayoria de los estudios de
optimizacién, el pH se ha tomado en cuenta como una de las variables mas
relevantes del proceso (Jecu, 2000; Panagiotou et al., 2003; Shah y Madamwar,
2005; Jing et al., 2007). Con lo que se ha observado que, la produccién de
enzimas lignoceluloliticas se ve afectada drasticamente cuando el pH del cultivo
solido esta por abajo de 5 o por arriba de 7.

Por otro lado, conforme la temperatura aumenta, las velocidades de las
reacciones quimicas y enzimaticas, que ocurren en el interior de las células de
los microorganismos, se vuelven cada vez mas rapidas, al igual que la velocidad
de crecimiento. Sin embargo, hay un limite de temperatura dentro del cual las
funciones metabdlicas pueden ocurrir y, cuando este se sobrepasa, las funciones
celulares empiezan a decaer drasticamente.
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2.8 Diferencias entre la fermentacion en medio sdlido y la fermentacion

en medio liquido

A partir del conocimiento de las diferencias fisicas existentes entre ambos
sistemas de fermentacion, es posible definir algunas diferencias entre ambos
tipos de cultivo (tabla 2) y su papel sobre la fisiologia de crecimiento de un
hongo filamentoso.

a)

b)

Los coeficientes de difusion efectivos pueden ser diferentes, ya que la
relacion area/volumen del medio liquido generalmente es varios drdenes
de magnitud menor que en la delgada capa de agua extendida sobre un
soporte poroso de la fermentacion sélida. Debido a que el transporte de
oxigeno depende de este cociente, se puede inferir que serd mas rapido en
la fermentacién sélida que para la fermentacion liquida.

Los tiempos de mezclado serdn mucho menores en el medio liquido, de
forma tipica en un matraz Erlenmeyer agitado a 200 rpm tendra un tiempo
de mezclado de unos pocos segundos, mientras que en una capa de liquido
en la fermentacidn sélida, el tiempo de mezclado depende de la difusion de
los solutos y tipicamente estd dada por el cociente L2/Du2o, siendo L la
distancia promedio entre los cimulos de esporas sembradas, que en un
medio de cultivo podrian estar separadas aproximadamente de 100 a 1000
micras y el coeficiente de difusiéon de la glucosa en el agua es de D= 6x10-6
cm?/seg; el tiempo de mezclado resultante estaria en el intervalo de 102 a
103 segundos. Esta diferencia indica que seria mas facil formar
microgradientes de solutos en la fermentacion sdlida que en la
fermentacion liquida.

La forma de crecimiento tipica para cada sistema es diferente. En forma
tipica Aspergillus sp. produce “pellets” cuando se cultiva en fermentacion
liquida con sustratos de facil asimilacion, mientras que en la fermentacién
solida crece como micelio disperso con una proporcion considerable de
biomasa de tipo aéreo.

Estas diferencias, conocidas desde hace mucho, sugieren que la fisiologia de

crecimiento y metabolismo en cada sistema de fermentaciéon pueden ser
muy grandes.
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Tabla 2.- Comparacién entre la fermentacién sumergida y la fermentacién en soporte
sélido

Fermentacion sumergida

Fermentacion solida

Los medios tienen mayor cantidad de
compuestos. Existe una buena
reproducibilidad en medios definidos

Medios simples, requieren
solucion de agua o mineral y sustratos
variables.

una

Mayor riesgo de contaminacién

Bajas aw reduce los de

contaminacion

riesgos

Medios diluidos. Volumenes de

fermentadores grandes.

Medios concentrados. Menor volumen
de reactor

Transferencia G-L es generalmente
limitante

Menor consumo de energia para la
aireacion

Mezclado homogéneo, la difusiéon de
los nutrientes no es limitante

Mezclado imperfecto. Difusion pude
limitar el proceso.

Alto contenido de agua facilita el
control de la temperatura

Remocion de calor es critica y la
transferencia de calor por evaporacion
puede ser importante.

Amplio desarrollo de sistemas de
medicion y control

Control del proceso es dificil y la
estimacion de biomasa no es directa

Cinética difusionales

conocidos

y modelos

Cinética y fenémenos de transporte
poco conocidos

2.9 Diseiio experimental

Los métodos de disefio de experimentos han encontrado una amplia aplicacion
en muchas disciplinas. Asi, se puede observar la experimentacién como parte de
los procesos cientificos o como una de las formas en que se puede aprender
sobre como trabajan los sistemas o procesos. Generalmente, se aprende a través
de una serie de actividades en las cuales se pueden hacer conjeturas sobre un
proceso, realizar experimentos para generar datos del proceso y entonces usar
la informacién proveniente del experimento para establecer nuevas conjeturas,
las cuales recaeran en nuevos experimentos y asi sucesivamente (Montgomery,
2005).

Los disefios experimentales son una herramienta importante en el mundo
cientifico para mejorar un producto o en la realizacién de los procesos. La
aplicacion temprana de técnicas de disefios experimentales en el desarrollo de
procesos puede resultar en: 1) mejoramiento de los procesos de produccion, 2)
reduccion de la variabilidad de los procesos de produccion, 3) disminucion del
tiempo de desarrollo y 4) reduccion de costos (Montgomery, 2005)
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2.9.1 Directrices para el disefio de experimentos

Para usar la aproximacién estadistica en disefio y analisis de experimentos es
necesario involucrarse en el experimento para asi tener una idea clara de los
que sera exactamente estudiado, como los datos a ser colectados y al menos un
entendimiento cualitativo de cémo estos se analizaran. En general, las
directrices para disefiar un experimento son las siguientes: 1) reconocimiento
del problema, 2) selecciéon de la variable de respuesta, 3) seleccién de los
factores, niveles y rangos, 4) seleccién de disefio de experimentos, 5) realizacion
de experimentos, 6) andlisis estadistico de los datos y 7) conclusiones y
recomendaciones. Las primeras tres etapas corresponden a la planeacién pre-
experimental (Montgomery, 2005)

2.9.2 Seleccion del disefio experimental

La seleccion de un disefio envuelve consideraciones como el tamafio de la
muestra (ndmero de réplicas), la selecciéon de un orden adecuado para la
ejecucion de los ensayos, y la determinacion de otras restricciones de
aleatorizacion estan implicadas. En la seleccion del disefio es importante tener
los objetivos experimentales en mente. En muchos experimentos, se conocen ya
de antemano algunos de los niveles de los factores que provocan diferentes
valores para la respuesta. En consecuencia, el interés es identificar cuales
factores causaran esta diferencia y estimar la magnitud en la que la respuesta
cambia. En otras situaciones, se podria estar interesado en verificar
uniformidad. Por ejemplo, dos condiciones de producciéon son comparadas: A y
B, donde A es el estandar y B es la alternativa. El experimentador estara
interesado en demostrar si hay o no diferencia en la produccién dada alguna de
las dos condiciones (Montgomery, 2005).

El disefio experimental Plackett-Burman consiste en un disefio factorial
fraccionado de dos niveles estudia k= N-1 variables en N corridas, donde N es un
multiplo de 4.

El disefio experimental Plackett-Burman, se utiliza cuando se tiene la necesidad
de estudiar conjuntamente varios factores, obedece a la posibilidad de que el
efecto de un factor cambie seguin los niveles de otros factores, esto es, que los
factores interactien, o exista interaccion.

También se utilizan los arreglos factoriales cuando se quiere optimizar la
respuesta o variable dependiente, esto es, se quiere encontrar la combinacién
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de niveles de los factores que producen un valor 6ptimo de la variable
dependiente. (superficie de respuesta).

Si se investiga un factor por separado, el resultado puede ser diferente al
estudio conjunto y es mucho mas dificil describir el comportamiento general del
proceso o encontrar el 6ptimo.

El disefio de cuadrados latinos es un disefio en bloques incompletos
aleatorizados, es decir que requiere el mismo nimero de niveles para los
factores. Son apropiados cuando es necesario controlar dos fuentes de
variabilidad. En dichos disefios el nimero de niveles del factor principal tiene
que coincidir con el nimero de niveles de las dos variables de bloque o factores
secundarios y ademds hay que suponer que no existe interacciéon entre ninguna
pareja de factores. Recibe el nombre de cuadrado latino de orden K a una
disposicion en filas y columnas de K letras latinas, de tal forma que cada letra
aparece una sola vez en cada fila y en cada columna (Leal y Porras, 1998).
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3. ANTECEDENTES

A continuacidn, se presentan resimenes de trabajos publicados que comparan
la produccion de metabolitos en fermentacion sélida y liquida.

Solis-Pereira y col. (1993) compararon la produccién de pectinasas por
Aspergillus  niger en fermentacion soélida y liquida. Afadieron
concentraciones de 5.3 a 10% de sacarosa, glucosa y acido galacturoénico al
medio de carbono. Con la adicién de 3.5% de monosacaridos se inhibi6 la
producciéon de endopectinasa, pero en fermentacion sélida la adicién de
hasta un 10% de monosacaridos resulté en el incremento de la produccion
de pectinasas: 19 veces mas endopectinasas y 4.9 veces mas exopectinasas
que en la fermentacién sélida control sin monosacaridos. Se acumularon
azucares reductores en FML, pero no se acumularon en FMS, encontraron
que la produccién de pectinasas esta relacionada con la concentracion de
azucares reductores en el medio de cultivo. Atribuyeron estas diferencias a
la falta de mezclado en FS y a problemas de difusiéon de los nutrientes en
FML, un papel importante a la presencia de altos niveles de azicares
reductores que producen represion catabdlica en FML y que no estan
presentes en FMS.

En los estudios presentados por Villegas Villareal (1991) se obtienen
proteasas acidas a partir de un cultivo con soya como fuente de carbono en
fermentacion en estado sélido. Con esta fuente de carbono se observa una
mayor cantidad de colorante después del proceso de precipitaciéon y se
separa completamente la enzima usando volumenes altos de solventes y
sales, o con un proceso de cromatografia en gel. También se estudid el
efecto de emplear diferentes mezclas de gases en la atmodsfera de
fermentacion permitiendo conocer el efecto de la presién de COz y Oz en la
produccién enzimatica en relacion con el uso de aire, observandose una
mejor productividad y al mismo tiempo una aceleracion en el proceso de
produccion.

Carmona Cano y col. (1998), purificaron una endoxilanasa (B-1,4-xilano
xilanohidrolasa, EC 3.2.1.8) de Aspergillus versicolor en avena de trigo como
sustrato. La enzima fue purificada por cromatografia en DEAE-celulosa y
Sephadex G-75 y fue especifica para hidrélisis de xilano. La endoxilanasa
tuvo una actividad de 22 U/ml, Ky de 6.5 mg/ml y una Vimax de 1440 U/mg
de proteina.
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M. Jeya Thiagarajan y P. Gunasekaran (2005) estudiaron la produccion de
xilanasas por Aspergillus versicolor MKU3 en fermentaciéon en medio sélido.
Encontraron que la capacidad de FS para reducir al minimo la represion
catabdlica se ha descrito para diferentes enzimas hidroliticas, incluyendo
sistemas enzimaticos xilanoliticos producidos por algunos microorganismos
(Solis-Pereyra et al. 1996).

Ademas, observaron que Aspergillus versicolor MKU3 crecié bien en
sustratos de bajo costo, tales como el salvado de trigo y produjo xilanasas
bajo condiciones alcalinas, en un medio optimizado produjo 3249 U/g. Una
baja concentracion de peptona exhibiéo un efecto significativo sobre la
produccién de xilanasa, mientras que el extracto de levadura tiene un efecto
negativo en su produccion. Como A. versicolor MKU3 produce el maximo
xilanasa en condiciones alcalinas de crecimiento, podria tener una
aplicacion potencial en la pulpa de bioblanqueo.

Pang Pei Kheng y Ibrahim Che Omar (2005), aislaron USM A1 I, que se
identific6 como Aspergillus niger y fue seleccionado como un productor
potencial de xilanasa a través de un sistema de fermentacién en estado
s6lido usando como sustrato torta de palmiste. La modificaciéon de las
condiciones fisicas del sistema FS indicé que la actividad de xilanasa fue
23.97 U/g de sustrato, con un tamano de in6culo de 1x10* esporas/ml y a
una temperatura de cultivo de (28 + 3°C). Los suplementos de carbono y
fuentes de nitrégeno adicionales en el medio de la torta de palmiste
pudieron mejorar la productividad enzimatica obteniéndose una
produccion de xilanasa de 25.40 U/g. Por otra parte, la presencia de NaNO3
al 0,075% (w/w) como fuente de nitrogeno adicional dio una produccién de
xilanasa de 33.99 U/g de sustrato.

Suprabha G. Nair y col. (2008) aislaron 70 cepas de hongos de suelos
recogidos en diferentes partes del sur de Kerala en India. El mejor
productor de xilanasa fue Aspergillus y representdé un 55% de las cepas
seleccionadas. Se identificaron las cepas que podrian producir una maxima
cantidad de xilanasa libre de celulasa en fermentacion liquida y
fermentacion sélida; todas las cepas produjeron xilanasa junto con la
celulasa durante la fermentacion sélida, esto pudo haber sido por la
presencia de celulasa en el salvado de trigo que se utilizd6 como sustrato en
la fermentaciéon sélida. Previamente se habia reportado que la xilanasa
tanto como la celulasa se producian cuando la celulosa y la hemicelulosa se
usaban juntas como fuente de carbono (Kulkarni et al.,, 1999). Penicillium sp.
SBS2 secret6 la maxima cantidad de xilanasa (751 [U/ml) en fermentacion
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solida. Entre las 10 cepas de Aspergillus niger aisladas, seis de ellas
pudieron producir celulasa libre de xilanasa en fermentacién sumergida y la
maxima cantidad de xilanasa producida en este sistema de fermentacion fue
de Aspergillus sydowii SBS 45 (40 IU/ml). También se observé que la
produccion de xilanasa ausente de celulasa estaba en el 70% de las cepas
escogidas en condiciones de fermentacion sumergida. En la fermentacién
sumergida, la Unica fuente de carbono disponible era xilano. Haltrich et al
(1996) reportaron que los xilanos puros pueden ser excelentes sustratos
para la produccién de xilanasa y se utilizan con frecuencia para los
experimentos a pequefia escala. En una serie de organismos, este sustrato
puro y definido, aumenté el rendimiento de xilanasa y causé una induccién
selectiva de xilanasa, ya sea con ausencia completa o con actividades bajas
de celulasa (Biswas et al, 1990; Gilbert et al, 1992).
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4, JUSTIFICACION

El uso de microorganismos en los diversos procesos industriales se ha
incrementado progresivamente, ya que éstos, pueden complementar y en
algunas ocasiones reemplazar procesos que utilizan tecnologias obsoletas,
causando impactos positivos en el medio ambiente, una disminucién en los
costos de produccion y un mayor rendimiento de los procesos.

Se han presentado propuestas por parte de la industria y de la investigaciéon
para la utilizacion de las enzimas, principalmente las obtenidas a partir de
microorganismos; ademads, estas presentan una serie de ventajas de indole
econdmico o tecnoldgico; entre las cuales se encuentran: permiten incrementos
muy grandes en las velocidades de reaccidn, aun a temperatura ambiente,
poseen una gran especificidad de accion que hace que no se produzcan
reacciones laterales imprevistas. Asi mismo, se puede trabajar en condiciones
moderadas, especialmente de temperatura, lo que evita alteraciones de algunos
componentes fragiles. Ademdas las enzimas pueden inactivarse facilmente
cuando se considere que ya han realizado su misién, quedando asimilados al
resto de las proteinas presentes en el proceso.

Por otro lado, las fermentaciones que se llevaran a cabo presentan grandes
diferencias que pueden ser favorables para la producciéon enzimatica. Por un
lado, la FMS utiliza medios mas simples, la maquinaria es poco compleja, se
obtienen mayores rendimientos de producto, la demanda de energia es reducida
(Gupta y Kar, 2008), tiene un bajo empleo de agua y una baja posibilidad de
contaminacion. Y en la FML el mezclado es homogéneo lo cual la difusion de los
nutrientes no es limitante, el contenido de agua facilita el control de la
temperatura y los modelos cinéticos son conocidos.

El presente proyecto esta encaminado a la producciéon de xilanasas con
Aspergillus sp. en dos tipos de fermentacidon: fermentacion sumergida y
fermentacion en medio sélido, con lo cual se espera mejorar el rendimiento de
la hidrdlisis enzimatica que puede utilizarse para mejorar o acelerar la
degradacion de los residuos de la central de abastos de la ciudad de
México(CEDA)que se pretende puedan ser utilizados para la produccion de
bioetanol, tema que actualmente se investiga en el laboratorio de bioingenieria
de la universidad iberoamericana.

La producciéon de las enzimas promueve el aprovechamiento de los residuos
organicos: de olote de maiz y de la CEDA, como contribucién al desarrollo
sostenible de la ciudad de México asi como en la disminucién de los costos del
proyecto por la compra de enzimas.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Producir xilanasas por Aspergillus sp. en fermentacién sumergida y medio
sélido, determinando las mejores condiciones de cultivo para cada caso.

Objetivos Especificos

Disefiar diferentes medios de cultivo, por medio de la formulacién de su
composicion.

Determinar las condiciones de cultivo para la elecciéon de la mejor produccion
de xilanasas.

Establecer el efecto de las variables de cultivo relevantes sobre la produccién de
xilanasas en ambos tipos de cultivos a través de un disefio de experimentos.

Realizar la fermentacién sumergida en el reactor BIOFLO III y la fermentacién
sélida en columnas para determinar la cinética de crecimiento de la biomasa y
produccion de enzima. Utilizando las mejores condiciones del disefio de
experimentos
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6. MATERIALES, METODOS Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6.1 Microorganismo

Para este trabajo se utilizé una cepa silvestre de Aspergillus sp., aislada a partir
de residuos de la central de Abastos de la Ciudad de México (CEDA). La cepa se
propag6 en cajas de Petri con medio de cultivo de agar papa y dextrosa (BD
Bioxon, cat 211900 México, D. F.) y medio agar rosa de bengala (BD Difco™,
catadlogo No 218312 México, D. F.) mediante resiembras periédicas. Para su
conservacion se guardaron en refrigeracion.

Para la produccion del in6culo para la fermentacion en medio so6lido se realizd
la siembra de la cepa en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de PDA
estéril, los matraces fueron incubados a 37°C por cuatro dias.

Transcurrido el tiempo de incubacién se cosecharon las esporas agregando 20
ml de una solucién estéril de tween 80 al 0.05% (v/v) a cada matraz,
posteriormente, se homogeneizé la suspension mediante un agitador magnético,
se tom6 1 ml de la suspension y se realizé una dilucién 1:10 con agua destilada
para realizar la cuenta de esporas. Las esporas se cuantificaron mediante una
camara de Neubauer.

6.2 Sustratos
6.2.1 Olote de maiz

El olote de maiz seco se obtuvo de San Andrés Cholula, Puebla en México
(latitud, 19203’00” Norte y longitud 9818’00 Oeste). Se utiliz6 un molino de
martillos hasta alcanzar un tamafio de 1cm de espesor y después por malla 12-
16 para obtener el tamafio adecuado. El olote fue usado para hacer los estudios
preliminares del efecto del pH y la temperatura sobre las xilanasas, producciéon
bajo diferentes condiciones de cultivo, en los disefios experimentales y
finalmente en las dos fermentaciones.

6.2.2 Residuos de la central de abastos de México D.F

Los residuos organicos se obtuvieron de la central de abastos de México D.F
(CEDA), estaban compuestos principalmente de residuos de frutas, verduras,
hortalizas y flores. Se secaron a temperatura ambiente por 7 dias y al igual que
el olote de maiz se pasé por un molino de martillos para alcanzar un tamafio de
aproximadamente 1cm finalmente se utiliza otro molino para llegar a 2Zmm de
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tamafo. Los residuos de la CEDA se utilizaron sélo en el disefio experimental
como una de las dos fuentes de carbono para la produccion de xilanasas.

6.3 Medio de cultivo

Se formul6 el medio de cultivo con base en la composiciéon elemental de hongos
filamentosos (tabla 3) tomando el promedio para cada elemento. A partir de
esta composicién se realizaron los calculos para la obtencién de 5 g/L de
biomasa y se propusieron compuestos reportados en trabajos anteriores
(Salama y col,, 2008; medio Pontecorvo, ATCC 687) junto con el olote como
fuente de carbono para la formulacién del medio de cultivo requerido en las
fermentaciones (tabla 4).

Tabla 3.- Composicion elemental de hongos filamentosos, (Lilly, 1965; Aiba et al, 1973).

Elemento g

C 40-63
N 7-10

P 0.4-4.5
S 0.1-0.5
K 0.2-2.5
Na 0.02-0.5
Ca 0.1-1.4
Mg 0.1-0.5
Fe 0.1-0.2

Tabla 4.-Composicion medio de cultivo

Compuesto g/L
Extracto de levadura 0.5
Olote 31.15
NHA4Cl 1.61
KH2P04 0.77
Na2S04 0.11
MgS04 0.08
Elementos traza 1ml
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Tabla 5.- Composicién de los elementos traza

Compuesto g/100mL agua
CaClz2-H20 1
MnS04-H20 0.3
FeS047H20 0.5
acido
etilendiaminotetraacético 0.2

Para preparar el medio de cultivo se disolvieron los compuestos (uno por uno)
en 0.8 litros de agua destilada, posteriormente se adicionaron el extracto de
levadura y el olote, finalmente se adiciond 1ml de solucion de elementos traza
(tabla 5) y se aford a 1 litro. El medio se esterilizé a 121°Cy 1Kg/cm2durante 15
minutos. El pH inicial del medio se ajust6 con una solucién de HzPO4 al 5%.

La inoculacién se realizé con 1x107 esporas por ml en la fermentacion
sumergida o 1x107 esporas por gramo de materia humeda en la fermentacion
sélida. EI mismo medio inoculado se utilizé en los dos tipos de fermentacion.

6.4 Determinacion de la velocidad radial de crecimiento y la densidad
superficial

Para el crecimiento radial de la colonia de Aspergillus sp. se llevo a cabo el
seguimiento del cambio de didmetro en funcién del tiempo haciendo una
inoculacién por piquete en el centro de una caja Petri de 4.3 cm de radio, hasta
el momento en que la cepa invadié toda la caja. Las cajas Petri contenian medios
de agar papa y dextrosa (BD Bioxon, catidlogo No 211900), medio Yeast-
Peptone-Dextrose (siglas en inglés YPD, de las marcas BD Bioxon y BD Difco™)
y medio agar rosa de bengala (BD Difco™, catalogo No 218312) y se hizo el
andlisis a diferentes temperaturas.

La densidad superficial fue estimada al tiempo final de los experimentos y el
procedimiento se llevé a cabo fundiendo el medio agar con el hongo (biomasa)
en agua destilada y filtrando el residuo soélido sobre papel Whatman 41,
(previamente seco y pesado), con posterior secado a estufa a 60°C durante 24
horas. La diferencia entre el peso final y el inicial, dividido por el area de la
colonia corresponde a la densidad de crecimiento (px) expresada en mg/cm?.

La determinacion de la velocidad radial de crecimiento se realizé para conocer

en qué medio de cultivo y a que temperatura se obtenia un mejor crecimiento de
Aspergillus sp.
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6.5 Fermentacion liquida
La fermentacion liquida se realizd en tres niveles:

a. A nivel matraz: con matraces Erlenmeyer de 500 ml para seleccionar un
intervalo de temperatura, pH, relaciones de C/N, tiempo de
experimentacion sobre la produccién de xilanasas para utilizarlos en los
disefnos experimentales. Las condiciones de temperatura variaron segiin
el experimento a realizar y se mantuvo la agitacién en una incubadora a
130 r.p.m (Gyrotory®water bath shaker, New Brunswick scientific CO.
INC. Edison, NJ, U.S.A)

b. A nivel matraz: con un matraz de 2700 ml para realizar la fermentacion
bajo las condiciones mas favorables de produccion de xilanasas
obtenidas del nivel anterior, la agitaciéon se mantuvo en una incubadora a
130 r.p.m (Gyrotory®water bath shaker, New Brunswick scientific CO.
INC. Edison, NJ, U.S.A)

c. Finalmente se realizé la fermentacién en un reactor BIOFLO III de 3.3L
escala laboratorio (New Brunswick scientific CO. INC. Edison, NJ, U.S.A),
el cual tiene un microprocesador para controlar el pH, DO, agitacion, y
temperatura, el recipiente es de vidrio con una base superior e inferior
de acero inoxidable e impulsores Rushtons de 6 paletas de 1.3 cm.

6.6 Efecto de la temperatura y pH en las xilanasas producidas por
Aspergillus sp. en fermentacion sumergida

En una primera etapa se evalu6 el efecto de la temperatura y el pH sobre la
actividad enzimatica; esto permitio establecer las condiciones de reaccion para
los estudios realizados en esta tesis y finalmente se realizé un ajuste con la
ecuacion de Arrhenius en la fase de incremento de la velocidad.

Para ello, se utilizaron matraces de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo
presentado en la tabla 4 y se produjeron los extractos enzimaticos. Las
temperaturas utilizadas para realizar los perfiles fueron 30°C, 40°C, 50°C, 60°C
y 70°C realizando la medicién de la actividad xilanolitica en cada una de estas
temperaturas.

Para la variacion de pH desde 3 hasta 11 se utilizaron dos tipos de
amortiguador: fosfato-citrato (de pH 3 a 7) y carbonato-bicarbonato (de pH 9 a
11).
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6.7 Estudios de produccion de xilanasas bajo diferentes condiciones de
cultivo

Se realizaron experimentos con diferentes concentraciones de carbono la cual
se fue variando adicionando la cantidad necesaria de olote de maiz para obtener
relaciones de C/N de 17, 25 y 35. Por otro lado, para cada relaciéon de C/N se
utilizaron tamanos de matraces Erlenmeyer de 500 ml y 250 ml y la cantidad de
medio de cultivo fueron de proporcién 1:5y 1:10.

Por otro lado, se midid la actividad xilanolitica en los 12 matraces en tiempos de
experimentacion de 15 minutos y 30 minutos para determinar cudl de estos dos
tiempos de incubacion de las muestras resultaba favorable para su uso en los
ensayos de actividad xilanasa que se realizaran posteriormente.

6.8 Determinacion de la isoterma de desorcion de agua, humedad critica
y actividad de agua en el soporte sé6lido

Se pesaron 10 g de olote seco y se mezclaron con 35 ml de agua. Después la
mezcla se distribuy6 en pequefias capsulas y se secaron en hornos a diferentes
temperaturas. En la balanza para medicién de humedad se determiné el peso
inicial y el peso final de la muestra seca y se midid la actividad de agua en un
equipo AqualLab. Se determiné la humedad por la diferencia de pesos, se
ajustaron estos datos experimentales al modelo de Henderson y la humedad
critica se determiné por la curva de velocidad de secado, esto con el fin de
ajustar un valor de humedad para la fermentacidon so6lida en los matraces y
columnas.

Por otro lado, al terminar el tiempo de fermentacion sélida de las columnas, el
material se homogeneiza y se realizan pruebas de humedad, pH y actividad de
agua en los equipos mencionados anteriormente.

6.9 Fermentacion solida

Primero se realizé la fermentacion so6lida en matraces de 225 ml los cuales se
llenaron con aproximadamente 15 gramos de olote impregnado del medio de
cultivo a una humedad del 70 % e incubados a 37°C por 72 horas.

Finalmente, se realiz6 en 10 columnas de vidrio de 2 cm de didmetro interno y
20 cm de longitud. Se llenaron aproximadamente con 21 g de soporte huimedo;
el cual, fue olote impregnado con el medio de cultivo a una humedad del 70%.
Se colocaron en un bafio de agua a temperatura controlada de 37°C y un flujo de
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aire de 20ml/min por 72 horas. Todas las columnas estdn conectadas a un
metabolimetro para realizar un analisis de respirometria.

6.10 Determinacion de la biomasa en fermentacion liquida.

Como una manera indirecta de ver el desarrollo microbiano se realiz6 una
determinacion de biomasa. Los cultivos de fermentacion liquida se retiraron en
los tiempos adecuados y se filtraron con papel de filtro Whatman N2 1; la
biomasa retenida se lavé con agua destilada y se sec6 en el horno a 70°C.
Transcurridas 24 horas se retir6 y se pesaron 50mg de micelio seco
homogeneizado para hidrolizarlo con 1ml de una solucién de NaOH 1N.
Después, se ponen en un bafo hirviendo por 30 minutos, se centrifuga y al
sobrenadante se le cuantifican las proteinas del micelio mediante la técnica de
Bradford (1976) usando albiimina bovina como estandar.

6.11 Determinacion de la biomasa en fermentacion sélida

Debido a que la presencia del olote en este tipo de fermentacion dificulta la
estimacion de la biomasa, el crecimiento se determiné indirectamente a través
de la produccién de COx.

La evaluacion de consumo de Oz y la produccién de CO; sirvié como parametro
para monitorear la degradacién del olote por parte de los microorganismos.
Como lo menciona Critter y col (2004), la medicién de la respiracién permite
estudiar la actividad microbiana, donde el consumo de Oz y la produccion de
CO2 dependen de factores como biomasa microbiana, temperatura, pH, entre
otros.

6.12 Obtencion de los extractos enzimaticos

Transcurrido el tiempo de fermentacidn los extractos de la fermentacion liquida
se filtraron a traveés de papel filtro Whatman N2 1. El filtrado se diluyd con agua
destilada y se uso inmediatamente para los analisis de la actividad xilanolitica.

En la fermentacién solida se vaciaron las columnas pasado el tiempo de
fermentacion y se homogeneiz6 el material. Se pesaron2 g de muestra y se
lavaron con 10 ml de agua destilada, se agit6 en vortex y se tomaron muestras
que se centrifugaron a 8000 rpm por 2 minutos.
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6.13 Determinacion de actividad xilanasa

La actividad xilanasa se determin6 por medio de la liberacion de azucares
reductores, por el método de DNS (Miller, 1960). E1 DNS tiene la capacidad de
oxidar los azucares reductores dando resultados colorimétricos que se pueden
medir con una longitud de onda de 640 nm.

Las condiciones del ensayo fueron 30 minutos a 50°C y 130 r.p.m, utilizando
como sustrato xilano de madera de haya al 1% en buffer de citrato-fosfato a pH
7 (Rajendran, 2008). Se defini6 una unidad enzimatica se definié6 como la
cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de sustrato por minuto.
La técnica detallada se muestra en el Anexo 1

6.14 Analisis de proteinas

Este andlisis se tomo6 en cuenta para determinar las U/mg proteina que contenia
cada extracto, esta medida me da una referencia de la facilidad de una
purificacién de una enzima.

Se realiz6 este anadlisis para todos los extractos enzimaticos obtenidos de la
fermentacién sumergida. La proteina fue medida por el método de Bradford
(1976) usando albumina bovina como estandar y se lee a 595 nm frente al
blanco. El método consiste en la formacién de un compuesto de adsorcion de
coloracién azul entre los residuos de aminodacidos basicos de las proteinas y el
colorante azul de Coomassie.

6.15 Diseio experimental Plackett-Burman

Una vez que se seleccionaron los intervalos de las variables de experimentacién
probadas previamente, se aplicé un disefio Plackett-Burman con 6 factores:
fuente de carbono, temperatura, pH, relacion C/N, fuente de nitrégeno y tween,
para conocer la influencia en la variable de respuesta, que en este caso fue la
actividad de xilanasa. Cada factor fue evaluado a dos niveles (+1) o (-1) del nivel
base, el cual fue escogido por los estudios realizados previamente en nivel
matraz.

El disefio experimental fue de 6 factores y 8 experimentos (N=8) (tabla 6 y tabla
7) donde se describen los factores junto con el nivel base, las unidades de
cambio y los niveles superior e inferior para cada uno de los parametros. Se
debe tomar en cuenta que el maximo niimero de factores que se pueden utilizar
con N=8 es de 7 factores, en este trabajo se utilizaron 6 factores.
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Tabla 6.-Matriz experimental del disefio

Experimento | A | B | C |D | E | F
1 1/-1/-1]1-1]1
2 11 /-1]-1/1]-1
3 1/1,1]-1/-1]1
4 1|1 (11 (-1]-1
5 1/-1/1]1|1]-1
6 1117111
7 -1|-1(1]-1]1]1
8 -1-1)-1(-1(-1]-1

Tabla 7.-Disefio experimental Plackett-Burman con N=8

FACTORES

Nombre de los Nivel Unidades Nivel Nivel
Factores . . . .
factores Base de cambio | superior | inferior
Fuente de A olote 1.00 olote CEDA
carbono
Temperatura B 37.00 11.00 48.00 26.00
pH C 7.00 2.00 9.00 5.00
Relacién C/N D 17.50 3.50 21.00 14.00
F
uente de E NH.CI 1.00 NH | Suerode
nitrégeno leche
Tween 80 F No 1.00 S No
adicionar adicionar | adicionar
---------- G 0.00 0.00 0.00 0.00

6.16 Diseio de cuadrados latinos

Se utilizé inicialmente el disefio Plackett-Burman para conocer cuales era las

variables mas importantes en la actividad xilanolitica. Posteriormente, se

cuadrados latinos.

Tabla 8.- Disefio cuadrado latino 3x3 elegido para el estudio

Columnas
2

Filas

II

II

oW > |-
W s |O|w

B
C
A

eligieron 3 factores con 3 niveles cada uno para realizar el disefio de bloques de
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El disefio propuesto permitié conocer el efecto que tendrian la interaccién de
los factores en la actividad de xilanasa. En la tabla 8 se muestra el disefio
cuadrado latino 3x3 para el estudio de la actividad xilanasas.
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7. RESULTADOS

7.1 Velocidad radial de crecimiento de Aspergillus sp.

Para el crecimiento radial de la colonia de Aspergillus sp. se llevd a cabo el
seguimiento del cambio de didmetro en funciéon del tiempo en tres temperaturas
diferentes: 30°C, 37°C y 50°C. En la figura 7, 8 y 9 se presentan los perfiles de la
evolucion de este parametro para diferentes medios de cultivo y en las
temperaturas antes mencionadas y en las tablas 9, 10 y 11 los valores
correspondientes al ajuste.

La velocidad radial de crecimiento se describe por la ecuacion enunciada por
Trinci y Pirt en la cual el radio de la colonia es funcién lineal del tiempo y la
pendiente se define como la velocidad radial de crecimiento [mm/dia]

»

Radio de la colonia (mm)

(Déas)
X37°C m0C 5%

Figura 7.-Crecimiento radial a diferentes temperaturas en medio YPD (las lineas
continuas corresponden al ajuste lineal)

Tabla 9.- Ajuste lineal del crecimiento radial a diferentes temperaturas en medio YPD

Temperatura (°C) Ecuacionlineal Coeficiente de determinacion (r2)

30 y=5.35x-4.4167 0.9986
37 y=13.075x-7.55 0.9852
50 y=2.3375x-1.8583 0.9384
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Figura 8.-Crecimiento radial a diferentes temperaturas en medio APD (las lineas
continuas corresponden al ajuste lineal)

Tabla 10.- Ajuste lineal del crecimiento radial a diferentes temperaturas en medio APD

Temperatura (°C) Ecuacionlineal Coeficiente de determinacion (r2)

30 y=5.95x-4.45 0.9866
37 y=11.838x-5.5083 0.9986
50 y=2.2875x-2.225 0.8801
25
Ezn
g 15
g 10
3
. .
0 0.5 1 1.5 2 25 3 35
(Dias)
W30°C X37°C 50°C

Figura 9.-Crecimiento radial a diferentes temperaturas en medio RB. (las lineas
continuas corresponden al ajuste lineal)

Tabla 11.- Ajuste lineal del crecimiento radial a diferentes temperaturas en medio APD

Temperatura (°C) Ecuacionlineal Coeficiente de determinacion (r?)

30 y=6.75-5.166 0.9995
37 y=9.15x-6.6 0.9999
50 y=x-0.6667 0.9231
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Como fue establecido por Trinci (1969) para Aspergillus nidulans y para otros
microorganismos fingicos, en este estudio la evolucion de la longitud radial del
micelio presenta una alta circularidad en las colonias del hongo y un incremento
lineal para todas las concentraciones iniciales de sustrato, este comportamiento
lineal corresponde a la fase exponencial de produccién de biomasa.

Figura 10.- Velocidad radial de crecimiento en medio YPD y APD a tres temperaturas
30°C, 37°Cy 50°C

Podemos observar (Figura 10) la velocidad de crecimiento radial para los tres
medios y las tres temperaturas, en donde se muestra un mayor crecimiento es a
37°C y en medio YPD. Para los tres tipos de medio de cultivo Aspergillus sp.
muestra un comportamiento de crecimiento similar pero se evidencia
diferencias en los intervalos de temperatura estudiados, siendo la velocidad de
crecimiento mas baja para la temperatura de 50°C donde se comienza a limitar
el desarrollo del micelio y la deshidrataciéon del medio de cultivo, a 37°C se
alcanzan valores de 13 mm/dia, por tanto se puede afirmar que la temperatura
provoca cambios morfolégicos en el desarrollo radial del hongo.

Fotografia 1.-Fotografia del crecimiento micelial de Aspergillus sp. en medio YPD y APD
inoculado por piquete
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7.2 Densidad superficial de Aspergillus sp. en medio YPD

La diferencia entre el peso final y el inicial, dividido por el area de la colonia
corresponde a la densidad de crecimiento (px) expresada en mg/cm?.

Se puede observar (Figura 11) una mayor densidad superficial a la temperatura
de 37°C llegando a un valor de 8,4 mg/cm?, la cual coincide con la temperatura
donde se obtiene una mayor velocidad radial de crecimiento. Se puede explicar
que a dicha temperatura existe una mayor ramificacién de las hifas, permitiendo
de esta forma la producciéon de una mayor cantidad de biomasa en la misma
area de medio.

Figura 11.- Densidad superficial de Aspergillus sp. en medio YPD

En un estudio semejante presentado por Ortega-Sanchez; Viniegra Gonzalez
(2011) se muestra el cultivo de Aspergillus niger sobre placas de agar para
determinar la densidad superficial del micelio a distintos tiempos con
disponibilidades iniciales de glucosa, 6 mg S/cm2<co< 60 mg S/cm?2 mostrando
una densidad superficial maxima de aproximadamente 10 mg/cm?2 cuando se
utiliza la disponibilidad inicial de glucosa maxima. Este valor es semejante al
obtenido pero se debe tener en cuenta que en el presente estudio no se variaron
las cantidades del sustrato.

Por lo tanto, a partir de este momento se eligié una temperatura de 37°C para el
crecimiento del hongo y en cajas Petri con medio YPD.
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7.3 Efecto de la temperatura y pH sobre las xilanasas producidas por
Aspergillus sp. en fermentacion sumergida.

7.3.1 Estudio de la actividad a diferentes temperaturas

La elevaciéon de la temperatura incrementa la velocidad de reaccién catalizada
por enzimas. Al principio la velocidad de reacciébn aumenta cuando la
temperatura se eleva, este efecto podemos observarlo en la figura 12y se debe al
incremento de la energia cinética de las moléculas reactantes. Se llega al punto
maximo de actividad xilanolitica a una temperatura de 60°C, siendo esta, la
temperatura éptima.

Sin embargo, al seguir incrementando la temperatura la energia cinética de la
enzima excede la barrera energética para romper los enlaces débiles de
hidrogeno y empieza a predominar la desnaturalizacidn térmica con pérdida de
la actividad catalitica (Aldave y Jorrin, 2010). Se puede deducir (Figura 12) que
la etapa de desnaturalizacion empieza a partir de los 60°C con un leve
decaimiento de la actividad, lo cual nos muestra una buena termoestabilidad.

Durante la fase de incremento de la velocidad, la relacién entre ésta y la
temperatura viene determinada por la ecuacion de Arrhenius:

Ea
RT

_Ea .
v =ke /RTo ensuformalineallnv =Ink —

Donde, Ea es la energia de activacion, R la constante de los gases (1.9872 cal K-1
mol-1; 8.3145 ] K- mol1) y T la temperatura absoluta (K).

El valor de Ea se puede calcular a partir de la representacion de Arrhenius

lineal, donde Y es Inv, x es 1/T, la ordenada en el origen es Ink y la pendiente es
-Ea/RT. La representacion lineal de Arrhenius se presenta en la figura 13.

39



E
=) 6
S
E 4
o
£
= 2
(1]
=
>
g 0
<

0 20 40 60 80

Temperatura (°C)

Figura 12.-Efecto de la temperatura sobre la produccidn de xilanasas en un cultivo en
medio liquido con Aspergillus sp. Los valores reportados corresponden a los maximos
para cada temperatura.
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Figura 13.- Representacion de Arrhenius. Se muestra la representacion de la actividad
xilanolitica frente a 1/T para el tramo ascendente de la curva de la actividad xilanolitica
frente a la temperatura (las lineas continuas representan el ajuste lineal)

El ajuste lineal se presenta por y=-2910.5x + 8.5985 (r*2=0.9572), la pendiente
permite determinar un valor de energia de activacion de la reaccion de la
xilanasa de 24.19 k] /mol.

El valor obtenido es muy bajo respecto a los presentados por Garsoux et al.
(2004); Sonan et al. (2007) para dos celulasas las cuales presentan energias de
activacion de 68.1 (kJ]/mol) y 48.5 (kJ/mol); lo cual podria sugerir que la
xilanasa es estable a la temperatura y que la reaccion enzimatica ocurre de
forma mas rapida. No se encontraron referencias de energia d activacion para
xilanasas.
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7.3.2 Estudio de la actividad a diferentes pH

Como la conformacién de las proteinas depende, en parte, de sus cargas
eléctricas, habra un pH en el cual la conformacién sera la mas adecuada para la
actividad catalitica, este es el llamado pH 6ptimo. Podemos ver (Figura 14 (a) y
(b))que el pH 6ptimo es 7 donde la actividad xilanolitica es maxima y a la
temperatura de 60°C es ligeramente mayor que para la de 50°C, lo cual es
coherente con la temperatura 6ptima obtenida anteriormente. Por otro lado, se
observa que la enzima es muy sensible a este parametro por los fuertes cambios
en la actividad al modificar el rango de pH, lo cual podria ser porque poseen
grupos quimicos ionizables (carboxilos -COOH; amino NH2) en las cadenas
laterales de sus aminoacidos, cambiando en cargas eléctricas positivas,
negativas o neutras segun el pH del medio, (Stryer y col, 2013)

(a)

(b)
Figura 14.- Perfil de actividad a diferentes pH. (a) Actividad xilanolitica a 50°C. (b)
Actividad xilanolitica a 60°C

Con base en lo anterior, las xilanasas producidas en el presente estudio
muestran mayor actividad en el intervalo de 7 a 9 de pH y altas temperaturas
pudiendo sugerir su uso en procesos de blanqueo de pulpa, donde las xilanasas
ideales para este tipo de procesos deben funcionar en condiciones basicas
(Nissen et al, 1992). En el trabajo presentado por Costa y col. (2012) se
describe la caracterizaciéon respecto al pH y temperatura de extractos de
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xilanasa y otras enzimas de Aspergillus ficuum, obteniendo un pH 6ptimo de 5.4
y una temperatura éptima de 45°C. Zhaoxin et al. (2008) determinaron un pH
optimo de 5.0 y una temperatura 6éptima de 45°C en una de las enzimas del
complejo xilanasa de Aspergillus ficuum AF-98.La caracterizacion realizada para
tres extractos xilanoliticos llamados XYI, XYII y XYIII de Aspergillus versicolor
por Salama M.A. et al. (2008) obteniendo una temperatura éptima para XYI y
XYIII de 70°C y de 50°C para XYII. Y se obtiene un pH 6ptimo de 10 para XYII y
XYIII y para el extracto XYI de 7.

7.4 Estudios de produccion de xilanasas bajo diferentes condiciones de
cultivo

El presente estudio se realiz6 para conocer la relacién C/N y la relacién entre el
tamafio del matraz y la cantidad de medio que favorece la produccién de
xilanasas. Las condiciones uno y dos que se presentan mas adelante muestra la
variacién de la actividad enzimatica al cambiar el tiempo de incubacién de los
extractos enzimaticos en el ensayo de actividad xilanolitica.

7.4.1 Condicion 1: variacién de la relacion C/N, 37 C, 130 rpm, 72 horas de
incubacién y ensayo de actividad xilanolitica a 15 minutos.

Podemos observar en la tabla 12 que bajo estas condiciones se consigue una
mayor actividad xilanolitica en los matraces que contienen una relaciéon C/N de
25 y con un tamafio de 500 mL con 100 mL de medio. También se obtienen
buenos resultados para los matraces que tienen un tamafio de 250 mL con 50
mL de medio, podemos deducir que la cantidad que debe ocupar el medio es de
aproximadamente un 20% del tamafio del matraz para que la agitacién pueda
mejorar la transferencia del gas a la biomasa producida en forma de “pellets”, ya
que la barrera principal de transferencia del Oz en la fermentaciéon sumergida,
es su baja solubilidad en el agua y, al hacerse mayor la capa de agua que debe
cruzar, aumenta la dificultad para que llegue a la célula (Raimbault, 1998).

Tabla 12.-Resultados para la condicién 1 (la desviacion estandar se calculé para tres
muestras)

Promedio Desviacion
Muestra Actividad ,
estandar
U/ml
E1l a-b-c 1.944 0.234
E2 a-b-c 1.965 0.063
E3 a-b-c 2.110 0.046
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E4 a-b-c 2.434 0.165
E5 a-b-c 2.778 0.076
E6 a-b-c 2,401 0.016
E7 a-b-c 2.516 0.047
E8 a-b-c 1.546 0.091
E9 a-b-c 2.380 0.114
E10 a-b-c 1.816 0.079
E11 a-b-c 1.636 0.064
E12 a-b-c 1.750 0.096

7.4.2 Condicion 2: variacién de la relacion C/N, 37°C, 130 rpm, 72 horas de
incubacion y experimentacion a 30 minutos.

Al aumentar a 30 min el tiempo de experimentacién (tabla 13) podemos ver que
existe un incremento en las actividades xilanoliticas para todos los matraces, es
por esto, que todos los ensayos de actividad xilanolitica posteriores se

realizaron con este tiempo de experimentacion. También,

se siguen

manteniendo las mejores condiciones para la relacion de C/N de 25 y el matraz

que tiene un tamafo de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo.

Tabla 13.-Resultados para la condicién 2 (la desviacién estandar se calculd para tres

muestras)
Promedio de . ..
.. Desviacion

Muestra ?Ctlwqa}d estandar

xilanolitica

[u/ml] Lol

E1 a-b-c 2.054 0.085
E2 a-b-c 2.761 0.126
E3 a-b-c 2.619 0.025
E4 a-b-c 3.433 0.047
E5 a-b-c 3.693 0.121
E6 a-b-c 3.636 0.052
E7 a-b-c 3.329 0.169
E8 a-b-c 2.759 0.075
E9 a-b-c 3.409 0.066
E10 a-b-c 3.024 0.050
E11 a-b-c 2.730 0.065
E12 a-b-c 2.520 0.022
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Figura 15 .-Comparacion de los matraces con las diferentes relaciones de C/N

En el diagrama de barras (Figura 15) se comparan los diferentes matraces con
las diferentes relaciones C/N, para los 3 casos mostrados la actividad
xilanolitica es mayor en la relacion C/N de 25, obteniéndose un incremento de
aproximadamente 1U/mL cuando se usa la proporcién 1:5 y la relaciéon de C/N
de 35 baja la actividad xilanolitica pudiendo ocurrir porque al aumentar la
cantidad de olote de maiz es mas dificil el crecimiento del microorganismo, la
homogenizacién del medio de cultivo y por ende la baja la produccién
enzimatica.

A partir de este estudio los matraces utilizados para la fermentaciéon sumergida
son los de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo, el tiempo del ensayo de
actividad xilanasa de 30 min y la relaciéon C/N fue estudiada mas a fondo en los
disefios experimentales.

7.5 Aplicacion del disefio experimental Plackett-Burman

En la tabla 14 podemos apreciar los valores cualitativos y cuantitativos de los
factores utilizados cuando se reemplazan en la matriz experimental del disefio
(tabla 7). Las fuentes de carbono se escogieron en base a su disponibilidad en el
laboratorio y por su gran contenido de material lignoceluldsico (inciso 6.2). El
suero de leche escogido como fuente de nitrégeno alterna al cloruro de amonio
(NH4Cl), se utiliz6 porque no contiene nitrégeno inorganico y la cantidad de
proteinas es relativamente alta; debido a ello es un excelente medio para
microorganismos que requieren aminoacidos y son capaces de hidrolizar las
proteinas, la cantidad de suero de leche (g/L) utilizada en los medios de cultivo
fue la misma que para el NH4CI.
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Tabla 14.-Matriz experimental con los valores cualitativos y cuantitativos para cada

factor
A B C D E F Respuesta
Exp. Fuente Temperatura Fuente Tween | Actividad
de IEQ Cl pH | C/N de 80 xilanolitica
carbono nitrégeno | [2mL/L] [U/mL]
1 Olote 26 5 | 27 | Suerode Si 1.286
leche
2 Olote 48 5 14 NH.CI No 5.029
3 Olote 48 9 | 14 | Suerode Si 3.725
leche
4 CEDA 48 9 | g7 | Suerode No 0.665
leche
5 Olote 26 9 21 NH.CI No 0.289
6 CEDA 48 5 21 NH.CI Si 0.000
7 CEDA 26 9 14 NH.CI Si 0.415
8 CEDA 26 5 | 14 | Suerode No 0.153
leche

Los efectos agrupados en el error experimental fueron los siguientes:

P(E)=-0.012
P(F)=-0.089

El valor del error experimental es 6= 0.239

Por consiguiente los parametros que se tuvieron en cuenta para la obtencién del

modelo fueron:
P(A)=1.137
P(B)=0.910

Y el modelo obtenido es:
Ycalc.=1.445 + 1.137*A + 0.910*B - 0.172*C -0.885*D

P(C)=-0.172
P(D)= -0.885

Por medio de este modelo se pueden obtener las superficies de respuesta las
cuales nos permiten analizar la influencia de los factores en la actividad
xilanolitica, ya que el disefio PB so6lo utiliza dos niveles, superior e inferior, la
superficie de respuesta corresponde a un polinomio lineal (Figuras 16 a 19), la
respuesta de la variable dependiente se incrementa cuando se utiliza olote como

fuente de carbono, el pH y la relacién C/N en nivel inferior y la temperatura en
nivel superior, (Figura 16). Por el contrario la actividad enzimatica disminuye
cuando se usa residuos de CEDA como fuente de carbono, el pH y la relacién C/N

en el nivel superior y la temperatura en el nivel inferior, (Figura 19).
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Al usar olote de maiz, derivado agricola como un sustrato-soporte para el
crecimiento fingico en un proceso fermentativo es de amplio interés industrial
y acapara la atencién de los investigadores asi como los industriales, pudiendo
generar nuevas tecnologias para la obtencién de la xilanasa y una posible
aplicacion futura del olote de maiz. Estd compuesto en base seca por celulosa
(45 %), hemicelulosa (35 %) y lignina (15 %), de los cuales la hemicelulosa se
compone mayoritariamente por xilano de olote (28-35 % base seca) uno de los
heteroxilanos complejos que contiene residuos de xilosa con enlaces 3-1,4 (Saha
y Bothast, 1999). El xilano de olote de maiz se compone principalmente de
xilosa (48-54 %), arabinosa (33-35 %), galactosa (5-11 %) y acido glucurénico
(3-6 %) (Doner y Hicks, 1997; Saha y col, 2003). Estas caracteristicas y
primordialmente la cantidad de xilosa, le confieren al olote la posibilidad de ser
empleado como sustrato en la produccién de la xilanasa.

Fuente de Carbono = Qlote & pH=5%

Actividad enzimatica [U/mL]

45 o0

18

40
16 a0 35

_ 14 25
Carbona/Nitrogena Temperatura [°C]

Figura 16.-Superficie de respuesta: nivel superior para olote, temperatura y nivel
inferior para C/N y pH
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Fuente de Carbono = Qlote & pH=9

Actividad enzimatica [Ufml]

5 40

. 14 25 =
Carbono/Nitrageno Temperatura [*C]

45

a0

Figura 17.-Superficie de respuesta: nivel superior para olote, pH, temperatura y nivel

inferior para C/N

Fuente de Carbono = Resudios CEDA & pH =9

Actividad enzirmatica [LimL]
=
i

18 40

16 33

CarbanadMitrageno Temperatura [°C]

45

50

Figura 18.-Superficie de respuesta: nivel superior para pH, C/N y nivel inferior para

fuente de carbono y temperatura
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Fuente de Carbono = Residuos CEDA & pH =5

S 4=
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Figura 19.-Superficie de respuesta: nivel superior para C/N y nivel inferior para fuente
de carbono, pH y temperatura

7.6 Diseno cuadrados latinos

De los resultados obtenidos en el disefio Plackett-Burman se eligieron tres
factores para la evaluacion de su influencia sobre la produccién de xilanasas:
pH, relacién C/N y temperatura, esto para determinar un valor fijo para las
variables en las siguientes fermentaciones. El olote de maiz fue escogido como el

sustrato para realizar el disefio de cuadrados latinos y para las fermentaciones
en los matraces y en el reactor.

A continuacion se mostrara el arreglo utilizado y el analisis para determinar la
influencia de los factores, el experimento 1 estaria conformado por (pH 4, C/N
14 y T 37°C), el experimento 2 (pH 4, C/N 19 y T 44°C), el experimento 3 (pH 4,
C/N 25y T 50°C) y asi sucesivamente.

Tabla 15.- Disefio de cuadrados latinos escogido para evaluar la produccién de

xilanasas.
Relacién C/N
pH C/N-1 C/N-2 C/N-3
pH-1 T-1 T-2 T-3
pH-2 T-2 T-3 T-1
pH-3 T-3 T-1 T-2
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Tabla 16.- Disefio de cuadrados latinos con el valor de cada uno de los factores:
temperatura, C/N y pH

Relacién C/N
C/N=14 C/N=19 C/N=25
H 4 37°C (1a) 44°C (1b) 50°C (1c)
p 6 44°C (2a) 50°C (2b) 37°C (2¢)
8 50°C (3a) 37°C (3b) 44°C (3¢)

Los resultados para cada uno de los experimentos se muestran en la tabla 17,
cada uno de los experimentos se hizo por duplicado y el valor mostrado es el
promedio de los valores obtenidos de actividad xilanasa en U/ml.

Tabla 17.- Resultado para cada uno de los experimentos del disefio de cuadrados

latinos
Matraz U/mL U/mg prot

1a 14.65 682.35
1b 16.40 60.41
1c 12.32 282.50
2a 12.16 292.11
2b 17.76 379.41
2c 18.66 51.57
3a 0.056 0.50

3b 8,509 169.20
3c 4,135 308.64

Formalmente el modelo aditivo es

Yije= n+Pit+yi+Tet€ije

donde n es el gran promedio, que no tiene que ver con las variables en
consideracidn.

Bison los i=1,2...k efectos por fila (pH)

i son los j=1,2...k efectos por columna (relacion C/N)

Te son los t=1,2...k efectos por tratamiento (temperatura)

eijt es el error de observacion

7.6.1 Fendémeno manifestado
El fen6meno manifestado es la suma de cuadrados de los 9 resultados
experimentales de la tabla 17, esto es, son los resultados observados (arriba o

debajo del cero) elevados al cuadrado, se calcula as:

14.6482+ 16.3972+...+8.5092+4.1352=1535.85
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Y como ha sido derivado de 9 resultados experimentales cuenta con 9 grados de
libertad.

7.6.2 Gran promedio
El gran promedio se calcula simplemente:
14.648+16.397+...+8.509+4.135/ 9= 11.626

Y representa el valor que asumirian las 9 pruebas si ninguna de las variables en
estudio, tuviera influencia en el fenémeno.

Representa en su suma de cuadrados (11.626)2*9=1216.45 con 1 solo grado de
libertad.

Luego de 1535.83 de fendmeno manifestado, 1216.45 son debidos a influencias
ajenas a las variables de estudio, y estas responder por

1535.83-1216.45=319.38
7.6.3 La influencia del pH

Se estima como sigue:
El pH 1 tiene un valor promedio de 14.648+16.397+12.317/3 = 14.45, luego
respecto del gran promedio su influencia es de 14.454-11.626= 2.828.
Del mismo modo se determina para el resto de pH y demas variables de estudio.
El pH 2 tiene una influencia de 4.564 y el pH3 de -7.393.
El pH representa en suma de cuadrados un valor de:
3*%(2.828)2+3*(4.564)2+3*(-7.393)2=64.32 con 2 grados de libertad.

7.6.4 La influencia de la relacion C/N

Se estima como se hizo para el caso del pH:

La relacion C/N 1 tiene una influencia de -2.673, la relacion C/N 2 de 2.596 y la
relacion C/N 3 de 0.077.

Y representa en suma de cuadrados un valor de 41.872 con 2 grados de libertad.

7.6.5 La influencia de la temperatura

Para la temperatura T1 es de 2.312, de la temperatura T2 de 1.793 y de la
temperatura T3 de -1.582.
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Y representa en suma de cuadrados un valor de 20.928 con dos grados de
libertad.

7.6.6 Determinacién de errores experimentales

Para determinar los errores se tiene en cuenta los resultados de los
experimentos, el gran promedio y la influencia de las variables.

Por ejemplo para determinar el €111 segtin el modelo

14.648=11.626+2.828+ (-2.673)+2.312+ €111
Por lo tanto €111 = 0.555. Para el resto de los errores se calcula de la misma
forma obteniéndose:

Tabla 18.- Errores experimentales del disefio de cuadrados latinos

Error
experimental valor
€111 0.555
€122 -2.445
€133 -0.632
€212 -3.154
€223 0.555
€231 0.077
€313 0.077
£321 -0.632
€332 -1.968

Que representa en suma de cuadrados un valor de 21.229.
El resumen de todos los valores obtenidos se muestra a continuacién:

Tabla 19-. Resumen de valores de las variables escogidas en el disefio de cuadrados
latinos y su suma de cuadrados medios (SCM)

Fenomeno Suma Grado de Suma de relacion de
manifestado cuadrados Libertad cuadrados medio SCM
(SCM)
Gran promedio 1216.4516 1 1216.452
pH 64.319 2 32.160 3.029
Relacion C/N 41.872 2 20.936 1.972
Temperatura 20.928 2 10.464 0.985
O'f)';‘;‘;rv‘;sc?:n 21.229 2 10.614

Indicando que el pH contribuye significativamente a la produccion de la xilanasa
es por esto que en la mayoria de los estudios de optimizacién, el pH se ha
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tomado en cuenta como una de las variables mas relevantes del proceso (Jecu,
2000; Panagiotou et al., 2003; Shah y Madamwar, 2005; Jing et al., 2007). En los
resultados presentados en la tabla 17 podemos observar que los experimentos
2a, 2b y 2c que corresponden al pH 6 (influencia de 4.564) son donde se tienen
mejores resultados de actividad xilanolitica, seguidos por el pH 4.

Haciendo un analisis de los resultados de la tabla 19 y los presentados en los
incisos anteriores las condiciones elegidas para continuar con las
fermentaciones a nivel matraz de 2.5 L, en el reactor BIOFLO IIl y la
fermentacidn sélida fueron las siguientes: una temperatura de 37°C, pH de 4 y
una relacién C/N de 14, especificamente para el pH se eligi6 pH 4 ya que los
resultados de la actividad especifica (U/mg proteina) fueron mas altos y su
influencia de 2.828.

7.7 Evaluacién cinética con las condiciones elegidas de los disefos
experimentales en fermentacion liquida

Las condiciones experimentales que se utilizaron después de los estudios
mostrados anteriormente fueron las siguientes: matraz de 2.5 L, a 130 rpm,
37°C, pH 4, inoculado con 1x108 esporas/mL y con 560 mL de medio de cultivo
usando olote como fuente de carbono y NH4Cl como fuente de nitrégeno. En la
tabla 20 se muestra la actividad enzimatica obtenida y podemos observar la
tendencia cinética que se obtuvo en la produccién de la xilanasa en un tiempo
de fermentacion de 90 horas (Figura 20).

Tabla 20.-Resultado de la actividad xilanolitica en fermentaciéon sumergida para un
matraz de 2.5 L

Horas Matraz mg/mL U/mL U/mg desviacion  desviacion
de promedio  proteina estandar estandar
xilanasa dexilanasa promedio (U/mL) (U/mg)
12 12-a 0.030 0.107 -0.481 0.057 0.255
12-b 0.066
24 24-a 0.246 0.540 1.728 0.009 0.030
24-b 0.240
36 36-a 0.276 0.726 13.370 0.160 2.949
36-b 0.378
48 48-a 0.276 0.593 14.014 0.028 0.668
48-b 0.258
60 60-a 0.798 1.832 50.459 0.085 2.335
60-b 0.852
72 72-a 3.996 9.085 125.661 0.301 4.169
72-b 4.188
90 90-a 3.216 6.891 40.947 2.788 16.567
90-b 4.992
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Por otro lado, debido a que el tamafio del matraz y la cantidad de medio han
aumentado se muestra un periodo de adaptabilidad del microorganismo y
producciéon de la enzima mayor que en los casos anteriores debido a las
dificultades existentes en la transferencia de oxigeno al interior del medio de
cultivo.

El perfil de producciéon nos muestra que a las 24 horas se empieza a obtener
xilanasa, hasta las 48 horas se mantiene la actividad enzimatica estable y a
partir de este momento se muestra un incremento acelerado en la actividad de
la xilanasa hasta alcanzar la actividad maxima (9.08 U/mL) a las 72 horas de
fermentacion.
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Figura 20.-Cinética de produccidn de xilanasa en fermentacién sumergida en matraz de
25L

7.8 Fermentacion en el reactor BIOFLO III de 3.3 L para la produccion de
xilanasas por Aspergillus sp.

Después de haber realizado las fermentaciones a nivel matraz para la aplicaciéon
de los disefios experimentales y posterior seleccion de las mejores condiciones
de cultivo se llevd a cabo la fermentacion en el reactor BIOFLO III de 3.3 L bajo
las siguientes condiciones: una temperatura de 37°C, pH del medio de 4, la
relacion C/N de 14, volumen de trabajo de 2.5 L (el cual corresponde a un
volumen de 70% de la capacidad del reactor), el indculo de 1x108 esporas/mL y
la aireacion se ajusto a 1 SLPM.

Se observé un aumenté en la viscosidad del medio a medida que transcurria el
tiempo de la fermentacion ya que existe mayor cantidad de micelio
fragmentado. Se agregd antiespumante durante la fermentacién para que se
mantuviera un nivel adecuado en el reactor, se disminuyeran problemas de la
circulacion de gases y se mantuvieran las condiciones de mezclado.
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El resultado de la fermentacién (tabla 21) muestra un incremento de la
actividad xilanolitica en el transcurso de las horas. Entre las 0 y las 20 horas se
observa el periodo de adaptabilidad y a partir de este momento se tiene un
aumento considerable en la actividad encontrando el punto maximo a las 63
horas, aunque la productividad maxima se obtiene a las 44 horas.

En comparacién con la cinética obtenida en el matraz de 2.5L podemos observar
que se empieza a obtener la enzima en un periodo menor, que el punto maximo
de actividad se alcanza aproximadamente 10 horas antes y que la cantidad de
enzima obtenida se duplica.

Estas diferencias en el comportamiento cinético se pueden presentar puesto
que en los matraces en agitacion no se permite una buena transferencia de masa
cuando la demanda de oxigeno es alta (Biichs, 2001; Henzler y Schedel,
1991).de acuerdo a la literatura esto podria causar una menor conversion del
carbono del sustrato en biomasa(Undurraga et al,2001); estas limitaciones
pudieron mejorarse al utilizar el reactor BIOFLO III con agitacién continua por
turbinas y el efecto del uso de los bafles los cuales disminuyen la formacién de
zonas estancadas.

Tabla 21.-Resultado de la actividad xilanolitica en fermentaciéon sumergida para el
reactor BIOFLO Il de 3.2 L.

Tiempo Concentraciéon Actividad Actividad Productividad
[h] [mg/ml] xilanolitica  xilanolitica [U/L*h]
[U/ml] especifica
[U/mg de
proteina]
0 0.107 0.237 0.929 0.000
18 0.966 2.145 6.354 119.177
24 2.926 6.496 33.658 270.667
28 3.548 7.877 22.966 281.329
38 5.200 11.546 32.708 303.844
44 8.736 19.397 24.007 440.850
48 9.117 20.243 43.255 421.737
52 9.720 21.581 40.490 415.028
63 10.167 22.574 35.662 358.320
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Figura 21.-Perfil de la fermentacion en reactor BIOFLO Il de 3.2 L

En el perfil mostrado (Figura 21.) podemos observar que la relacion del
crecimiento de la biomasa con la formacion del producto, en este caso la enzima,
podria considerarse como asociada al crecimiento, la cual, es caracteristica de la
produccion de metabolitos primarios.

Para encontrar la tasa de crecimiento () constante en la fase exponencial se

realiz6 la grafica de In X vs t (Figura 22), 1a cual nos ayuda a determinar un valor

de u=0.01 h-1.
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Figura 22.- Perfil para la determinacion de la velocidad especifica de crecimientoy,
calculadas a partir de los datos experimentales de la biomasa X
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Por otro lado, se estudia la velocidad de la reaccion enzimadtica la cual nos
proporciona informacion directa acerca del mecanismo de la reaccion catalitica
y de la especifidad de la enzima. La medida se realiza siempre en las condiciones
o6ptimas de pH y temperatura y se utilizan concentraciones saturantes de
sustrato. En estas condiciones, la velocidad de reaccion observada es la
velocidad maxima (Vmax).

Se realiza la representacion grafica de Lineweaver-Burk, donde la pendiente es
Km/Vmax, la abscisa en el origen (1/v=0) es -1/Km y la ordenada en el origen
(1/[S]=0) es 1/Vmax.

La tabla 22 nos muestra los datos utilizados para realizar la Figura 23 y los
resultados de la velocidad maxima y la constante de Michaelis-Menten se
resumen en la tabla 23. El valor obtenido de Km es de 8.60 mg/ml para xilano
de abedul como sustrato a 50°C y pH 7, algunos valores de Km reportados en la
literatura para enzimas extracelulares purificadas de hongos termofilicos son de
8.3 mg/ml para xilano de abedul y de 20mg/ml para xilano de avena (Ishihara et
al., 1997).0keke y Obi(1993) reportaron un valor de Km para xilano de avena
fue de 7.7 mg/ml para xilanasas purificadas de Arthrographis spy. Carmona et al
(1998) reporté un valor de Km de 6.5 mg/mL para una endoxilanasa purificada
de Aspergillus versicolor.

Por lo tanto podemos ver que el valor obtenido se encuentra cercano a estos
valores y nos puede dar una idea de que el olote de maiz induce la produccién
de la xilanasa (buena afinidad de esta enzima por el sustrato). La velocidad de
reaccion maxima es 17.82 pmol/min-mg proteina, la cual es menor a la obtenida
por Chidi et al. (2008) para una xilanasa extracelular purificada de Aspergillus
terreus UL 4209 para la cual se obtiene una Vmax de 55pumol/min-mg proteina y
que la obtenida por Carmona et al. (1998) para una endoxilanasa purificada de
Aspergillus versicolor la cual fue de 1440 umol/min-mg proteina.

Tabla 22.- Parametros para la obtencién de los parametros de velocidad maxima y
constante de Michaelis-Menten

xillja/:;lsa 1/U %p/v mmol 1/mmol
5.933 0.169 2 0.506 1.975
4.254 0.235 1 0.253 3.950
3.004 0.333 0.5 0.127 7.900
1.655 0.604 0.25 0.063 15.800
1.021 0.980 0.125 0.032 31.600
0.535 1.868 0.0625 0.016 63.200
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Figura 23.- Representacidon grafica de Lineweaver-Burk para la obtencion de los
pardmetros cinéticos Vmax y Km

Tabla 23.- Valores obtenidos de los parametros cinéticos: velocidad maximay
constante de Michaelis-Menten

1/Vmax Vmax Vmax Km/Vmax Km Km
[U/mL]  [U/mg] [mmol]  [mg/ml]
0.1267 7.893 17.82 0.028 0.218 8.604

7.9 Fermentacion sélida en columnas utilizando como soporte sélido
olote de maiz.

7.9.1 Caracterizacion del olote, determinacion de la isoterma de desorcion de
agua y humedad critica

El papel del agua es clave ya que es un componente dominante en la
composicion dela biomasa, ademas facilita los intercambios gaseosos y sirve de
vehiculo para las enzimas y los nutrientes. Una humedad elevada en el sustrato
causa una disminucién de la porosidad del sustrato, una baja difusién de
oxigeno y una alta contaminacidn. Al contrario, una baja humedad conduce a un
crecimiento limitado y disminuye la disponibilidad del sustrato (Roussos y
Gaime, 1996)

En las fermentaciones en estado sélido el agua tiene un efecto directo en la

morfologia de los hongos filamentosos; recientemente Gervais y Molin (2003)
llevaron a cabo una revision bibliografia de este efecto a niveles macro y
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microscépico sobre el crecimiento de hongos filamentosos. A nivel
macroscopico el efecto de la actividad del agua se observa en que un
crecimiento radial y una producciéon de biomasa adecuados se obtienen
Unicamente con un valor dptimo en la actividad de agua para cada especie
fangica; este valor es un poco menor a 1 para todos los hongos estudiados.
Microscopicamente los cambios en la actividad del agua del medio implican
modificaciones en la tasa de crecimiento de las hifas, en la orientaciéon y en el
crecimiento de las ramificaciones.

Para la caracterizacion del sustrato se realizaron pruebas para la obtencién de
la de actividad de agua y porcentaje de humedad de una muestra de olote
saturada con agua destilada (Anexo 2).

La figura 24 nos muestra la isoterma de desorcién de agua ajustada al modelo
de saturacion de Henderson, el cual tiene dos parametros C y n, especificos de
cada sustancia, el modelo se describe a continuacion:

MW:[M

Doénde:

Mw: Contenido de humedad

aw: Actividad de agua del sistema
C: Constante del modelo

n: Constante del modelo que describe el grado de interaccién del agua con el
soporte durante el secado. Entre menor sea n el grado de interaccién agua-
soporte es menor y viceversa.

Para nuestro caso, el olote presenta un valor de n= 0.367, el cual es un poco
mayor al encontrado para la agrolita (n=0.317) y menor que el encontrado para
el aserrin (n=0.916). Se presenta la tabla de datos utilizada para realizar la
figura 24 (Anexo 3). Como podemos observar los datos experimentales se
ajustan al modelo de forma significativa obteniéndose un error promedio
r2=0.193, los puntos donde se encuentra una mayor diferencia entre los datos
experimentales y el modelo son donde las actividades de agua son mayores y
que podria presentarse por la inexactitud propia de las mediciones
experimentales y del instrumento de medida.
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O Datos experimentales Modelo Henderson

Humedad ({g/gss)

0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

aw

Figura 24.- Grafica de aw vs %H para la obtencién de la isoterma de desorcién de agua,
la linea continua (—) corresponde al ajuste del modelo de Henderson a los datos
experimentales obtenidos del olote.

En este analisis también se realiz6 la curva de velocidad de secado, la cual nos
muestra un periodo de régimen constante y uno de velocidad de secado
decreciente; un parametro muy importante a determinar es la humedad a la
cual se cambia del primero al segundo periodo se llama humedad critica, esta
depende del tipo del material y de la relacién de secado en el primer periodo.

Para estimar la zona de velocidad de secado decreciente se tomaron datos con
dos criterios:

1) A partir del dato de velocidad correspondiente al 25% de la velocidad a
secado constante

2) Los pares de datos necesarios para tener un coeficiente de regresion (r*2)
similar a 0.98
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Figura 25. -Curva de velocidad de secado. La curva (<) corresponde al primer
experimento y la curva (Q) al duplicado.

Tabla 24. Datos estimados para la velocidad de secado decreciente para los dos
experimentos realizados.

velocidad Constante 1 y= 0.80

velocidad Decreciente 1 Y= 04372 x + 0.0898

HC Humedad Crit= 1.62 g/gss
Humedad Crit=  61.87 %

velocidad Constante 2 y= 0.388

velocidad Decreciente 2 Y= 0.2106 x + 0.1015

HC Humedad Crit= 1.36 g/gss

Humedad Crit= 57.62 %

Podemos observar en la figura 25 y los datos obtenidos en la tabla 24 que para
los dos experimentos realizados con el fin de obtener la humedad critica se
consigue un valor similar de este parametro aun cuando la velocidad de secado
constante es diferente; esto puede presentarse porque en esta etapa es donde se
evapora la humedad libre o no ligada del material y predominan las condiciones
externas. La humedad critica promedio obtenida es de 59.74% a partir de este
punto empieza la etapa de secado decreciente.

Para desarrollar la fermentacidn solida se elige una humedad del 70% para
saturar el olote de maiz con el medio de cultivo.
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7.9.2 Fermentacién sélida en columnas y matraces usando como soporte olote

Después de la caracterizacion del olote se prosiguid a la puesta en marcha de la
fermentacion soélida en 10 columnas y 10 matraces, los calculos realizados para
esta etapa se muestran mas adelante (Anexo 4).

En el perfil de actividad xilanolitica (Figura 26) se muestra un periodo de
adaptacién entre las 20 y 30 horas, a partir de este punto la actividad aumenta
alcanzando su punto maximo a las 54 horas en donde se obtiene una actividad
de 3.7 U/mL y la productividad para el sistema de fermentacion sélida (Figura
27) muestra su punto maximo al cumplir 24 horas.

5.0 4

4.0 -

3.0

Act. xilanolitica [U/mL]

00 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo [horas]

Figura 26.- Perfil de actividad xilanolitica en las columnas de fermentacion

120 4

100 -

20 -

Productividad [U/L*h]
3

O 2 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo [Horas]

Figura 27.- Productividad de la fermentacion sélida para la obtencion de xilanasas
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7.9.3 Resumen de resultados asociados a la respirometria de Aspergillus sp. en
cultivo en medio sélido con olote de maiz.

Durante la experimentacion se observaron diferentes fases, que hacen
referencia a los procesos de asimilacién y degradacién de los compuestos
(Figura 28). La primera fase entre las 0 y 10 horas hace referencia a la
adaptacion, en donde el consumo de O; y la actividad metabdlica es baja; una
fase exponencial entre las 10 y 50 horas, donde se incrementa el consumo de O
y la produccién de CO; que puede ser atribuida a la degradacion de los
sustratos; y una fase estacionaria entre las 50 y 70 horas, donde el consumo de
02 cesa, el compuesto es transformado lentamente a CO2, el sustrato es escaso y
la biomasa se mantiene constante.

350N

300

250

208

(mg/gms)a

150

ProduccidnE O, @D,

10

5[

Tiempo@h)&

Figura 28.- Produccion de CO; y consumo de O por Aspergillus sp. en cultivo en medio
sélido con olote de maiz.

l'eo,

El cociente respiratorio durante el cultivo estara dado por la relaciéon C.R. =
rlO
2

Este parametro indica qué tipo de metabolismo estd realizando el
microorganismo. Por ejemplo, si la fuente de carbono y energia del medio de
cultivo es un hidrato de carbono, valores de C.R. cercanos a 1 indicaran un
metabolismo aerdbico, mientras que valores mayores que 1 indicaran un
metabolismo parcialmente anaerébico. El valor mas alto (Figura 29) se obtiene
aproximadamente a las 24 horas de fermentacién probablemente cuando los
azucares simples se consumieron. Después de este tiempo se empezaron a
consumir otras fuentes de carbono como la hemicelulosa. Aproximadamente
hasta las 40 horas se obtuvo un C.R mayor a 1 pudiendo ocurrir que el
Ozsuministrado haya sido insuficiente y los hidratos de carbono se derivaron a
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rutas anaerdbicas. Las siguientes horas de fermentacion mostraron un C.R
menor a 1 llegando a un minimo de 0.6 a las70 horas.

1.5

1.06
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0.50
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0.0 T T T T T T T
(05 10@ 200m 30m 403 50 600 700
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Figura 29.- Coeficiente respiratorio durante la fermentacién sélida por Aspergillus sp.

Los parametros cinéticos encontrados para esta fermentacion (tabla 19.) nos da
a conocer un valor de p= 0.104 [1/h] el cudl es 10 veces mayor al encontrado
para la fermentacion liquida. Cerda y col.(2003) proponen la hipdtesis de que
para modificar la produccién de la enzima tanasa por Aspergillus niger era
necesario alterar la disponibilidad de los nutrientes; por lo que llevaron a cabo
un estudio del efecto de la reduccion y aumento de glucosa en el medio,
teniendo como resultado que bajas concentraciones de glucosa incrementan la
produccién de la enzima intra y extracelular; a altas concentraciones de glucosa
no se ve afectada la produccion de tanasa intracelular, en cambio la produccion
extracelular decrece notoriamente y bajo estas condiciones concluyen que la
difusién del sustrato en el medio sélido puede ser uno de los factores
responsables de la disminucién de la produccion enzimatica. Este estudio nos
puede dar un indicio de lo ocurrido en el presente trabajo, donde la actividad
enzimatica en la fermentacion solida es 7 veces menor a la fermentacion
realizada en el reactor BIOFLO III.

Por otro lado, de la tabla 25 podemos observar que el tiempo lag se encuentra
dentro de los limites establecidos y estudiados para hongos donde la fase lag
termina entre las primeras 15 y 20 horas de cultivo. (Cox P.W. y Thomas C.R,
1992).
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Tabla 25.- Parametros cinéticos de produccion de CO por Aspergillus sp. en cultivo en
medio sélido con olote de maiz.

D.E.
CO,max (mg/gms) 31.7 1.6
O, max (mg/gms) 22.4 1.3
u (1/h) 0.104 0.0
dCO,/dtmax (mg/gmslh) 0.53 0.0
d/0O,/dtmax (mg/gmsmh) 0.82 0.0
C.R.max (mol/mol) 1.15
tlagi@h) h 11.6 0.6

7.10 Discusion final

La fermentacién sumergida realizada en matraces Erlenmeyer sin deflectores
(bafles) son los mas utilizados para experimentos de laboratorio, tiene valores
de Kla mas bajos normalmente inferiores a 200, esto producira que la
concentracion de biomasa en cultivos dentro de este tipo de matraces esté
limitada. Este antecedente técnico es de gran importancia para comparar los
datos de cultivos de Aspergillus sp. .en matraces agitados y en un medio sélido
poroso (Henzler y Schedel, 1991), donde la pared celular juega un papel
importante en la secrecion de las enzimas al medio de cultivo. De acuerdo con
los modelos conocidos las enzimas se secretan hacia la punta de las hifas que es
el mismo lugar donde se sintetiza la pared celular, de tal manera que las
enzimas se mezclan con los componentes de la pared celular y difunden a través
de la pared inmadura que presenta poros muy grandes, lo que permite la
secrecion de enzimas (Sorensen y col.,, 1996).

Por otro lado, al realizar la fermentaciéon sumergida en un biorreactor la
agitacion mecanica, el sistema de bafleado y la dispersion del oxigeno en el
medio permite aumentar la transferencia del gas a la biomasa, permitiendo que
no se creen zonas anaerobias en el centro del pellet y que el cultivo esté siempre
homogéneo.

Las velocidades especificas de crecimiento para cada caso fueron de pu=0.01
hlpara FML y p=0.104 hl para FMS lo cual nos indica que el tiempo de
generacion para la fermentacién sumergida es 10 veces mayor pudiéndose
afirmar que el crecimiento es mucho menor aun cuando la productividad
enzimatica es mayor. La productividad presentada en la FML es
aproximadamente 3 veces mayor en el punto mas alto de productividad de FMS
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(100 U/L*h) obtenida a las 28 horas de fermentacion (tabla 21, figura 27).
Contrario a lo reportado por Acufia-Argiielles y col (1995) donde la FMS resulto
ser entre 6 y 51veces mas productiva que la FML dependiendo del tipo de
enzima medida.

Se debe tener en cuenta que la transferencia de oxigeno en FMS soélo es efectiva
en cultivos con grandes espacios aéreos, ya que los cultivos que utilizan
desechos agroindustriales como la pulpa de café, el bagazo de cafia o el salvado
de trigo estan obligados a ser aireados de manera forzosa para permitir el
crecimiento de organismos aerébicos (Ikasari y Mitchell, 1998). Por tal motivo,
en el presente estudio es factible que al utilizar olote de maiz como soporte se
invadio el espacio aéreo y se dificultd la secrecion de la xilanasa. El uso de
soportes biodegradables ha dificultado también el estudio de la represiéon
catabolica en fermentacion so6lida, debido a que los soportes sélidos de origen
vegetal inducen la sintesis de enzimas no deseadas interfiriendo con la
determinacion de las actividades enzimaticas de interés, lo anterior nos da una
Indicacion de que la busqueda de un substrato adecuado para la fermentacion
sélida que se requiere es otra area de estudio que merece ser tomada en cuenta
(Raimbault. 1998; Pandey y col., 1999).
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8. CONCLUSIONES

La produccién de xilanasa por Aspergillus sp. se puede llevar a cabo de forma
factible en los dos tipos de fermentacion, siendo mayor la actividad xilanasa y la
productividad para la fermentaciéon sumergida.

Al utilizar olote de maiz como fuente de carbono en la FML se favorece la
producciéon de la enzima xilanasa ya que este residuo estd compuesto
principalmente de xilano de olote. En la FMS su utilizacién como soporte soélido
en las columnas de fermentacién presentd saturacion del espacio aéreo por el
crecimiento caracteristico en forma de micelio limitando tal vez la transferencia
de masa y por consiguiente la produccion de xilanasa

La fermentacion en el biorreactor BIOFLO III mejora considerablemente la
producciéon de xilanasa resaltando la importancia de la agitacion mecanica
presente en este tipo de equipos la cual aumenta el area de interfase gas-liquido
y permite la transferencia de oxigeno a la biomasa en forma de “pellets”
caracteristica de la FML.

La produccion de xilanasa no es proporcional a la produccién de biomasa en
ambos tipos de cultivo. Por lo tanto, la mayor productividad de los cultivos en
fermentacion sumergida pudo deberse al tipo de sustrato utilizado y al uso del
biorreactor.

La estrategia de usar disefios estadisticos de manera secuencial permitid
estandarizar las mejores condiciones de las fermentaciones y del medio de
cultivo para la produccién de la xilanasa, estableciendo que el pH fue el que tuvo
un mayor efecto.
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9. RECOMENDACIONES

La actividad xilanolitica obtenida en fermentacion sumergida es
aproximadamente 3 veces mayor que en la fermentacién en medio sélido, esto
puede ocurrir porque el medio de cultivo usado en la fermentacién en medio
liquido fue estudiado a través de los disefios experimentales y otras pruebas
que permitieron encontrar las condiciones mas favorables para este tipo de
cultivo. Es por esto que se recomienda realizar la fermentacién sélida con un
medio de cultivo mas concentrado o conformado por otros compuestos y un
disefno experimental para encontrar las condiciones mas favorables.

Con objeto de optimizar la fermentaciéon sumergida, es recomendable realizar
analisis respecto a cambios en la cantidad de aire suministrado y agitacién
(rpm) del biorreactor y tomar en cuenta realizar un ajuste a pH 6 del medio de
cultivo, ya que este pH se asemeja al valor 6ptimo obtenido para la xilanasa.
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11. ANEXOS

Anexol.

Medicion de actividad de xilanasa por medio de la liberacion de
azucares reductores por dcido dinitrosalicilico (DNS: Miller,
1959)

Primero se realizé una curva estandar por medio de diluciones seriadas,
conociendo la concentraciéon inicial de una muestra de xilosa. Se
etiquetaron tubos del 1 al 6 y se les agregaron 1ml de agua destilada, al
tubo 1 se le agregé 1ml de la solucidn estandar, se agité en vortex, de
este tubo se tom6 1 ml y se adiciond al tubo 2 y asi sucesivamente, hasta
llegar al tubo 5, al cual después de la agitacion se le extrajo 1 ml. El tubo
numero 6 que contenia solo agua se utiliz6 como blanco. Finalmente a
todos los tubos se les agregd 1.5 ml de reactivo DNS y se midié la
absorbancia a 640nm, después se realizé la curva estandar.

Para cuantificar la actividad enzimatica del extracto se utilizaron tubos
rotulados como A y B, los tubos A se utilizaron para la reaccion
enzimatica y los tubos B como testigos (ambos por duplicado). Primero
se prepard el sustrato que consistié en una solucién de xilano de madera
de haya al 1% en buffer de citrato-fosfato a pH 7. En ambos tubos se
agregaron 0.9 ml de del sustrato y se incubaron en un bafio a
temperatura controlada a 50°C. A los tubos B se les adicionaron 1.5 ml de
reactivo DNS seguido de 0.1 ml de la muestra de extracto enzimatico y se
agitaron en vortex. A los tubos A se les agrega 0.1 ml de la muestra de
extracto y se incuba por 30 minutos a 50°C y 130 r.p.m, pasado este
tiempo se agrega 1.5 ml de reactivo DNS y se agita en vortex.

Todos los tubos, tanto los de la curva estdndar como los del ensayo
enzimatico se colocaron en un bafio de agua a ebullicién por 10 minutos,
una vez transcurrido el tiempo se dejaron enfriar en agua corriente.
Finalmente, se ley6 absorbancia en un espectrofotometro Genesys 10s
UV-Vis a una longitud de onda de 640 nm. Una unidad de actividad
enzimatica (U) se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para
liberar un micromol de azucares reductores por minuto.
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Anexo 2.

Caracterizacion del olote de maiz, determinacion de la isoterma
de desorcion de agua y humedad critica

a.

@ @ a o

Saturar 10 g de olote previamente tamizado en malla 10-16 con 35 g de
agua destilada
Distribuir el olote himedo en 13 capsulas, aproximadamente con 5 g
cada una.
- Se dejan secando en el horno 10 capsulas y se van retirando
aproximadamente cada 15 minutos.
- A una de las capsulas se le determina actividad de agua y
porcentaje de humedad al tiempo cero (sin secar)
- A las dos capsulas restantes se les determina porcentaje de
humedad cada 30 segundos
Medir actividad de agua(aw) en el AquaLab
Pasar la muestra a la balanza para determinar el porcentaje de humedad
Graficar aw vs %H para obtener la isoterma de desorcion de agua
Ajustar a modelo de saturacién de Henderson
Con los valores de porcentajes de humedad tomados cada 30 segundos se
realiza la grafica de velocidad de secado vs humedad libre y se determina
la humedad critica.
En una probeta se agrega olote con 70% de humedad hasta completar 20
ml esto corresponde a aproximadamente 18 g de olote humedo. El valor
de la densidad de empaque es 0,9 g/cm3.
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Anexo 3.

Tabla de datos para realizar la grdfica de de aw vs %H para la
obtencion de la isoterma de desorcion de agua.

aw* Peso | Peso Humedad
Henderson aw | | final Humedad | Humedad* | error”2 modelo
Henderson
g g g/gss g/gss g/gss
0 0.000 | 0.594 | 0.587 0.012 0.000 0.000 0.00
0.02 0.153 | 0.617 | 0.597 0.034 0.000 0.001 0.00
0.04 0.738 | 0.665 | 0.609 0.092 0.073 0.000 0.00
0.06 0.902 | 0.585 | 0.434 0.348 0.328 0.000 0.00
0.08 0.968 | 0.656 | 0.412 0.592 0.958 0.134 0.00
0.1 0.981 | 0.663 | 0.227 1.921 1.406 0.265 0.00
0.12 0.992 | 0.826 | 0.290 1.848 2.405 0.310 0.00
0.14 0.993 | 0.612 | 0.137 3.467 2.591 0.768 0.00
0.16 0.993 | 0.929 | 0.301 2.086 2.591 0.255 0.00
0.18 0.000 0.00
0.2 0.00
0.22 0.00
0.24 0.00
0.26 0.00
0.28 0.00
0.3 0.00
0.32 0.00
0.34 0.00
0.36 0.00
0.38 0.00
0.4 0.01
0.42 0.01
0.44 0.01
0.46 0.01
0.48 0.01
0.5 0.01
0.52 0.01
0.54 0.02
0.56 0.02
0.58 0.02
0.6 0.03
0.62 0.03
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0.64 0.04
0.66 0.04
0.68 0.05

0.7 0.05
0.72 0.06
0.74 0.07
0.76 0.09
0.78 0.10

0.8 0.12
0.82 0.14
0.84 0.17
0.86 0.21
0.88 0.26

0.9 0.32
0.92 0.41
0.94 0.55
0.96 0.80
0.98 1.36
0.999 6.37
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Anexo 4.

Fermentacion solida

L

I

Cdlculos para determinar la cantidad de olote huimedo que se
necesita para la fermentacién en las columnas y los matraces

Volumen de las columnas
Ve =nr?h = n(1)%(10) = 31,416 cm?

. Cantidad de olote humedo

31,416 cm3 x 0,9 —— = 28,27 gmh
cm

Cantidad de olote hiimedo en 11 columnas
11 x 28,27 = 311,02 gmh

. Cantidad de olote himedo en matraces Erlenmeyer de 250 ml

gmh
matraz

X 11 matraces = 165 gmh

Total de olote humedo

311,02 + 165 = 476,02 gmh
Para preparar 476,02 g de materia humeda se debe mezclar 142,81 g
olote seco con 333,21 ml de medio.

Preparacion de las columnas y los matraces y puesta en marcha de la
fermentacion

a. Preparar el medio para impregnar el olote que se ha tamizado
previamente en malla 10-16

Compuesto g/328ml
Extracto de levadura | 0.164
NH4Cl 0.53
Na2S04 0.036
KH2PO4 0.253
MgS04 0.026
Trazas 0.328ml

b. Pesar 142.81 g de olote y mezclarlo con 328 ml del medio preparado
anteriormente y que se ha inoculado con 5,49ml de la solucién de
esporas (solucién 4), homogenizar en una bolsa mezclando bien y
deshaciendo los grumos.
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Pesar aproximadamente 12.5 g de olote himedo en matraces de 250
ml, se llevan a incubacion a 37°C.

Se preparan las columnas con algodén y un circulo de papel filtro en
el fondo.

Se agrega el olote himedo en 10 columnas hasta llenarlas 10cm de
altura aproximadamente. Cada una de las columnas se pesaron antes
y después de agregarles el olote humedo.

Por otro lado, se llena con agua la pecera en donde se va a llevar a
cabo la fermentacion.

Se instala un recirculador y se ajusta la temperatura a 37°C

Se verifica que todas las mangueras tengan en el extremo un
sujetador de caucho.

Se va midiendo el flujo de aire con un rotdmetro y se ajusta a
20ml/min aproximadamente.

Se llenan otras columnas con silica seca, estas columnas deben tener
en el fondo y en la parte superior algodén con un circulo de papel
filtro.

Llenar los burbujeadores con 20ml de agua destilada
aproximadamente, los burbujeadores cortos se utilizan con las
columnas que estan llenas con silica.

Conectar los cables del metabolimetro a las columnas que se van a
medir.

Toma de muestras y andlisis

Transcurrido el tiempo de fermentacion se van retirando las
columnas y los matraces, se vacia el contenido en una bolsa plastica y
se mezcla hasta deshacer los grumos.

Se toma muestra de cada columna y matraz para realizar actividad de
agua y porcentaje de humedad.

Se toman 2 g de muestra y se le agregan 10 ml de agua, se agita en
vortex y se mide el pH en un potenciémetro. Por otro lado, se toman
4.5 ml de muestra y se almacenan en tres tubos eppendorf, dejando
cada uno con 1.5 ml de muestra.

Se centrifugan los tres tubos a 8000 rpm por 2 minutos.

Con ayuda de una pipeta se toma de cada tubo 1 ml del sobrenadante
y se deposita cada sobrenadante en tubos eppendorf para su
almacenamiento a baja temperatura.

Realizar a cada muestra analisis de actividad xilanolitica por método
DNS y proteina por método de Bradford.
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