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RESUMEN

A partir de 18 cultivos bacterianos, se hizo una seleccion en dos niveles. La
primera, en base al caracter cualitativo de la actividad de celulasas, cuyo indicador
de seleccion fue la mayor zona de hidrélisis en medio sélido de produccién con
papel periédico, que resultdé en una subseleccion de 4 bacterias. La segunda, en
base al caracter cuantitativo de la actividad de las enzimas, cuyo indicador de
seleccion fue la mayor actividad de celulasas totales (FPU.mL™), generando una
bacteria selecta, CB-13; la misma que fue identificada molecularmente por
secuenciamiento de su gen ARNr 16S presentando una similitud al 99 % y 97 %
con la secuencia parcial del gen ARNr 16S de Geobacillus thermoparaffinivorans

strain Ba3 y Geobacillus thermoparaffinivorans strain Et2/4, respectivamente.

Dicha bacteria se aplicé en fermentacion sumergida, en donde por medio de
la aplicacion de los disefios experimentales de Plackett-Burman y Box-Behnken,
se intenté mejorar la produccién de enzima; se determind que la composicion del
medio mejorado, en % (p/v), es: papel periddico 0,30; lactosa 0,25; sucrosa 0,25;
(NH4)2S04 1.17, CaCl; 0,06; extracto de levadura 0,2; MgS0QO4.7H20 0,11; KH,PO4
0,90; peptona 0,15; pH 6,5; temperatura de cultivo a 60 °C y tiempo de incubacion
72 horas; el mismo que genera un rendimiento promedio de 97,44 FPU.gss™. Se
intentd6 separar y purificar la B-glucosidasa, mediante cromatografia y su
respectivo analisis electroforético de las fracciones resultantes, obteniéndose su

peso molecular aproximado de 92,6 kDa.
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Finalmente, se realiz6 la caracterizacion funcional de las celulasas totales,
mostrando el pH de 7,0 y la temperatura de 70 °C como éptimos para la actividad;
ademas, se evalud la termoestabilidad, resultando estable, aproximadamente,

durante 4 horas a temperatura de 70 °C y 2 horas a 80 °C.
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ABSTRACT

From 18 bacterial cultures, a selection was made on two levels. The first, based
on the qualitative nature of the activity of cellulases, whose selection indicator was
the largest hydrolysis zone in solid media production with periodic paper, which
resulted in a subselection of 4 bacteria. The second, based on the quantitative
character of the activity of the enzymes, whose selection indicator was the highest
total cellulase activity (FPU.mL™1), generating a selective bacterium, CB-13; Which
was identified molecularly by sequencing its 16S rRNA gene exhibiting a similarity
to 99% and 97% with the partial sequence of the 16S rRNA gene from Geobacillus
thermoparaffinivorans strain Ba3 and Geobacillus thermoparaffinivorans strain Et2

| 4, respectively.

This bacterium was applied in submerged fermentation, where by means of the
application of the experimental designs of Plackett-Burman and Box-Behnken, an
attempt was made to improve the production of enzyme; The composition of the
improved medium in % (w/v) was: old newspaper 0,30; lactose 0,25; sucrose 0,25;
(NH4) 2S04 1,17; CaCl; 0,06; yeast extract 0,2; MgS0..7H,0 0,11; KH.PO, 0,90;
peptone 0,15; pH 6,5; culture temperature at 60 °C and incubation time 72 hours.
The same that generates an average yield of 97.44 FPU per milligram of dry
substrate. It was attempted to separate and purify the B-glucosidase, by
chromatography and its respective electrophoretic analysis of the resulting

fractions, obtaining its approximate molecular weight 92,6 kDa.
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Finally, the functional characterization of the total cellulases was performed,
showing the pH of 7,0 and the temperature of 70 °C as optimum for the activity. In
addition, the thermostability was evaluated, resulting stable for approximately 4

hours at a temperature of 70 ° C and 2 hours at 80 °C.
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.  INTRODUCCION

La produccion de celulasas, a partir de material lignocelulésico, se intenté por
muchos investigadores. Hoy en dia, esto se debe a la abundancia de residuos de
biomasa lignocelulésica, disponibles en todo el mundo, incluyendo nuestro

contexto nacional y local.

La produccion de papel periddico residual abunda durante el afio y es
pobremente reciclado. Es entonces que, con el fin de dar un nuevo uso a este
residuo sélido urbano, aprovechando su naturaleza lignocelulésica y generando
otro producto mas valioso, el presente trabajo utiliz6 al papel periddico como
sustrato para producir celulasas termoestables, otorgando valor agregado y
aportando a suplir la demanda de biocatalizadores por la gran gama de industrias

a nivel mundial.

1.1. Problema

1.1.1. Antecedentes

En primer lugar, se tiene que, en 2011 en el articulo cientifico “Produccion
de celulasas utilizando sustratos baratos por fermentacion estado sélido”
presentado en la Revista Internacional de Plantas, Animales y Ciencias del
Ambiente (IJPAES) por Jahir A. K. y Sumit K. S.; trata sobre la busqueda de

un sustrato alternativo de costo cero para la produccién de celulasas por

hongos aislados de suelo, que puestos en fermentacion sélida sobre cuatro



sustratos de naturaleza lignocelulésica, cabe mencionar al papel periddico
como uno de ellos efectuandose asi la produccion de celulasas flungicas y

encontrandose 0,020 U.mL, como la maxima actividad CMCasa.

Por otro lado, en 2013, la tesis Enzyme hydrolysis of old newspaper to
produce simple sugar for fermentation process presentada por Binti Ayop N.
F. de la Universidad de Malasia Pahang para obtener el Grado de Bachiller
en Ingenieria Quimica, muestra un segundo antecedente del uso de esta
enzima sobre papel periddico. En este caso, se utiliz6 el complejo celulasa,
adquirido de Novozyme, con el propésito de hidrolizar periddico para obtener
glucosa, destacando que este es una fuente lignoceluldsica constituida por
hemicelulosa, lignina y un 45 - 50 % de celulosa como componente principal.
También remarc6 que una conversion por hidrélisis enzimatica es ventajosa
debido a un menor costo y eficiencia, expresando asi la importancia y

necesidad de celulasas en la produccién de bioetanol.

1.1.2. Planteamiento

Estamos en una época crucial en el desarrollo futuro de la humanidad
enmarcada en un contexto integral sobre proteccion ambiental. Este interés
del ser humano se debe a varios factores, entre los que podemos destacar a
las nuevas tendencias en sustentabilidad, como la nueva era de la
nanotecnologia, la nueva disposicién de residuos agroindustriales y urbanos
con valores agregados. Estos factores han generado otra vision en las

tendencias para el aprovechamiento de los recursos disponibles, siendo los



materiales lignocelulésicos los que juegan un papel muy importante, debido a
la enorme disponibilidad de este subproducto y a las diferentes fuentes que lo

generan.

La actual tendencia mundial se ha desplazado hacia el concepto sin
papeles. Sin embargo, en ciertos paises y en ciertas labores, todavia se usan
y se tendrd que utilizar papel, tales como documentos legales, periédicos y

revistas.

La popularidad del uso de papel ha generado una gran cantidad de
desperdicio de papel por afio. Su recogida y reciclado para producir papel
reciclado, después de varios ciclos, disminuye la calidad del papel y contenido
de pulpa; entonces, se presenta la desventaja de que su conversion es de

baja eficiencia.

La acumulacion de papel periddico en la basura abunda durante el afio en
nuestro contexto local, debido a que es de uso cotidiano. Este papel es usado
pobremente en su reciclado, debido a la baja calidad de su producto final,
ademds que, tras varios ciclos de reciclaje, se torna cada vez mas inutil. Por
lo tanto, es conveniente dar un nuevo uso a este residuo sélido urbano para

generar otros productos mas valiosos.



1.1.3. Formulacioén

La produccion de enzimas de interés industrial por fermentacion requiere
utilizar un sustrato de bajo o nulo precio para disminuir los costos de
produccion, asi como el reconocimiento de los parametros importantes que
afectan la misma, tales como el uso sostenible de los recursos. Por tanto,
siendo el papel periddico residual un sustrato de bajo precio y encontrandose
su estudio y aplicacion para la produccién de enzimas termoestables como
una alternativa ecolégicamente amigable, se emite el enunciado del problema

como sigue:

¢ Es factible obtener celulasas termoestables bacterianas utilizando papel

periddico residual como sustrato?

1.1.4. Justificaciéon

Actualmente, una gran cantidad de celulosa y residuos celulésicos que
pueden ser medidos en billones de toneladas son utilizados y producidos en
el mundo entero como resultado de actividades en la agricultura y la industria

(Jahangeer et al., 2005).

Por consiguiente, las celulasas han encontrado una amplia gama de
aplicaciones en el procesamiento del café, de la industria textil y de la ropa en
la industria de detergentes, pasta y papel, industria farmacéutica, la industria

de los biocombustibles, etc. (Jahangeer et al., 2005). Y esta gran demanda



de celulasas ha aumentado sus precios en gran medida; la razon principal es
el costo del sustrato (Khan y Singh, 2011) y el inductor soforosa, que

fundamentalmente se obtiene por sintesis quimica (Freudenberg et al., 1951).

Asi, por ejemplo, Spano et al. (1978) mostraron que la produccién de
celulasa era el paso mas caro durante la produccion de etanol a partir de
biomasa celulésica, en donde representé aproximadamente el 40 % del costo
total. Aunque se han desarrollado procesos de produccién de celulasa
bastante eficientes proporcionando un alto rendimiento de celulasa a costos
relativamente bajos, la produccion de celulasa todavia es costosa. Esto abre
la necesidad actual de generar una reduccion de costos significativos con el
fin de mejorar la viabilidad comercial de la tecnologia de produccion de

celulasas (Miyamoto, 1997).

Asimismo, se requiere que presenten estabilidad a elevadas temperaturas
de reaccion, propiedad ventajosa en aplicaciones industriales (Zeikus et al.,
1981). Por lo tanto, es necesario utilizar sustratos mas baratos para el proceso
de fermentacion, por ende, se reduzca el costo de la fermentacion y, de esta
manera, también se merme el coste de produccién de la enzima en gran
medida (Khan y Singh, 2011). Asi como la busqueda de celulasas

termoestables que cubran los requerimientos.



1.2. Hipotesis

El papel periodico residual, por su naturaleza lignocelulésica, presenta en su
composicion gran parte de celulosa que es susceptible de biodegradarse; en
consecuencia, es factible su uso como sustrato para la produccién y obtencion de

celulasas termoestables.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

= Producir celulasas termoestables bacterianas utilizando papel periédico

como sustrato.

1.3.2. Objetivos especificos

= Seleccionar cualitativamente las bacterias termofilas con mayor diametro
de la zona de hidrolisis por celulasas producidas en medio sélido con
sustrato papel periddico.

= Seleccionar cuantitativamente e identificar de manera molecular a la
bacteria termdfila con mayor actividad de celulasas producidas por
fermentacion sumergida con sustrato papel periddico.

» Optimizar la composicién del medio fermentativo para la mayor produccion
de celulasas.

» Analizar electroforéticamente las etapas de recuperacion y purificacion de

la B-glucosidasa termoestable.



= Caracterizar funcionalmente a la celulasa producida por la bacteria

seleccionada e identificada.



.  MARCO TEORICO

2.1. Celulosa

La celulosa, la molécula organica mas abundante en la Tierra se encuentra
principalmente como un componente estructural de las plantas y las paredes de
las células de algas; también es producido por algunos animales, como los

tunicados, y varias bacterias.

La celulosa natural es un polimero cristalino y lineal de miles de residuos de D-
glucosa unidos, considerado el recurso de biomasa més abundante y renovable y

una formidable reserva de materia prima (Quiroz-Castafieda y Folch-Mallol, 2013).

La molécula de celulosa es un polimero lineal de unidades de D-
anhidroglucopiranosa unidas. Este polimero es un homopolisacarido (compuesto
por un solo tipo de monémero) rigido e insoluble, que contiene hasta cientos de
miles de unidades de glucosa, unidas mediante enlaces del tipo B-1,4-glucosidico
(Figura 1). En su extremo reductor, la molécula de celulosa tiene un hemiacetal

no sustituido. En su extremo no reductor, tiene un grupo hidroxilo.

La celulosa es la estructura de soporte de casi todas las plantas verdes. Es,
particularmente, abundante en plantas no alimenticias como los &rboles y hierbas,
que tienen tipicamente un 40-60 % de celulosa, 20-40 % hemicelulosa y lignina

de 10 a 25 % (Lynd et al., 2002; Yang et al., 2007).



Hay cuatro principales polimorfos de celulosa: I, 11, lll, y IV. La celulosa |, que a
menudo se encuentran en forma natural, contiene alomorfos la (bacterias y algas)
y IB (plantas superiores) (Kontturi et al., 2006; Pérez y Samain, 2010). Esta
celulosa, cuando se trata con una solucion alcalina concentrada, se convierte en
celulosa Il, que es la forma cristalina termodinamicamente més estable que la
celulosa I. La celulosa lll y puede obtenerse cuando los microcristales de celulosa

se someten a amoniaco supercritico.

OH OH
OH
0
0 0. HO \o OH
OHO HO
0
OH o X
Non-reducing end OF | o, Reducing end

Extremo no reductor

Glucosa SH Extremo reductor

Polimerizacion de la cadena Celobiosa

Figura 1. Estructura molecular de la celulosa.
Lineas discontinuas: puentes de hidrogenos intercatenarios.
Lineas punteadas: enlaces de hidrégeno intracatenarios.

Fuente: Xi et al. (2013), Festucci et al. (2007)



La estructura de otro alomorfo de celulosa Ill, la IIl ¢ aun se encuentra en
estudios de formacion. La celulosa IV () y IV iy se forman cuando la celulosa Il se

calienta en glicerol a 260 °C (Zugenmaier, 2001).

(A) Hydrophobic site

i

Figura 2. Dibujos esquematicos de la disposicién de zonas con afinidad
acuatica y enlaces puente de hidrogeno.
(A) Sitios hidrdéfilos e hidrofobos de celulosa.

(B) Red de enlaces de hidrégeno de la celulosa la.

Fuente: Xi et al. (2013)

Varias interacciones no covalentes, tales como el enlace de hidrégeno y las
interacciones de Van Der Waals, estan presentes en la ultraestructura de la
celulosa. Mientras que el enlace de hidrégeno OH-O es mayormente el
responsable de las interacciones intracatenarias de la celulosa, los mas débiles
enlaces de hidrégeno CH-O vy las interacciones de Van Der Waals contribuyen a

las interacciones intercatenarias de la celulosa (Li y Renneckar, 2011).

10



La figura 2 muestra la disposicion del enlace de hidrégeno intracatenario en la
celulosa la y los sitios hidrofilicos e hidréfobos resultantes del plano anular (Brown

y Saxena, 2007).

En general, debido a estas interacciones no covalentes, las cadenas de
celulosa se agregan en varias formas de ultraestructura, que no se funden ni se
disuelven en ningun solvente en comun. Dicha agregacion impide que los posibles
sitios de escision (es decir, los enlaces glucosidicos) de una cadena de celulosa

sean accedidos por la celulasa (Xi et al., 2013).

2.2. Naturaleza del papel periédico o prensa

El papel periédico o prensa constituye parte de la biomasa lignocelulésica mas
abundante de residuos de materia en la tierra. Este abundante residuo se genera
cada afio en todo el mundo debido a la alta tasa de produccion de periddicos. Por

tanto, se ha convertido en uno de los temas ambientales mas criticos (Binti, 2013).

En el periédico, la celulosa comprende la mayor fraccion de la biomasa
lignocelulésica que varia desde 40 % a 55 % (Tabla 1) susceptible de ser

degradada a mondmeros de azucar como la glucosa.
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Tabla 1
Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de residuos agricolas y

desechos
Material Celulosa Hemicelulosa Lignina
lignoceluldsico (%) (%) (%)
Papel periédico @ 58.0 17.7 16.7
Papel periédico ® 60.3 16.4 12.4
Papel periédico © 53.3 26.3 11.2
Madera dura @ 40-55 24-40 18-25
Madera suave @ 45-50 25-35 25-35
Papel periédico @ 40-55 25-40 18-30

Fuente: @ Chen et al. (2015), ® Lee et al. (2010), © Xin et al. (2010), @ Sun y Chen (2002).

2.3. Reciclaje del papel periddico

El reciclaje es un proceso que reconsidera el ciclo de vida actual de los
materiales y residuos finales para la creacion de productos. Por tanto, el reciclaje
de papel es el proceso de recuperacion de residuos de papel para rehacer nuevos
productos. El reciclaje proporciona varios beneficios para el desarrollo socio-

econdmico, asi como los beneficios ambientales.

La bioconversion de materiales lignoceluldsicos es ahora un tema de intensa
investigacion como una contribucion al desarrollo del proceso de transformacion

a gran escala en beneficio de la humanidad (Kumakura, 1997).
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2.4. Degradacion de celulosa por microorganismos

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos y bacterias,
aerobios y anaerobios, mesofilicos y termofilicos que ocupan una variedad de

habitats (Aubert, 1988). Entre los microorganismos celuloliticos, se destacan:

= Hongos: Trichoderma reesei, Phanerochaete chrysosporium, Fusarium
solani, Penicillum funiculosum, Trichoderma koningii, Sporotrix sp., Alternaria sp.,
Geotrichum sp., Rhizoctonia sp., Trametes sp., Paecilomyces sp., Mucor sp.,
Cladosporium sp., Bulgaria sp., Chaetomium sp., Helotium sp. y Aspergillus sp.

= Bacterias aerobias: Cellulomonas sp., Microbispora bispora,
Thermomonospora sp. ,Cytophaga sp., Corynebacterium sp., Vibrio sp., Bacillus
sp., Pseudomonas sp. y Thermobifida sp.

= Bacterias anaerobias: Acetivibrio cellulolyticus, Butirivibrio sp., Bacteroides
cellulosolvens, Clostridium  cellulovorans, Clostridium  thermocellum,
Ruminococcus albus y Ruminococcus flavefaciens (Lynd et al., 2002).

=  Actinomicetes: Streptomyces drozdowiczii, Streptomyces cellulolyticus
(Semedo et al.,, 2004; Grigorevski et al., 2005 & Li, 1997), Themomonospora
curvata,, Thermomonospora alba y Thermomobifida fusca (Ramirez y Coha,

2003).

El pH 6ptimo para la actividad de las celulasas producidas por bacterias abarca

un amplio rango, el cual incluye condiciones &cidas y alcalinas. (Tabla 2).

13



Tabla 2
Bacterias con alta actividad especifica de celulasas

Mi . Actividad Especifica pH
icroorganismo
(U/mgq) optimo
Bacillus subtilis 51.4 5-7
Streptomyces murinus 6.7 6
Bacillus macerans 50.3 6

Fuente: Howard et al. (2003).

2.5. Productos de degradacién de la celulosa e importancia industrial

Las bacterias aerobias, generalmente, convierten la celulosa en dos productos
principales: CO» y biomasa. No existen acumulaciones significativas de
intermediarios carbonados y la concentracién de acidos organicos, raramente,
alcanza un nivel apreciable. Por otro lado, en condiciones anaerobias las bacterias
son incapaces de metabolizar completamente dicho sustrato, siendo los
principales productos de acumulacion, CO;, CH4, H2, etanol y acidos acético,

férmico, succinico, butirico y lactico (Alexander, 1980).

La celulosa es empleada a nivel industrial en la manufactura de papel y carton,
telas, peliculas fotograficas, celofanes, explosivos, diluyentes, jabones, aromas y

alimentos (Alexander, 1980).

Ademas de nuevas alternativas para la utilizacion de celulosa fibra, como
disefio, formula, elaboracién y evaluacion de excipientes, coprocesado a base de

celulosa, fibra para la elaboracion de formas farmacéuticas sélidas (tabletas) por
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el método de compresién directa (Sanchez y Zuluaga, 1999), utilizacion de
residuos vegetales en la elaboracién de papel manual, obtencion de etanol como
biocombustible a partir de residuos lignoceluldsicos y amilaceos mediante ensayo
de hidrdlisis y fermentacién de azlcares, destintado de peridédico mediante la

combinacion de celulasa / hemicelulasa con el sistema acido-lacasa violuric.

2.6. Celulasa

La celulasa es una glicosil hidrolasa producida por hongos y bacterias. Esta
enzima posee un rol muy importante en la biosfera, ya que es responsable de la
degradacion de la celulosa, la que comprende la fuente de carbono mas

abundante en la tierra.

Los materiales naturales de celulosa pueden proporcionar energia bajo la forma
de glucosa, a través de su hidrdlisis por enzimas celuloliticas de origen microbiana.
La clasificacion de celulasas, de acuerdo con su lugar de accion sobre el substrato
celuldsico, se divide en tres grandes grupos: endoglucanasa (EnG), exoglucanasa
(ExG) y beta-glucosidasa (BG) que, en conjunto, constituye un complejo de
enzimas denominada celulasas. Por consiguiente, los substratos insolubles
celulésicos son convertidos en azlcares solubles por accién sinérgica de esas

enzimas (Bagga et al., 1990; Castro y Pereira, 2010).

La endoglucanasa (EC 3.2.1.4) ataca internamente la celulosa de forma
aleatoria en la parte amorfa de la fibra celul@sica, liberando oligosacéridos de

varios tamafos y, en consecuencia, nuevos terminales. Siendo, reductores,
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cuando la glucosa tiene un hidroxilo heterosidico libre y, no reductores, cuando el
hidroxilo heterosidico final de una molécula participa como ligando con una

glucosa adyacente (Castro y Pereira, 2010).

Las exoglucanasas, también conocidas como celobiohidrolasas vy
glucanohidrolasas, operan sobre porciones reductoras y no reductoras siendo
capaces de actuar sobre la celulosa microcristalina acortando cadenas de
polisacéridos. Dos clasificaciones se utilizan para definir este tipo de actividad de

la enzima: 1,4-D-glucano hidrolasas y celobiohidrolasas.

= La 1,4-D-glucano hidrolasa (GH), también conocida como exo-glucosidasa
(EC. 3.2.1.74), son responsables de la liberacién de glucosa directamente a partir
del polimero por hidrdlisis de la fibra celuldsica.

= La Celobiohidrolasa (CBH), también conocida como exo-glucanasa (EC
3.2.1.91), se puede dividir en dos tipos: Enzima de tipo | (CBH 1), que hidroliza
terminales reductores (R), mientras que la de tipo Il (CBH II) hidroliza terminales
no reductores (NR). Estas enzimas generalmente sufren inhibicion por su producto
de hidrdlisis, la celobiosa (Castro y Pereira, 2010). Tienen accion limitada sobre
sustratos de carboximetilcelulosa (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC) (Lynd et al.,

2002; Bhat y Bhat, 1997).

La B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) hidroliza celobiosa y elimina glucosa de
terminales no reductores de pequefas celodextrinas (Bhat y Bhat, 1997). Tienen
un papel importante en la hidrélisis de materiales lignocelulosos, debido a que la

celobiosa, siendo un potente inhibidor de exocelulasas, es su sustrato principal.
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Por lo tanto, su ausencia disminuye el proceso de sacarificaciéon de la biomasa

(Almeida, 2009; Lynd et al., 2002).

Muchas celulasas se componen de dos areas distintas: el dominio de unién
sustrato (DUS) y dominio catalitico (DC), que alberga el sitio activo (SA). El sitio
activo tiene como funcién la hidrélisis de enlaces glucosidicos de la celulosa y
cada clase de celulasa posee una forma diferente de hidrélisis de los enlaces
situados en diferentes regiones del sustrato, tanto en los enlaces terminales en

los extremos de las cadenas, como en los enlaces internos.

El dominio de unidn con el sustrato esta vinculado a una adsorcion a la celulosa,
que permite una mayor concentracion de la celulasa en la superficie del polimero
por interacciones no covalentes, que implican enlaces de hidrégeno, fuerzas

electrostaticas e interacciones hidrofobicas (Martins, 2005).

Cada enzima por si sola no puede hidrolizar eficientemente la celulosa
cristalina compleja; pero trabajando sinérgicamente con otros tipos de celulasas,
incrementan significativamente la velocidad de hidrélisis (Dwivedi et al., 2009;

Lynd et al., 2002).
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Cellulases
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Figura 3: Mecanismo de degradacion de la celulosa por sinergismo de
las enzimas.

Fuente: http://xray.bmc.uu.se/~wimal/projects/research.html

2.7. Evaluacion de la actividad de celulasas

La actividad enzimética de celulasas puede ser medida de dos formas bésicas:

=  Medicion de la actividad total de las celulasas.

= Medicién de la actividad individual de cada celulasa (endoglucanasas,

exoglucanasas y B-glucosidasas).
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2.7.1. Celulasas totales

El sistema de celulasas estd conformado por endoglucanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasas, las cuales hidrolizan sinérgicamente la
celulosa cristalina. La evaluacion de la actividad de las enzimas celuloliticas
es con frecuencia evaluada usando sustratos insolubles que incluyen: papel
filtro Whatman N° 1 y celulosa microcristalina. La heterogeneidad de la
celulosa insoluble y la complejidad del sistema celulasa causan problemas en
la medicion de la actividad total. Los resultados experimentales muestran que
la estructura heterogénea de la celulosa insoluble induce la disminucién en la
tasa de hidrélisis en corto tiempo (menos de una hora) provocando la

desactivacion de las celulasas (Zhang et al, 2006).

2.8. Ensayo cualitativo con Rojo Congo [3,3'-([1,1'-bifenil]-4,4'-diyl)bis(4-
aminonaftalen-1-acido sulfénico) de sodio ]

Diferentes procedimientos utilizados en la identificacién y enumeracién de los
microorganismos capaces de utilizar la celulosa han sido descritos, siendo la base
de estos la hidrdlisis de sustratos celulésicos. La utilizacion de medios liquidos
gque contienen celulosa permite estimar cualitativa y cuantitativamente los
microorganismos degradadores, los medios solidos son generalmente mas
usados; pero en estos, las colonias de microorganismos que utilizan el sustrato
son con frecuencia dificiles de diferenciar de otros microorganismos que no lo
hacen. Teather y Wood (1982), observaron que el rojo Congo podia ser usado en

los ensayos para evidenciar hidrélisis de polisacéridos, debido a que este
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colorante forma complejos con moléculas aun no hidrolizadas, facilitando asi, la
diferenciacion entre microorganismos celuloliticos y no celuloliticos por la

formacion de zonas de aclaramiento alrededor de las colonias (Hendricks et al.,

1995).
NHa NHa
Y OO0
O:EI;:O O:El‘):o
ONa ONa

Figura 4. Estructura molecular del Rojo Congo

Fuente: http://www.sigmaaldrich.com /catalog/product/sigma/c6767

2.9. Ensayo cuantitativo con DNS [acido 3,5- dinitrosalicilico]

La actividad del sistema enzimético en el complejo celulolitico puede medirse
determinando la cantidad de glucosa liberada mediante DNS. Esta técnica
demuestra la presencia del grupo carbonilo libre (C=0) de los azlcares reductores

gue implica la oxidacién del grupo funcional aldehido de la glucosa (Miller, 1959).

En este método, el acido 3,5-dinitrosalicilico es reducido a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico, mientras que los grupos aldehidos son oxidados a grupos
carboxilos. La reducciéon del acido genera un color amarillo-marrén, el cual es

proporcional a la concentracion del azlcar reductor presente y se evidencia por
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medio de la lectura de absorbancias en el espectrofotémetro, lo que implica la

aplicacion de la ley de Beer Lambert (Miller, 1959).

O-

—_— +3 R

+3 OH- +2H:0
NO, NO,

Figura 5. Reduccién del 3,5-dinitrosalicilato a 3-amino-5-nitrosalicilato.

Fuente: Herrdez, 2017.

La lectura del ensayo de DNS es altamente influenciada por las mismas
condiciones de la prueba, como la temperatura del agua de calentamiento, la
transferencia de calor, el tiempo de reaccioén, la proporcion de glucosa, celobiosa
y celodextrinas presentes y el tiempo de preparacion del reactivo, el cual con

frecuencia es ignorado (Zhang et al., 2006).

2.10. Factores que influyen en la actividad de celulasas

Diversos factores asociados con la naturaleza del sistema enzimatico de las

celulasas han sido sugeridos por influenciar el proceso hidrolitico.

Estos incluyen: inhibicion del complejo de celulasas por el producto final,
inactivacion térmica, sinergismo e irreversible adsorcion de las enzimas; teniendo
estos dos ultimos la mayor influencia en la tasa de degradacion del polisacarido

(Mansfield et al., 1999).
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2.10.1. Sinergismo

El sinergismo ocurre cuando la accion combinada de dos o més enzimas

aumenta la tasa de accion sobre el sustrato respecto a la accion individual.

Se han hecho estudios en los que se ha observado una actividad
cooperada de las celulasas de Trichoderma reseei, en el que las
endoglucanasas actdan al azar a lo largo de las cadenas de celulosa
generando sitios donde actlan las exoglucanasas que liberan celobiosa como
producto principal. Una tercera enzima, la B-glucosidasa, es necesaria para
hidrolizar la celobiosa previniendo de esta manera la inhibicion de las
exoglucanasas por acumulacion de producto y por tanto generando un

aumento en la tasa hidrolitica (Mansfield et al., 1999).

2.10.2. Adsorcioén

La hidrdlisis de la celulosa difiere de otras reacciones enzimaticas en que
el sustrato es insoluble y requiere una previa adsorcion de la enzima al
sustrato. La adsorcion de las celulasas es facilitada por la presencia de
dominios de unién con el sustrato, hacia las zonas susceptibles de clivaje

proteolitico, mediante fuerzas de Van Der Waals y puentes de hidrogeno.

Ademas, dichos dominios cuentan con aminoacidos aromaticos que
confieren una especificidad adicional y estabilidad al complejo enzima —

sustrato (Mansfield et al., 1999).
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Existen dos teorias para explicar la interaccién de los dominios con la
celulosa. La primera se basa en que los dominios incrementan la
concentracion local de enzimas en la superficie de la celulosa. Y la segunda
propone que los dominios son un instrumento que permite el rompimiento de

cadenas de celulosa cristalina pero no de tipo amorfa (Mansfield et al., 1999).

2.11. Aplicacién industrial de las celulasas

Las celulasas y enzimas relacionadas tienen una amplia gama de aplicaciones;
con su uso intenso en primeros afos de la década del 80, en primer lugar, en la
industria de la alimentacion animal, a raiz de la aplicacion en la industria
alimentaria. Posteriormente, estas enzimas se aplicaron en industria textil y de

lavanderia (Bhat, 2000).

La gran gama de aplicaciones las hace muy atractivas y demuestran su enorme
valor comercial en la industria biotecnoldgica. Por ejemplo, en la industria del
papel, que alcanza ventas de millones de dolares en Estados Unidos y Europa
(Beilen y Li, 2002), las celulasas y hemicelulasas usadas en etapas de
pretratamiento permiten una mejor deslignificacion y ahorro en reactivos quimicos
en la etapa posterior de blanqueamiento (Dienes et al., 2003). Asimismo, mejoran
la remocion de tintas de papeles de diario viejos, dando mejores resultados que

cuando se utilizan agentes quimicos (Pélach et al., 2002).

En la industria de la cerveza y el vino, las celulasas tienen diversas y atractivas

aplicaciones, una de ellas es en el proceso de produccion de la cerveza, en donde
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las celulasas del tipo endoglucanasa son utilizadas para la hidrélisis del enlace
1,4-B-glucosidicos de las semillas de cebada, lo que reduce la viscosidad y libera
azlcares reducidos durante la primera fermentacion. Con esto, se obtiene un
aumento de eficiencia en dicha etapa, y en la etapa de filtracién, y un mejoramiento

en la calidad de la cerveza.

En la industria del vino, las celulasas del tipo B-glucosidasa son utilizadas para
el mejoramiento del aroma del vino. Del mismo modo, el uso de celulasas es
conocido para el mejoramiento en las eficiencias de las etapas de maceracion,
clarificacion y filtracion, asi como también para a la obtencion de un vino de mejor

calidad y estabilidad (Bhat, 2000).

En los detergentes deben actuar en un amplio rango de pH, yendo desde pH 6
a hasta alrededor de 10, deben también ser resistentes a surfactantes anidnicos,
condiciones de blanqueamiento, durante el tiempo que dura el lavado, asi como

también durante el periodo de almacenamiento (Shirai et al., 2001)

2.12. Identificacién bacteriana por secuenciacion del gen ARNr 16S

Los ribosomas son organulos complejos, altamente especializados, que utilizan
los organismos para el complicado proceso de sintesis de proteinas. El ribosoma
bacteriano (Figura 6) tiene un coeficiente de sedimentacion de 70S (expresado en
unidades Svedberg), y puede disociarse en dos subunidades, la subunidad grande
(50S) y la subunidad pequefia (30S). Cada subunidad es un complejo

ribonucleoproteico constituido por proteinas ribosémicas y moléculas de ARNr
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especificas. La subunidad 30S contiene el ARNr 16S y 21 proteinas diferentes,
mientras que la subunidad 50S contiene los ARNr 5S y 23S junto con unas 34
proteinas (Rodicio y Mendoza, 2004).

Ribosoma Subunidades Macromoléculas

bacteriano
34 proteinas

P
T

235
— Q 2 ARNF
508 55
21 proteinas
—_— O -
708

TS {ARNr > 168

/\

308

Figura 6. El ribosoma bacteriano, esquema de su estructura,

subunidades y macromoléculas que lo componen.

Fuente: Rodicio y Mendoza, 2004

El ARNr 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1500 nt, codificado
por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), a partir de
cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y taxonémica. Como
cualquier secuencia de nucle6tidos de cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega en
una estructura secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble
cadena, alternando con regiones de cadena sencilla, como se representa en la

figura 7 (Rodicio y Mendoza, 2004).
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Figura 7: Estructura secundaria del ARNr 16S.

Las regiones relativamente conservadas se presentan en negrilla.
Fuente: Neefs et al., (1990)

Una vez determinada la secuencia de nucledtidos y establecidas las
comparaciones, sera el grado de similitud entre las secuencias de los ADNr 16S

de dos bacterias lo que indique su relacion evolutiva (Rodicio y Mendoza, 2004).

El método molecular de identificacidon bacteriana mediante secuenciacion del

ADNr 16S incluye tres etapas:

=  Amplificacion del gen a partir de la muestra apropiada.
= Determinacion de la secuencia de nucle6tidos del amplicon.

=  Analisis de la secuencia.
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.  METODOLOGIA

3.1. Estrategia de trabajo

Se trabajo con un grupo de bacterias que se sometieron a una seleccion en dos
niveles, con el fin de obtener una sola bacteria, la misma que se aplicé en ensayos
de fermentacion para la obtenciébn de celulasas. Ademas, se la identifico
molecularmente, se le optimizo el medio fermentativo para mejorar la produccién
y se caracterizo las enzimas producidas; el detalle del disefio de investigacion

ejecutado se muestra a continuacion.

3.1.1. Ubicacidn y delimitacién del &rea de estudio

En el presente trabajo, el area de estudio esta comprendido por las
dimensiones donde tienen lugar las praxis para la dilucidacion vy
comprobacién de la tesis. Que incluye técnicas y métodos bioquimicos,
enzimoldgicos y analiticos. Con ubicacién fisica en el Laboratorio de
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge

Basadre Grohmann.

En los mencionados espacios se encuentran las bacterias termdfilas,

almacenadas en un cepario, dispuestas para seleccion y aplicacion.



3.1.2. Poblacién y muestra

3.1.2.1. Poblacién

La poblacion estuvo constituida por 18 bacterias con capacidad para
producir celulasas, segun el caracter cualitativo de la actividad enzimatica,
aisladas de los Géiseres de Calientes, Candarave — Tacna, obtenidas por

muestreo in situ en los afios 2014 y 2015.

3.1.2.2. Muestra

La muestra estuvo constituida por 4 bacterias, obtenida por muestreo
dirigido de acuerdo con las caracteristicas de la poblacién y los objetivos

propuestos.

Se hizo una seleccién en base al caracter cuantitativo de la respuesta en
estudio; donde finalmente solo una, se utilizé para el estudio de produccion

de enzimas.

3.1.3. Disefio estadistico de los experimentos

En general, el tipo de investigacion fue basica — experimental; donde todos
los experimentos se realizaron por ftriplicado y se tomaron datos
representativos como sus valores medios. Los disefios y analisis aplicados,

segun el propdsito, se detallan a continuacion:
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Para la seleccién cualitativa, se hizo un analisis ordinario de varianza para
variable respuesta diametro de la zona de hidrdlisis originado por cada
bacteria en las condiciones de evaluacion. Y se aplicé la prueba de mdltiples
rangos de Duncan para obtener grupos homogéneos entre los cuales exista

diferencia significativa.

Para la determinacién de componentes influyentes en la produccion, se
utilizé el disefio experimental de Plackett-Burman con 10 factores 1 bloque

con 3 repeticiones; el bloque generado estuvo constituido por 12 ensayos.

Para la optimizacion de la aplicacion de factores influyentes en la
produccién de la enzima, se usoé el disefio de superficie respuesta de Box-
Behnken con 3 factores, 1 blogue con 3 repeticiones; generando 14 ensayos
diferentes y 1 repetido. El disefio y andlisis de estos experimentos se llevé a
cabo utilizando los softwares Minitab 17 y Stat graphics Centurion XVI que
incluyeron, analisis ordinario de varianza (ANOVA), para comparar efectos
principales, y prueba de Duncan, para generar interacciones comparativas

entre las medias, respectivamente.

Para la determinacion del pH y la temperatura 6ptima de las enzimas, por
hallazgo de un promedio mayor con diferencia estadisticamente significativa
en la actividad celulolitica, se uso el andlisis de varianza ordinario (ANOVA)

donde:
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= NuUmero de factores: 2 (pH / Temperatura).
= NuUmero de variables respuesta: 1 (actividad enzimatica).
= Numero de niveles por factor: 7 y 4, respectivamente.

= Numero de bloques: 3 repeticiones.

Tabla 3
Resumen de los valores de entrada en el ANOVA para la comparacion de
promedios de actividad celulolitica por efecto del pH y la temperatura.

Factores \{a!or \{al_or Nivel Unidad
minimo maximo
pH 4 10 7 pH
Temperatura 60 90 4 °C

Fuente: Elaboracion propia

Para la determinacién de la estabilidad térmica, por hallazgo de una
diferencia estadisticamente significativa en la actividad celulolitica, se usé el

andlisis de varianza ordinario (ANOVA) donde:

= NUmero de factores: 2 (tiempo y temperatura).
* NUmero de respuestas: 1 (actividad residual %).
= Numero de bloques: 3 repeticiones.

»= Numero de niveles por factor: 4.
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Tabla 4
Resumen de los valores de entrada en el ANOVA para la determinacion de

termoestabilidad enzimatica.

Factores \{al_or \{al_or Nivel Unidad
minimo maximo
Temperatura 60 90 4 °C
Tiempo 0.5 4 4 horas

Fuente: Elaboracion propia

3.2. Materiales

3.2.1. Microorganismos utilizados

Se utilizaron 18 bacterias como punto de partida para la selecciéon de una
sola, que responda efectivamente a la evaluacion cualitativa y cuantitativa.
Las mismas, fueron gentilmente cedidas por el Laboratorio de Bioquimica de
la Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann,

aisladas de los Géiseres de Calientes — Candarave (4300 msnm).

3.2.2. Reactivos

Denominacion del reactivo Marca

p-nitrofenilglucopiranosido (pNPG) SYGMA

Lactosa MERCK
Sucrosa MERCK
Maltosa MERCK
Papel filtro cualitativo grado 1 WHATMAN®
Peptona CDH

Cloruro de sodio (NaCl) CDH
Extracto de levadura CDH
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Denominacion del reactivo Marca

Hidroxido de sodio (NaOH) 50mM MERCK
Acetato de sodio CDH
Acido clorhidrico (HCI) 0.5 M PANREAC
Tris base HIMEDIA
Glicina MERCK
Acetona MERCK
CaCl, MERCK
Cristal violeta CDH
Yoduro de potasio MERCK
Etanol MERCK
Safranina CDH
KH2PO4 CDH
MgS0O4.7H.0 CDH
BaCl, MERCK
3.2.3. Equipos
Marca y modelo Denominacion del equipo
GEMMY Modelo YCO-010 Esterilzador de aire seco
GEMMY Modelo YCW-010E Bafio maria
GEMMY Modelo IN — 010 Incubadora
UNICO, Modelo NV-203 Espectrofotometro UV-VIS
GREETMED Esterilizador a vapor (Autoclave)
CAT Agitador magnético
MILIPORE AMICON Dispositivo de diafiltracion
EPPENDORF 5418 Microcentrifuga
LABNET Vortex
AND Balanza analitica
DAKOTA Balanza de precision
SURGE Cocina Eléctrica
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Marca y modelo Denominacién del equipo

DRAGON LAB Micropipeta 5-50uL
BOECO Germany Micropipeta 100-1000 pL
BOECO Germany Micropipeta 100 L
DRAGON LAB Micropipeta 0,5-10 pL
MRC Incubador agitado

3.3. Métodos

3.3.1. Mantenimiento del material bioldgico

3.3.1.1. Reactivacion de bacterias, determinacion de pureza

Las bacterias fueron reactivadas en caldo Luria Bertani (Peptona 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L). La pureza de las bacterias
fue corroborada mediante tinciobn Gram y vista al microscopio con aceite de

inmersion.

3.3.1.2. Caracterizacion macroscoépicay microscopica

Se reactivé las cepas en medio Luria Bertani a 60 °C por 24 horas, se
procedié a sembrarla por estria en Agar LB incubadoras a 60 °C por 24 horas,
detallando las formas, borde, elevacion y color de la colonia aislada en las
Ultimas estrias. Para la caracterizaciébn microscépica, se utilizaron muestras
puras de bacterias, coloreadas por tincion Gram, que luego fueron
visualizadas en microscopio 6ptico compuesto de luz blanca en inmersion con

aceite de cedro.
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3.3.2. Cuantificacion de proteinas totales

Se hizo por el método de Bradford (1976) bajo el principio de la union del
colorante Coomassie Blue G250 a las proteinas, en donde parece unirse mas
facilmente a los residuos de arginil y lisil de las proteinas (Congdon y Muth,

1993).

Estudios detallados indican que el colorante libre puede existir en tres
formas i6nicas diferentes, para las cuales el pK tiene los valores de 1.15, 1.82
y 12.4, respectivamente (Chial, 1993). De las tres formas cargadas del
colorante que predominan en la solucién de reactivo acido, las formas verdes
tienen maximos de absorbancia a 470 nm y 650 nm, respectivamente. A
diferencia de la forma azul, la mas aniénica del colorante, que se une a la
proteina, tiene un maximo de absorbancia principal a 590 nm. (Kruger, 2002).
Por lo tanto, la cantidad de proteina puede estimarse determinando la
cantidad de colorante en la forma i6nica azul. Esto se logra generalmente

midiendo la absorbancia de la soluciéon a 595 nm.

Para los ensayos, se fijaron volimenes de 100 y 1000 L para la muestra
y reactivo, respectivamente. Se consideré6 mezclado y un tiempo de hasta 2
minutos para asegurar, a cabalidad, el final de la reaccién. Se determin6 una
curva de calibracion con solucion de albumina sérica bovina como patrén de
contenido proteico, midiéndose la densidad éptica de la reaccion a la longitud

de onda sefalada (Anexo 6).
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3.3.3. Pretratamiento y proceso del papel peridédico

Se hizo un pretratamiento fisico de acuerdo con las ventajas descritas por
Binti (2013) que consistio en sumergir el papel periédico en agua por 10
minutos, para luego triturarse en licuadora en una concentracion del 0,2 %

(V).

Finalmente, el homogeneizado se llevo a ebullicion por 2 minutos y se filtré
para eliminar el agua; se dejé secar a 60 °C por espacio de 4 horas y se

almaceno en frasco hermético.

3.3.4. Produccién de celulasas

3.3.4.1. Caracterizacién cualitativa de actividad

Se llevd a cabo empleando como inéculo 50 pL de cultivos bacterianos
puros de 18 a 21 horas reactivados en caldo LB, que fueron sembrados por
incorporacién con 150 yL de medio de produccion para celulasas [(NH4)2SO4
11,7 g/L; KH2PO4 3,7 g/L; MgS0..7H20 0,6 g/L; CaCl..2H,0 0,8 g/L; extracto
de levadura 0,5 g/L; peptona 0,5 g/L; FeS0O4.7H,0O 500 mg/L; MnSO4.H,O 160
mg/L, ZnSO4.7H,0 140 mg/L, CoCIl.6H,O 370 mg/L, sustrato para celulasas
1% (p/v) y agar 2 % (p/v); pH 6] en microplacas de 96 pozos con fondo plano,

incubadas a 60 °C por 72 horas (Mandels y Reese, 1956).

El contenido de cada pocillo, después de comprobado el crecimiento

microbiano, se retird6 con sacabocado estéril y se colocd en medios solidos
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[sustrato al 0.5% (p/v), tampodn fosfato 50 mM pH6 y agar al 2% (p/v)] para
visualizar actividad de celulasas (Meza et al., 1995); incubandose a 60 °C en

bafio maria por 24 horas.

Finalmente, para el revelado de las zonas de hidrdlisis por celulasas, se
agrego solucion Rojo de Congo al 0,1% (p/v) hasta cubrir la totalidad de la
placa, se dejé a temperatura ambiente por 15 minutos y luego se retird el

exceso de colorante con solucion NaCl 1M.

Los ensayos se hicieron por triplicado para cada bacteria. Se midieron los

didmetros de las zonas de hidrélisis como respuesta para la seleccion.

3.3.4.2. Caracterizacién cuantitativa de actividad

3.3.4.2.1. In6culo y condiciones de produccién

Por cada bacteria evaluada, se origind un cultivo en fase log (DO ~0,3)
que se utilizé como indculo (5 % v/v) en medio de produccién para celulasas
[(NH4).SO,s 11,7 g/L; KH,PO4 3,7 g/L; MgS0..7H,0 0,6 g/L; CaCl,.2H,0 0,8
g/L; extracto de levadura 0,5 g/L; peptona 0,5 g/L; FeS0O4.7H.O 500 mg/L;
MnSO4.H.O 160 mg/L; ZnS04.7H,O 140 mg/L; CoCl.6H.O 370 mg/L y

sustrato 1% (p/v); pH 6] (Mandels y Reese, 1956).

Para la obtencién del extracto crudo enzimatico, se procedié a
centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos, separando biomasa y sustrato como

pellet, del sobrenadante a ~4 °C.

36



3.3.4.2.2. Determinacion de actividad celulolitica

3.3.4.2.2.1. Celulasas totales

Para la determinacion de la actividad de celulasas totales en FPU.mL™%, se
calculé la concentracion de azucares reductores liberados en reaccion, segun
el método de Miller (1959), fijandose volimenes a razén de 1:1:5 para
diluciones de glucosa, reactivo DNS (acido 3-dinitrosalicilico) y agua
destilada, respectivamente. Se determiné una curva de calibracién utilizando
una solucién de dextrosa de 5 mg/mL en tampon acetato de sodio (pH 5,8)
como patrén para generar las diluciones; midiéndose la densidad Optica a la

longitud de onda de 540 nm (Anexo 7).

Asimismo, los ensayos enziméticos se hicieron en base al método descrito
por Ghose (1987) en una mezcla de reaccién con volumen final de 300 pL, a
la que se le calculé el contenido de azucares reductores segun el método

anteriormente detallado.

A. Caélculo de azlcares reductores

Se realizé por lectura de ensayos de reaccion, detallados en la tabla
5, en espectrofotometro a 540 nm para determinar la absorbancia del
acido 3-amino-5-nitrosalicilico originado por los azucares reductores
liberados durante la reaccion, que estan en una relacién de

correspondencia, explicada por la ecuacion de la curva de calibracion.
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Tabla 5
Detalle del ensayo enzimético de celulasas totales

Reactivos BR BS BE ES*
Tampon acetato pH 5,8 — 6,0 100mM (uL) 200 200 200 200
Dilucion de enzima (pL) 0 0 100 100
Agua destilada (uL) 100 100 O 0
Incubar los tubos en bafio maria a 60 °C por 5 minutos
Papel filtro (mg) 0 10 0 10
Incubar los tubos en bafio maria a 60 °C por 60 minutos
Reactivo DNS (mL) 300 300 300 300

Colocar los tubos en bafio de agua hirviendo durante 5
minutos e
inmediatamente enfriarlos en bafio de agua corriente
Agua destilada (mL) 500 500 500 500

* ES: Reaccion
BE: Blanco de la dilucién de enzima
BR: Blanco de reactivo

BS: Blanco de sustrato

Fuente: Elaboracion propia

Se agitd bien los tubos y se leyd las absorbancias a 540 nm contra el
blanco de reactivo (BR). Se calculd la concentracién de azucares reductores
en el blanco del sustrato (BS), en el blanco de la dilucion de enzima (BE) y en
la reaccion (ES), utilizando la curva estandar de glucosa con la ecuacion de
regresion encontrada previamente. En el caso de los valores de la
absorbancia de la muestra que escaparon del rango de la curva estandar, se

realizaron diluciones de 1/2 y 1/4 segln correspondio.
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La concentracion de glucosa real en la reaccion se determind de la

siguiente manera:
[AR] = [ES] - ([BE] + [BS])

Donde [AR]: concentracion de azUcares reductores tomados como glucosa

en mg/mL
B. Calculo de la actividad catalitica

La actividad enzimatica catalitica se calcul6 mediante la siguiente

expresion:
FPU (Ul/ml) = AR liberados x 0. 185 x dilucién

Donde 0.185 es un factor para obtener el nimero de pmoles de

glucosa formados en un minuto.

La actividad de celulasa total fue expresada en Ul.ml?, donde una
unidad de enzima (Ul) se define como la cantidad de enzima que libera 1

pumol de glucosa por minuto (Ghose, 1987).

A partir de este ensayo, se selecciono la bacteria con mayor actividad
enzimatica de celulasa total para ser evaluada en sus condiciones
culturales y optimizada en su medio de fermentacién para a produccion

de las enzimas.
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C. Calculo de la actividad especifica

Se determind dividiendo la actividad catalitica de la enzima con el

contenido proteico de la dilucién de enzima empleado en la reaccion:

Ul/mL dil.de enzima

FPU (UI =
U1/mg) mg proteina/mlL dil. de enzima

3.3.4.2.2.2. B-glucosidasas

La actividad [-glucosidasa se determind usando p-nitrofenil
glucopiranosido (pNPG) como sustrato de acuerdo con Parry et al. (2001) y
Kaur et al. (2007). La mezcla de ensayo contenia 100 ul de pNPG (2 mM),
100 uL de tampdn acetato 50 mM (pH 5.8) y 200 uL de solucién de enzima
diluida. Después de la incubacién, durante 30 min a 60 °C, la reaccién fue
detenida por la adicion de 400 pL de tampdn glicina-NaOH pH 10 (0.4 M). La
absorbancia se midi6 a 405 nm y se defini6 una unidad de actividad
enzimatica como la cantidad de enzima que liberé 1 ymol de p-nitrofenol por

minuto en la mezcla de reaccion.

3.3.5. Determinacién de componentes influyentes y niveles 6ptimos en

el medio fermentativo

Para el propésito de la seleccion, varios componentes del medio y

pardmetros de cultivo se han evaluado.
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Basado en el disefio factorial Plackett-Burman, cada factor independiente
fue examinado en dos niveles: 1 para nivel bajo y +1 para nivel alto. Este es
una fracciéon de un disefio factorial de dos niveles y permite la investigacion

de n-1 variables en al menos n experimentos (Plackett y Burman, 1946).

Diez variables independientes (factores) se seleccionaron en 12
combinaciones de acuerdo con el disefio mostrado en la seccion de

resultados y discusion.

El efecto principal de cada variable se calcul6 simplemente como la
diferencia entre el promedio de mediciones realizadas en el ajuste alto (+1) y

el promedio de mediciones observadas en el ajuste bajo (-1) de ese factor.

Todos los ensayos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 100 mL

gue contenian 20 mL del medio fermentativo.

El disefio de Plackett-Burman se basa en el modelo de primer orden:

Y=Bg+ ZBiXi

Donde, Y es la respuesta (actividad celulolitica), Bo es el intercepto del

modelo, B; es la estimacion de la variable y Xi representa la variable.

La significancia de las variables se determind mediante el célculo del valor

de p (P-valor) a través del andlisis de regresion estandar.
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Después de estimar la importancia relativa de las variables independientes,
se seleccionaron las tres variables mas significativas para determinar su nivel
Optimo con respecto a la actividad enziméatica como respuesta. Por esta razon,
se aplicé el disefio de Box-Behnken, que implica tres pasos principales:
realizar los experimentos disefiados estadisticamente, estimar los
coeficientes del modelo matematico estructurado y predecir la respuesta y

comprobar la adecuacion del modelo (Box y Behnken, 1960).

Se evaluaron los efectos del sulfato de magnesio, peptona y fosfato
monobasico de potasio sobre la actividad celulasa. Los niveles de estos
factores se optimizaron para la maxima produccién de celulasa (la respuesta).
En los resultados muestra un disefio experimental de 14 ensayos, donde cada

variable se probé en tres niveles diferentes: bajo (-1), medio (0) y alto (+1).

Una vez que se midi6 la actividad de la celulasa, se ajusté el modelo
polinomial de segundo orden a los datos de respuesta obtenidos a partir del
disefio, para generar la prediccién mediante la herramienta Optimizador de

respuesta del programa Minitab 17.

La ecuacion polinomial tiene la siguiente forma:

Y= Bo +B1X1 +B2X5 +BaX3 +B11X1*X1 +B22Xo* Xz +B3z X3*X3 + B12X1*Xo

+B13X1*X3 + B2z Xo*Xa.
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Donde, Y es la respuesta pronosticada; Bo es la constante del modelo; Xj,
X2 y X3 son variables independientes; Bi1, B2 y Bz son coeficientes lineales;
Bi2, Biz ¥ B2s son coeficientes de los productos cruzados y Bii, B22 y Bss son

los coeficientes cuadraticos.

3.3.6. Recuperacion, separacion y purificacion

Para la etapa de recuperacion de la enzima, se procedi6é a precipitar las
proteinas del extracto crudo; obtenido de medio liquido fermentativo de 72
horas centrifugando a 10000 rpm por 5 minutos; con (NH.),SO4 al 70 %,
seguido de su diafiltracién utilizando los dispositivos Amicon™ MWCO 30 kDa
para quitar el exceso de sulfato de amonio y a la vez equilibrar las proteinas

en buffer Tris-HCI pH 8,5 y almacenarse para la siguiente fase.

Para la etapa de separacién y purificacion parcial, se realizé un ensayo
cromatogréfico de intercambio idnico, utilizando la matriz DEAE-Sepharose
GE Healthcare. Para esto, se dejo6 interactuar la resina, pre-equilibrada en el
mismo buffer, con la muestra anterior por espacio de 1 hora. Al mismo tiempo,
se prepar6 una curva de NaCl desde concentraciones de 0 a 1000 mM para
generar los eluatos. Para todas las etapas mencionadas se trabaj6é a

temperaturas de ~4 °C.

Y, para el seguimiento, se ejecutd el respectivo analisis electroforético,
segun el método descrito por Laemmli en 1970, de las muestras colectadas

desde la primera etapa.
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3.3.7.Caracterizacion funcional de celulasas totales

3.3.7.1. Determinacién del efecto al cambio de pH

Se asignaron 7 niveles de pH, ejecutados con buffer Brinton-Robinson pH
4,5, 6,7, 8 9y 10 para las mezclas de reaccion. Fijando 3 réplicas de
reaccion por nivel de pH. Los valores de entrada para el analisis de varianza

ordinario de la actividad por pH se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6
Cuadro resumen de valores de entrada para el ANOVA de pH vs AE

Factor Valor Valor . i
) L L. Niveles Unidad
experimental minimo maximo
pH 4 10 7 pH

NUmero de observaciones: 28

Variable dependiente: Actividad

Fuente: Elaboracion propia

3.3.7.2. Determinacién del efecto al cambio de temperatura

Se asignaron 4 niveles de temperatura, ejecutados en incubadoras con
flujo de aire continuo a 60, 70, 80 y 90 °C; estableciéndose 3 réplicas de
reaccion por nivel de temperatura y un andlisis de varianza ordinario para

comparar las medias de actividad por temperatura.
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Tabla 7
Cuadro resumen de valores de entrada para el ANOVA de
temperatura vs AE

Factor Valor Valor . ,
) A L. Niveles Unidad
experimental minimo maximo
Temperatura 60 90 4 °C

NUmero de observaciones:12
Variable dependiente: Actividad

Fuente: Elaboracion propia

3.3.7.3. Determinacioén de la estabilidad térmica

Se repartieron alicuotas de extracto crudo enzimatico en microtubos de 2
mL, los mismos que se expusieron a tratamientos térmicos de 60, 70, 80 y 90
°C por 30, 60, 120 y 240 minutos. En donde, inmediatamente, al término del
tiempo de exposicién, se iniciaron las mezclas de reaccién fijando 3 réplicas
por cada una, generando los resultados de actividad residual que fueron
expresados en porcentaje, tomando como 100 % la actividad de la enzima sin
exposicion a alguna temperatura y cuya actividad fue medida en su

temperatura y pH 6ptimo.

3.3.8. Identificacién molecular de la bacteria selecta

La bacteria seleccionada se masific6 en caldo Luria Bertoni 0,5 %,

centrifugada a 6000 rpm y lavadas con solucion salina fisiol6gica tres veces,

45



para luego almacenarse en glicerol al 15 % (Sambrook et al., 1989) generando

crioviales para su envio.

El procesamiento para el secuenciamiento del gen ARNr 16S y sus
productos se encargaron por contrato a la empresa Macrogen Inc. de Sedl,

Corea del Sur.

Finalmente, para el analisis de la secuenciacion del gen ARNr 16S, se uso
la herramienta informatica de alineamiento de secuencias de tipo local,
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool); disponible en internet por el
NCBI (National Center for Biotechnology Information) para el uso de la base
de datos correspondiente a secuencias que son recopiladas por el mismo a

nivel mundial.

3.3.9. Procesamiento y andlisis estadistico de datos

Se utilizdé Microsoft Excel para el célculo de medidas de tendencia central,
de dispersion y para la construccién de gréaficos de sector circular y de barras.
Los datos de la actividad enzimatica de los experimentos se procesaron

usando Microsoft Excel, Minitab 17 y Stat Graphic Centurion XVI.

El valor 6ptimo de los niveles para la mayor actividad celulolitica en el
experimento de Box-Behnken se calculé utilizando la funcién Optimizador de
respuesta de las herramientas de Minitab 17. Los efectos simultdneos de los
tres factores mas significativos, factores independientes en cada respuesta,

se visualizaron utilizando graficos tridimensionales generados por Minitab 17.

46



Para el andlisis de la secuenciacion del gen ARNr 16S, se utilizd la
herramienta informética de alineamiento de secuencias de tipo local, BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool); disponible en internet en el NCBI

(National Center for Biotechnology Information)
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion macroscopicay microscopica de bacterias

Se reactivd un total de 18 cultivos bacterianos del Cepario de Bacterias
Termofilas del Laboratorio de Bioquimica, que posteriormente se sometieron a una
seleccidn en dos niveles para establecer una bacteria modelo con mayor eficiencia

para producir celulasas.

Se analizaron las caracteristicas particulares de los microorganismos a nivel
macroscopico en base a las diferencias en la morfologia de colonia y microscopico

en base a su reactividad con la tincion Gram.

Esto se realizé6 mediante el registro en tabla por observacién de colonias
aisladas en el estriado por agotamiento (Anexo 3), y de bacterias individuales,
fijadas en lamina portaobjeto sometidas a tincion Gram (Anexo 4); provenientes
de cultivos de 18 — 21 horas, utilizando un estereoscopio binocular de luz amarilla

y microscopio binocular de luz blanca, respectivamente.

El indicado registro se detalla en el anexo 1y 2.



FORMA TAMARNO

mIrregular  m Circular E Grande ®Mediana = Pequefa

BORDE

H Entero ®m Lobulado = Liso = Aserrado

Figura 8. Distribucion porcentual del tamafio, forma y borde colonial.

Fuente: Elaboracion propia.

Se obtuvo que el 72 % de las 18 bacterias reactivadas mostraron forma circular,
el 83% tamafio mediano, el 33 % borde lobulado; y todas presentaron color
blanquecino a beige, algunas con centro blanco (Anexo 1y 3). Asimismo, el 100

% resultaron Gram positivos (Anexo 4).

4.2. Seleccion de una bacteria modelo

Las bacterias reactivadas se sometieron a una seleccion en dos niveles; una
anterior, en base al caracter cualitativo de la actividad enzimatica para el primer

nivel y, posteriormente, al caracter cuantitativo de la actividad enzimatica.
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4.2.1. Por caracter cualitativo de la actividad enzimatica

Se determinaron los diametros de las zonas con hidrélisis mediante tincion
con Rojo de Congo; se evidencid actividad enziméatica por la aparicion de
areas no tefiidas que indican la accion del rompimiento de los enlaces 8 -1, 4
de la celulosa, tras el revelado (Anexo 5). Los didmetros de las zonas de

hidrdlisis para el medio sélido de papel periédico se muestran en la tabla 8.

B =10 mm B =10 mm

Figura 9. Distribucion porcentual de las bacterias con mayor actividad
celulolitica en base al diametro de hidrélisis > 10 mm.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 8
Descripcion de diametros de hidrdlisis como respuesta de actividad de
celulasas en papel periédico

Bacteria Diametro (mm) Desviacién
I Il Promedio estandar

TM-8 9,0 9,0 9,0 0,00
CB-16 8,0 7,0 7,5 0,71
CB-20 7,0 7,0 7,0 0,00
BT-13 9,0 9,0 9,0 0,00
BT-14 10,0 10,0 10,0 0,00
BT-16 11,0 10,5 10,8 0,35
BT-19 8,0 8,5 8,3 0,35
BT-20 9,0 9,0 9,0 0,00
CB-13 18,0 19,0 18,5 0,71
TM-12 13,5 14,0 13,8 0,35
FT-3 6,0 5,0 55 0,71
FT-4 22,5 21,0 21,8 1,06
FT-8 0,0 0,0 0,0 0,00
FT-10 8,0 9,0 8,5 0,71
FT-13 9,0 8,0 8,5 0,71
FT-14 8,0 7,0 7,5 0,71
Cel-7 18,0 19,0 18,5 0,71
Cel-10 7,0 7,5 7,3 0,35

Fuente: Elaboracion propia

Segun el ANOVA, para la variable “diametro de la zona de hidrdlisis”,
resulté haber diferencias significativas entre varias de las bacterias tratadas
(Anexo 9), con un nivel de confianza del 95 %, indicando la existencia de

diferencias reales entre sus promedios de la actividad cualitativa de celulasas
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entre cada bacteria en las condiciones evaluadas. Para determinar las
mejores bacterias productoras de celulasas se hizo la comparacién multiple
de Duncan para determinar cuales promedios, de didmetros de la zona de

hidrdlisis, son significativamente diferentes de otros.

Tabla 9
Comparacion multiple de Duncan para los promedios del diametro de la
zona de hidrolisis

Bacteria Casos Media Grupos Homogéneos
FT-3 2 5,50 a
FT-8 2 6,00 ab

CB-20 2 7,00 bc
Cel-10 2 7,25 bcd
CB-16 2 7,50 cd
FT-14 2 7,50 cd
BT-19 2 8,25 cde
FT-13 2 8,50 de
FT-10 2 8,50 de
BT-13 2 9,00 ef
TM-8 2 9,00 ef
BT-20 2 9,00 ef
BT-14 2 10,00 fg
BT-16 2 10,75 g
T™M-12 2 13,75 h
Cel-7 2 18,50 [
CB-13 2 18,50 [
FT-4 2 21,75 j

Fuente: Elaboracion propia.
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Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion mudltiple para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras con un
nivel del 95,0 % de confianza. Se han identificado 10 grupos homogéneos.
No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles

que compartan una misma columna de “letras”.

25.0
20.0
15.0

10.0

Diametro zona de hidrélisis (mm)

D10 4D 1D D 20 D 4D D QD X DO D A A D
s ’ v v v v v ’ ’ v v /Q)\/
NI FFEEFF X EEEL LI

Bacteria
Figura 10. Distribucion de los didmetros de la zona de hidrélisis por

bacteria productora de celulasas.

Fuente: Elaboracion propia.

Enlatabla 9, se observa que la FT-4 supero estadisticamente en promedio
al resto de bacterias con 21,75 mm de didmetro en area de hidrélisis de
celulasas, seguido de la CB-13 y Cel-7, ambas con 18,5 mm. A partir de aqui,

se sub-seleccionaron 4 bacterias para el ulterior nivel de seleccion.
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4.2.2. Por caracter cuantitativo de la actividad enziméatica

De las bacterias sub-seleccionadas anteriormente, se determind la

actividad de celulasas totales (FPasa) a los 4, 5y 6 dias de fermentacién, de

extractos crudos obtenidos por fermentacién sumergida, partiendo de las 4

bacterias con reporte de mayor actividad cualitativa de celulasas (Tabla 8 y

9). La comparacion de la actividad FPasa se muestra en la figura 10.

Tabla 10

Actividad de celulasas totales en el tiempo

Cepa CB-13 FT-4 TM-12 CEL-7

Dias FPU/mL DS* FPU/mL DS FPU/mL DS FPU/mL DS
0 0,006 0,001 0,001 0,002 0,000 0,003 0,002 0,003
4 0,082 0,010 0,090 0,001 0,010 0,006 0,050 0,003
5 0,103 0,006 0,149 0,001 0,010 0,003 0,029 0,003
6 0,133 0,004 0,074 0,002 0,007 0,002 0,061 0,003

*DS: Desviaciéon estandar

Fuente: Elaboracion propia.

Notoriamente, el extracto crudo enzimatico de CB-13 y FT-4 presentaron

la mayor actividad enzimatica; sin embargo, CB-13 mostrd incremento de

actividad hasta el sexto dia, mientras que FT-4 tuvo méxima actividad hasta

el quinto dia.
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Figura 11. Actividad celulolitica de las bacterias evaluadas por dia de

fermentacion
Fuente: Elaboracion propia

La figura 11 describe la actividad generada por las cuatro bacterias sub-
seleccionadas en un medio de produccidon con papel periédico, donde la
bacteria que mayor actividad genero fue la bacteria FT-4 con 0,149 FPU/mL
al quinto dia, seguida de la CB-13 con 0,103 FPU/mL y las de menor promedio

fueron las bacterias TM-12 y Cel-7 con valores inferiores a 0,050 FPU/mL.

Asi también, se realiz6 un andlisis de varianza para los promedios
generales de actividad por bacteria evaluada (Anexo 10), determinando la
existencia de diferencias significativas. En consecuencia, se recurrié a
ejecutar el procedimiento de comparacion multiple de Duncan para determinar

cuales medias son significativamente diferentes de otras.
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Tabla 11
Comparacion mdultiple de Duncan para los promedios generales de
actividad en FPU.mL™*

Bacteria Casos Media Hori:)ugrzécilseos
TM-12 3 0,009 a
Cel-7 3 0,046 a
FT-4 3 0,104
CB-13 3 0,106

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con la tabla 11, se han identificado 2 grupos homogéneos
segun la alineacion de las letras en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una
misma columna de letra, indicando que existe diferencia estadisticamente
significativa con un nivel del 95,0 % de confianza entre los grupos bacterianos

FT-4, CB-13y TM-12, Cel-7.

Por lo tanto, la bacteria CB-13 con actividad FPAsa de 0,082; 0,103 y
0,133 FPU.mL?! al tercer, cuarto y quinto dia, respectivamente; fue
seleccionada para la optimizacion del medio de fermentacion, requerido para
la produccion de la enzima, por describir la mayor media general de actividad

con un valor de 0,106 FPU.mL™.
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4.3. Identificacion molecular por analisis de secuencias del gen ARNr 16S

El resultado del secuenciamiento del gen ARNr 16S notifica sobre la identidad
de la bacteria respecto con la depositada en la base de datos de GenBank
(busqueda en BLAST), que presentd mayor similitud con la bacteria problema,
indicando el porcentaje de identidad y el porcentaje de cobertura con la secuencia

que ha sido comparada.

Tabla 12
Similitud de secuencias para el gen ARNr 16S en BLASTN
BLASTN
Bacteria Descrincion Cobertura E Identidad ACCeso
P % value %
Geobacillus
thermoparaffinivorans
strain Ba3 16S 99 0,0 99 KC252977.1
ribosomal RNA gene,
partial sequence
CB-13
Geobacillus
thermoparaffinivorans
strain Et2/4 16S 97 0,0 99 KJ722455.1

ribosomal RNA gene,
partial sequence

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 12, se observa que el 99 % del query secuenciado de la bacteria
CB-13 presenta matches con el hit de la cepa Geobacillus thermoparaffinivorans
strain Ba3 depositada en la base de datos (identidad) y un 99 % de la secuencia

del query fue alineado con dicho hit (cobertura). Ademas, se obtuvo para el
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alineamiento un valor de E-value menor a 0,02, que es indicador de haber

ejecutado un alineamiento muy confiable.

4.4. Optimizacion del medio de fermentativo

Para este proposito, se aplico estratégicamente un disefio experimental de
tamizaje para evidenciar los componentes con mayor influencia sobre el medio
fermentativo y otro de superficie respuesta para ubicar las cantidades necesarias
de cada uno en mezcla fermentativa que genera la mayor actividad celulolitica; se
hace mencién al disefio factorial parcial de Plackett-Burman y de Box-Behnken,

respectivamente.

4.4.1. Seleccién de componentes influyentes

Se examinaron diez variables de cultivo independientes, en donde el medio
basal tuvo la siguiente composicion: 11,7 g/L (NH4)2SO4; 3,7 g/L KH2PO4; 0,6
g/L MgS0..7H20; 0,8 g/L CaCl..2H,0; 0,5 g/L extracto de levadura; 0,5 g/L

peptona; 10,0 g/L papel periddico; pH 6,0.

Y, al mismo tiempo, se incorporo inductores de produccién de celulasas,

tales como lactosa y sucrosa.

Las variables independientes examinadas y sus configuraciones se
muestran en la tabla 13. La matriz de disefio junto con la correspondiente

respuesta (actividad celulolitica en FPU.mL™?) se muestra en la tabla 14.
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Tabla 13
Componentes del medio fermentativo y niveles de prueba para el
experimento de Plackett-Burman

Nivel bajo Nivel alto

Cédigo Factor (g/100 mL) A +)

A Papel periddico 0,30 0,50
B Lactosa 0,25 0,50
C Sucrosa 0,25 0,50
D (NH4)2S04 1,171 1,757
E MgS0.4.7H.0O 0,06 0,11
F KH2PO4 0,57 1,00
G CaCl, 0,06 0,11
H Extracto de levadura 0,05 0,50
| Peptona 0,05 0,075
J pH 6 7

Fuente: Elaboracion propia

Se demostr6 una amplia variacién en la productividad de los diferentes

ensayos del experimento. La variacién oscil6 de 0 a 0,127 FPU.mL™.

Esto refleja el efecto significativo de la composicion del medio y otras
condiciones ambientales en la produccién de celulasa. El efecto principal de
las variables examinadas en la produccién de enzimas celuloliticas se calcul6

e ilustré gréaficamente (Figura 13).
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Tabla 14

Disefio experimental aleatorizado de Plackett-Burman para evaluar los

factores que influyen en la produccion de celulasa

Ensayo Variables independientes* Actividad

celulasa

N® A B C D E G H FPU.mL™
. ot to+ 0,082
? oot s o+ 0,000
3 oyt -+ 0,000
: ot o 0,013
> T T - 0,069
° oot s - - 0,030
! ot -+ 0,011
° Tt T to- 0,000
? -t - F 0,093
oy +o- 0,000
t ot - - 0,108
tzor o 0,127

*Variables codificadas igual como se detalla en la tabla 13.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 15

Andlisis estadistico del disefio Plackett-Burman

Efecto

Variable principal Coeficientes Valort Valor p
Constante 0,0444167 11,84 0,054
Papel periédico -0,0328333 -0,0164167 -4,38 0,143
Lactosa -0,0448333 -0,0224167 -5,98 0,106
Sucrosa -0,0118333 -0,0059167 -1,58 0,360
(NH4)2S04 -0,0205000 -0,0102500 -2,73 0,223
MgS0O4.7H>0 0,0515000 0,0257500 6,87 0,092
KH2PO4 0,0025000 0,0012500 0,33 0,795
CaCl, -0,0148333 -0,0074167 -1,98 0,298
oxtracto de -0,0225000  -0,0112500  -3,00 0,205
evadura
Peptona 0,0205000 0,0102500 2,73 0,223
pH 0,0311667 0,0155833 4,16 0,150

Fuente: Elaboracion propia

Los coeficientes de regresion, los valores de t, p y los porcentajes de nivel
de confianza para las diez variables experimentales se muestran en la tabla

14.

El nivel de significacion (p-valor) se determina usando la prueba t de
Student. La prueba t, para cualquier efecto individual permite una evaluacién
de la probabilidad de encontrar el efecto observado puramente por

casualidad; de esta probabilidad que es suficientemente pequefia, se acepta

61



la idea de que el efecto fue causado por la variacion del nivel de la variable

bajo prueba.

0.06
0.04
0.02

0.00

2%
%

-0.02 >

9
,&Q
-0.04

Efecto principal

-0.06
Componente

Figura 12. Efecto de las condiciones ambientales sobre la

produccién de celulasa

Fuente: Elaboracion propia

El signo de una estimacion de factor indica, en promedio, cual factor de
ajuste da lugar a grados mas altos de respuesta. Una estimacion grande, ya
sea positiva 0 negativa, cercana de cero, significa que un factor tiene poco o

ningun efecto.

Sobre la base de estos resultados, fue comprensible que la actividad
celulolitica estuvo directamente relacionada con MgS0O..7H,0, peptona y pH;
en consecuencia, fueron seleccionados para su optimizacién los dos primeros

y, aunque fue el componente con menor influencia segun el experimento, el
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KH.PO., debido a que su incremento o descenso en masa influye
directamente sobre el pH, porque genera el tampdn del medio fermentativo
con una capacidad amortiguadora determinada que, en todos los casos con
actividad superior a cero, fue sobrepasada, generando el cambio de pH

detectado durante la fermentacion.

Por otra parte, la lactosa y el papel periddico en exceso reprimieron
parcialmente la actividad enzimatica durante el bioproceso. Mientras que el
extracto de levadura, CaCl,, (NH4).SO4 y sucrosa, solo ligeramente. Por lo

gue se mantuvieron en su nivel bajo para el siguiente experimento.

4.4.2. Maximizacién y predicciéon de larespuesta

Se aplicé un segundo experimento multifactorial de acuerdo con el disefio
de Box-Behnken para determinar el nivel 6ptimo de cada una de las variables
independientes mas significativas para obtener la maxima produccién de

enzima celulasa.

Tabla 16
Niveles de las variables elegidas para el experimento de optimizacion

Box-Behnken

Variable Nivel bajo Nivel medio Nivel alto

(g/10omL)  COdIgO (0) +)
MgS0O4.7H>0 X1 0,110 0,275 0,440
KH2PO4 X> 0,900 1,350 1,800
Peptona X3 0,075 0,1125 0,150

Fuente: Elaboracion propia.
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Se examin6 cada uno de los tres factores de las influencias mas elevadas
como se dilucidé a través del disefio experimental de Plackett-Burman, siendo
MgS0..7H.0 (Xi1), KH2PO4 (X2) y peptona (X3) en tres niveles diferentes

codificados (Tabla 16).

Tabla 17
Respuesta de la actividad celulolitica influenciada por Xi, X2 y X3 en el
experimento Box-Behnken

N°  MgSO04.7H.0O KH2PO4 Peptona FPU.mL?

1 0,275 0,9 0,150 0,146
2 0,275 1,8 0,075 0,151
3 0,275 1,35 0,1125 0,141
4* 0,275 1,35 0,1125 0,146
5 0,44 0,9 0,1125 0,124
6 0,44 1,35 0,075 0,137
7 0,11 0,9 0,1125 0,138
8 0,275 1,35 0,1125 0,125
9 0,11 1,8 0,1125 0,098
10 0,11 1,35 0,075 0,135
11 0,44 1,8 0,1125 0,138
12 0,44 1,35 0,150 0,124
13 0,11 1,35 0,15 0,112
14 0,275 1,8 0,15 0,106
15 0,275 0,9 0,075 0,108

*Ensayo repetido

Fuente: Elaboracion propia.
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Las 14 combinaciones examinadas diferentes se muestran en la tabla 17;
en donde todos los ensayos se realizaron por triplicado y se utilizé el promedio

de las observaciones.

Los resultados experimentales se introdujeron en forma de gréaficos de
superficie (Figura 13), donde mostro que los niveles de 0.11 g/100mL; 0,90
g/100mL vy 0,15 ¢/100mL de MgSO0..7H.O, KH:PO, y peptona,

respectivamente, apoyan una actividad celulasa alta.

Para predecir el punto éptimo, dentro de las restricciones experimentales,
una funcién polinomial de segundo orden se ajusté a los resultados

experimentales (algoritmo de optimizacion no lineal) de la actividad celulasa:

FPU= 0,562 -0,351X; -0,272X> -0,75X3 +0,023X1*X1 +0,0262 X2*X>

+4,33X3*X3 + 0,496X1*X5 -2,93X1*X3 + 0,279X2*Xa3.

A nivel de modelo, las medidas de correlacion para la estimacién de la
ecuacion de regresion son los coeficientes de correlacion multiple R y el
coeficiente de determinacion R2. Cuanto mas cercano sea el valor de R?a 1,

mejor es la correlacion entre los valores medidos y los predichos.
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Tabla 18
Andlisis de varianza para actividad celulasa

Fuente Suma de Gl Cuadrfado Razé6n-F Valor-P
cuadrados medio
A:MgS0,4.7H0 5.E-7 1 5.E-7 0,00 0,9777

B:KH2PO4 0,001860 1 0,0018605 3,22 0,1329

C:Peptona 0,000480 1  0,0004805 0,83 0,4039

AA 0,000001 1 0,0000018 0,00 0,9571

AB 0,005402 1 0,0054022 9,34 0,0282

AC 0,001332 1 0,0013322 2,30 0,1896

BB 0,000100 1 0,0001001 0,17 0,6946

BC 0,000090 1  0,0000902 0,16 0,7092

CC 0,000142 1 0,0001423 0,25 0,6409
Error total 0,002892 5 0,0005785

Total (corr.) 0,012284 14
R-cuadrada = 76,4525 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 34,0671 porciento

Fuente: Elaboracion propia.

En este experimento, el valor de R? fue de 0,7645 para la actividad de la
celulasa, indicando que el modelo, asi ajustado, explica 76,5 % de la
variabilidad de la actividad celulasa. Ademas, se observa que el valor 0.0006
como cuadrado medio del error, que llega a constituir la varianza del error, es
menor que la unidad, por lo que la variabilidad de los datos es adecuada para

el trabajo realizado.
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Tabla 19

Resumen de valores de salida del optimizador de respuesta con meta a

maximizar actividad celulasa

Factor (mg/100mL) Nivel bajo Nivel alto  Nivel 6ptimo
MgS0O4.7H.0 0,11 0,44 0,11
KH2PO4 0,9 1,8 0,90
Peptona 0,075 0,15 0,15

Fuente: Elaboracion propia.

Se calcularon los niveles 6ptimos de los tres componentes obtenidos del

punto maximo del modelo polinomial utilizando la funcién de optimizador de

respuesta de las herramientas de Minitab 17.0 y se

encontré que eran:

MgS0,4.7H.0 0,11 g/100mL; KH2PO4 0,90 g/100mL y peptona 0,15 g/100mL,

con una respuesta maxima prevista de 0,324 FPU.mL™.

Valor fijo

MgS04.7H20 0.275
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Figura 13. Graficos tridimensionales que muestran la superficie
respuesta afectada por las variables de cultivo durante la

produccion de enzimas celuloliticas.

Fuente: Elaboracion propia

La férmula del medio optimizado, para 100 mL, es la siguiente: 0,30 g papel

periddico; 0,25 g lactosa; 0,25 g sucrosa; 1,17 g (NH4)2.S04; 0,06 g CaCly; 0,2
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g extracto de levadura; 0,11 g MgS0O,.7H-0; 0,90 g KH2POy4; 0,15 g peptona;

pH 6,5; temperatura de cultivo 60 °C y tiempo de incubacién 72 horas.

La actividad enzimatica medida en un experimento de verificacion,

utilizando este medio, fue de 0,292 FPU.mL™.

4.5. Contraste de larecuperacion de celulasas totales

El extracto cruzo enziméatico recuperado del ensayo fermentativo se constituyo
en un solo volumen, al cual se le hizo determinaciones de proteina, actividad
especifica y rendimiento, en funcion del peso seco de sustrato. Y se compararon

los resultados obtenidos antes y después del experimento de optimizacion.

Tabla 20

Comparacion de resultados mediante indicadores de produccion

uente de enzima Extracto crudo

Relacion
Indicador (veces)
Antes Después
Rendimiento (U/gss?*) 10,61 97,44 9,18
Actividad especifica (U/mg) 2,81 1,56 0,55
Proteina total (mg/mL) 0,04 0,20 5,00

*Gramos de sustrato seco

Fuente:

Elaboracion propia
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4.6. Separacion y purificacion de la B-glucosidasa

El extracto cruzo enziméatico recuperado del ensayo fermentativo de volumen
final 50 mL, realizado por triplicado, se constituy6 en un volumen total de 120 mL,
al cual se le someti6 a los pasos de recuperacion y concentracién proteica
detallados en los métodos anteriores. Decurso a esto, se intentd separar y purificar
la enzima pB-glucosidasa mediante cromatografia de intercambio anidnico,

generando fracciones de composicion proteica distintas.

4.6.1. Cromatografia de intercambio iénico (IEX)

En la cromatografia, las fracciones eluidas con actividad glucosidasa se
hallaron principalmente a lo largo del tercer al sexto segmento del gradiente,
es decir, eluyeron entre 250 mM y 550 mM de eluyente (amortiguador con
sal).

Los eluatos con actividad positiva con valores de DOsgs mayores a 0,2
fueron juntados y concentrados para su almacenamiento y futura
caracterizacion. Asimismo, se elabor6 el cromatograma correspondiente que

se detalla en la figura 14.
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Figura 14. Cromatograma de intercambio aniénico

Fuente: Elaboracion propia

Se observa el perfil de absorbancia a 595 nm y 405 nm para la deteccién
de las proteinas y la actividad B-glucosidasa, respectivamente. Asi mismo se
evidencia la separacién de la enzima en las fracciones 3, 4 y 5 debido a que

el pico de proteina y actividad en el cromatograma se corresponden.

4.6.2. Analisis electroforético de proteinas (SDS-PAGE)

Para el seguimiento y andlisis de pureza de la muestra final, se realiz6 una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % (p/v), el cual se ilustra en la

figura 15.
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Figura 15. Andlisis electroforético de la purificacién por IEX de la
enzima glucosidasa. Carril 1: Marcador de masa molecular. Carril
2: Diafiltrado. Carril 3: Excluido. Carril 4: Remanente. Carril 5 al 10:
Fracciones (100 — 1000 mM NacCl).

Fuente: Elaboracion propia

Se observa una banda Unica pronunciada, entre los 97,4 kDa y 66,2 kDa,
aislada respecto de otras mas tenues (carriles 3 y 4), en donde se encontré
actividad B-glucosidasa, lo que indica que, dentro de la composicion proteica
de la fracciébn en cuestion, existen todavia otras proteinas que no son

enzimas.

Sin embargo, el carril 3 correspondiente al excluido muestra una buena
cantidad de proteinas que no establecieron una unién lo suficientemente

fuerte como para ser retenidas por el grupo DEAE.
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4.7. Caracterizacion funcional de celulasas totales

Con el fin de caracterizar la enzima recuperada y ver su comportamiento frente
a latemperatura y el pH, se realizaron ensayos de actividad catalitica y estabilidad
térmica para que con ello se permita dilucidar mejor el enfoque de su uso para su

futura aplicacion.

4.7.1. Efecto del cambio de temperatura sobre la actividad de la

enzima.

Se determind el efecto del cambio de temperatura sobre la actividad
enzimética expresado en FPU.mL?, realizando ensayos de reacciéon en un
gradiente de temperatura desde los 60 a 90 °C; los resultados se visualizan a

continuacion.

Tabla 21
Actividad promedio de celulasas totales frente a la variacion de
temperatura
Temperatura (°C) FPU.mL? Desv. Estandar
60 0,097 +0,006
70 0,172 +0,017
80 0,152 +0,007
90 0,059 +0,005

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 22
Analisis ordinario de varianza para la media de actividad celulolitica por
efecto de temperatura

Sumade Cuadrado .
Fuente cuadrados Gl medio Razon-F Valor-P

Entre grupos 0,0237663 3 0,00792211 81,11 0,0000
Intra grupos  0,0007813 8 0,0009766
Total (Corr.) 0,0245477 11

Fuente: Elaboracion propia.

La tabla ANOVA descompone la varianza de la actividad celulolitica en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-
grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 81,11, es el cociente entre
el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-
p de la prueba-F es menor que 0,05 existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de AE entre un nivel de temperatura y otro, con un

nivel del 95.0 % de confianza.

0.185
0.165
0.145
0.125
0.105
0.085
0.065

0.045
55 65 75 85 95

Temperatura (°C)

Actividad catalitica
(FPU/mL)

Figura 16. Curva de temperatura para la actividad de celulasas totales

Fuente: Elaboracion propia.
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4.7.2. Efecto del cambio de pH sobre la actividad de la enzima

Se determiné el efecto del cambio de pH sobre la actividad enzimética
expresado en FPU.mL™! realizando ensayos de reaccién en un gradiente de

pH desde valores de 4 a 10; los resultados se detallan en la tabla 23.

Tabla 23
Actividad promedio de celulasas totales frente a la variacion del pH

pH FPU.mL?1 Desv. Estandar
4 0,0078 +0,0010
5 0,0091 +0,0006
6 0,0093 +0,0009
7 0,0101 +0,0010
8 0,0074 +0,0007
9 0,0063 +0,0014
10 0,0061 +0,0007

Fuente: Elaboracion propia.
Asi mismo, se ejecutd un andlisis de varianza ordinario para la Actividad,
en donde se compararon los valores medios de Actividad para los 7 diferentes

niveles de pH. Los items de salida se describen a continuacion en la tabla 24.

Tabla 24

Andlisis ordinario de varianza para la actividad por pH

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrado medio

Entre grupos 0,0057499 6 0,000958321 10,80 0,0000

Intra grupos 0,0018627 21 0,000088702
Total (Corr.) 0,0076126 27

Fuente: Elaboracién propia.
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La tabla ANOVA descompone la varianza de la actividad de celulasas
en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-
de-grupos. Larazén-F, que en este caso es igual a 10.80, es el cociente entre
el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Como el valor-P de
la prueba-F es menor que 0.05; existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de actividad celulolitica entre un nivel de pH y otro,

con un nivel del 95.0% de confianza.

0.110
0.100 X
0.090 X

0.080 o

0.070

Actividad catalitica
(FPU/mL)

0.060 u

0.050

Figura 17. Curva de pH para la actividad de celulasas totales

Fuente: Elaboracion propia.

4.7.3. Estabilidad térmica

Se determind la termostabilidad de la enzima frente a 60, 70, 80 y 90 °C;
en donde se evidencia la existencia de actividad residual para todos los
tiempos de cada exposicion. Ademas, los descensos subitos solo se observan

para los tratamientos a 80 y 90 °C después de los 120 minutos; mientras que,
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para los demas casos, la actividad residual supera el 45 % de la actividad de

la enzima a tiempo cero.

Tabla 25
Actividad residual de celulasas totales frente a tiempos de exposicion y

temperaturas de tratamiento

Actividad residual
60 °C 70 °C 80 °C 90 °C
DE DE DE
FPU/mL FPU/mL FPU/mL FPU/mL
30 0,08 0,001 0,12 0,006 0,11 +0,009 0,09 0,001
60 0,15 0,000 0,18 0,003 0,19 0,001 0,09 =0,002
120 0,11 +0,001 0,13 +0,002 0,13 0,002 0,08 0,005
240 0,12 +0,002 0,10 0,002 0,07 0,001 0,07 0,003

TE

(min)

TE: Tiempo de exposicion

DE: Desviacion estandar

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 18. Curvas de actividad residual frente a tiempos de exposicion.

Fuente: Elaboracion propia
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De acuerdo con la estabilidad de la enzima frente a distintas temperaturas
por tiempos de hasta 240 minutos, cabe resaltar el incremento de la actividad
a los 60 minutos de exposicion para todos los casos y el descenso subito de
la actividad para los tratamientos de 80 y 90 °C; de los cuales, para este
ultimo, la actividad residual resulté con los valores mas bajos en comparacion

a los otros tratamientos y con poca variacion durante los tiempos de

exposicion.
200.0 175.8 0 m30 =60 120 =240
< 150.0 I
S 121.9
E 118.9 105.6
31000 & z N i B BB
3
S 500
2
g 00

Temperaturas de tratamiento

Figura 19. Diagrama de barras del porcentaje de actividad residual frente

a las temperaturas de tratamiento
Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 19, se observa el comportamiento que sigue la actividad
residual en el avance del tiempo de exposicion que independientemente del
valor inicial de la actividad a exposicion cero minutos (sin tratamiento) hay un
aumento y una buena estabilidad para 60°C, por lo que se encuentran
concentrados alli los mayores valores en % de actividad residual; mientras
que en los demés casos, hay un descenso de actividad residual progresivo

por el tiempo de exposicion.
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V. DISCUSION

Identificacion molecular

La bacteria CB-13 presenta un 99 % de identidad con la cepa Geobacillus
thermoparaffinivorans strain Ba3, la cual es termdfila y productora de celulasas,
tiene correlacion con el reporte de Zhao et al. (2015), quienes identificaron y
mostraron también que bacterias termofilas del genero Geobacillus aisladas
originalmente de un géiser son capaces de producir celulasas termoestables;
encontradas junto a Desulfotomaculum, Bacillus, Exiguobacterium, Paenibacillus

y Enterobacter, a las cuales denomin6 Consorcio XM70 para su estudio.

Componentes influyentes.

Se observo que el papel periddico en exceso influyé negativamente sobre la
actividad celulasa; una causa probable de esto, ademas de los productos de
degradacion acidificantes, es que el material lignocelulésico presente en el papel
periddico tiene inhibidores de celulasas, tales como sustancias con grupos SH-,
metales como el hierro, mercurio, niquel y cobre (Guerfali et al., 2014);

procedentes del procesamiento para la impresién del mismo.

En los ensayos fermentativos anteriores a la optimizaciéon, se observo la
caida en el valor de pH del medio y detencién del crecimiento al mismo tiempo;
esto se corresponde con Marquina (1991), quien concluyé que un descenso en

los valores de pH del medio produce un descenso en el rendimiento v,



consecuentemente, en la tasa especifica de crecimiento. Y, en consecuencia,
explica por que fue detectado al pH como factor influyente en el experimento de

Plackett-Burman.

Produccion de celulasas.

Los valores del rendimiento de produccién en celulasas bacterianas del
género Bacillus, reportados son en algunos casos similares y hasta superados,
tales como FPAsa 2,8 Ul/gds y B-glucosidasa 4,5 Ul/gds; obtenido de Bacillus
subtilis por FSS de residuos de banana (Heck et al., 2002). Ademas, de actividad
FPAsa de 1,08 Ul/mg obtenido de Bacillus subtilis por fermentacion, en biorreactor
cilindrico, de residuos de la industria de soya (Krishna et al.,1999). Y por dos cepas
de Bacillus licheniformis termotolerantes con 0,02 FPU/mg y 0,10 FPU/ mg,

respectivamente (Fijimoto et al.,2011).

Zhao et al. (2015) obtuvo actividades méximas sobre celulosa de papel de
filtro y B-glucosidasa del consorcio XM70 después de incubacion a 80 °Cy pH 7,0

(2 dias) y 70 ° C y pH 8,0 (4 dias), respectivamente.

Induccién por fuentes de carbono y nitrégeno

El mejoramiento del medio de fermentativo se explica en gran parte, por el
fundamento de induccién de Sachslehner et al. (1998), quien sefiala que la
formacion simultanea de las glicanasas podria ser provocado por varios

polisacéridos estructuralmente semejantes a los constituyentes de carbohidratos
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del material lignocelulésico, tras haber obtenido buenos resultados en la induccién
de mananasas, xylanasas y glucanasas. Esto se refuerza con los resultados de
Shankar y Isaiarasu (2011), quienes detallan el efecto de las fuentes de carbono
sobre la produccién de celulasa por Bacillus pumilus EWBCML1; en donde tras 72
horas de periodo de incubacion a 37 °C, se registr6 la maxima produccion de
celulasa en medio suplementado con galactosa (0,5851 + 0,006 Ul/mL), mientras
que la produccion minima de celulasa se registr6 en medio no suplementado, es

decir, solo celulosa (0,0419 + 0,004 Ul/mL).

Ademas, para Asha et al. (2012) la presencia de 0.5 % de extracto de
levadura indujo en un mismo ensayo fermentativo la maxima produccion de
celulasa y biomasa por la bacteria termdfila Paenibacilus barcinonensis.
Asimismo, es importante sefialar que para Shahzadi et al. (2014) la produccién
patrén de enzimas cambia por la interaccion entre fuentes de carbono y nitrégeno;
es asi que, en su estudio, la combinacién de glucosa y sulfato de amonio resulté
ser la mejor para una produccion maxima de exoglucanasa (399 + 4,1 U) y B-

glucosidasa (230 + 3,6 U).

Caracterizacion funcional

La mayor actividad enzimatica de celulasas segun Nataraja et al. (2010),
depende, entre otros factores, del pH y temperatura éptima, lo que se comprob6
para la enzima inmersa en el extracto crudo, reportando un pH y temperatura
Optima de 7 y 70 °C, respectivamente. Encontrdndose la existencia de un efecto

real sobre dichos factores. De aqui, también resalta que existe relacion con el pH

81



y la temperatura optima de actividad FPasa de enzimas provenientes de bacterias
del orden Firmicutes y algunos de la Familia Bacillaceae, reportadas por Zhao et
al. (2015), en donde la actividad méaxima de celulasa del Consorcio XM70
(Geobacillus, Desulfotomaculum, Bacillus, Exiguobacterium, Paenibacillus y

Enterobacter) purificada fue de 3,77 U/mgapH 7,0y 70 °C.

Ademas, su actividad se mantuvo alrededor del 70 % de su valor maximo
después de una incubacién a 80 °C durante 60 min. Concluyendo, que la celulasa
purificada tiene cualidades para ser Util en aplicaciones industriales, debido a su

alta estabilidad a la temperatura.
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VI.  CONCLUSIONES

Se obtuvo 4 bacterias CB13, Cel-7, FT-4 y TM-12 selectas en base al caracter
cualitativo de la actividad celulasa sobre medio sélido con sustrato papel periédico;
las cuales, conformaron los tres grupos homogéneos de mayor didmetro de la

zona de hidrdlisis de entre un conjunto total de 18 bacterias.

Se seleccioné la bacteria CB-13 en base al caracter cuantitativo de la actividad
celulasa del extracto crudo enzimatico recuperado de una fermentacién sumergida
con sustrato papel periédico, con un valor de 0,106 FPU.mL? como promedio
general. Asimismo, su identificacibn molecular con una similitud del 99 % con

Geobacillus thermoparaffinivorans strain Ba3.

Se optimizé el medio fermentativo para la mayor produccién de celulasas
describiendo una nueva féormula (para 100 mL): 0,30 g papel periddico; 0,25 g
lactosa; 0,25 g sucrosa; 1,17 g (NH4)2.S0O4; 0,06 CaCly; 0,2 extracto de levadura,
0,11 MgS0..7H20; 0,90 KH2PO4; 0,15 peptona; pH 6,5; temperatura de cultivo 60
°C y tiempo de incubacién 72 horas. Con una actividad de 0,292 FPU.mL™*,
verificada experimentalmente utilizando este medio. Y un rendimiento de 97,44

U.gss? que es 9,18 veces respecto del rendimiento sin optimizar.

El peso molecular aproximado de la B-glucosidasa, constituyente de las
celulasas totales, en estudio tiene un valor aproximado de 92,6 kDa, segun el

analisis electroforético de la purificacion.



La celulasa extracelular, secretada por el microorganismo Geobacillus
thermoparaffinivorans es estable por 4 horas a temperatura de 70 °C y 2 horas a
80 °C. La actividad méxima se alcanza a pH 7,0 y su temperatura éptima de

reaccion es de 70 °C.
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VIl. RECOMENDACIONES

En la aplicacion del disefio de Plackett-Burman configurar los valores de nivel
bajo hasta cero para dispensar de algunas variables que su ausencia o presencia

sea insignificante para el rendimiento de la produccién de las enzimas.

Determinar el peso molecular de las enzimas por otras técnicas, tales como
cromatografia de filtraciéon en gel, modelado estructural de proteinas y analisis

aminoacidico.

Anadir otros pasos de separacién para la enzima -glucosidasa, tales como

cromatografia de filtracién en gel y de interaccién hidrofébica.

Ejecutar una caracterizacion cinética, funcional, estructural y regulatoria de la
B-glucosidasa y las otras enzimas constituyentes del sistema celulasa

individualmente utilizando sustratos sintéticos.
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IX.

ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas macroscoépicas de las colonias de las 18 bacterias

reactivadas

Caracteristicas

Colonia | Forma Borde Elevacién | Superficie | Consistencia Color | Tamaifio
CB-13 | lrregular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco G
CB-16 | Irregular | Lobulado | Convexa Brillante Cremosa Blanco M
CB-20 | Irregular | Lobulado | Convexa Brillante Cremosa Blanco M
BT-13 Circular Liso Convexa Brillante Cremosa Blanco M
BT-14 Irregular | Lobulado | Convexa Brillante Cremosa Blanco P
BT-16 Irregular | Aserrado Plana Brillante Cremosa Blanco M
BT-19 Irregular | Lobulado | Convexa Brillante Cremosa Blanco M
BT-20 Irregular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco M
TM-8 Irregular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco M
TM-12 | Irregular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco M

FT-3 Circular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco M
FT-4 Irregular | Aserrado | Convexa Brillante Cremosa Amarillo G
FT-8 Irregular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco M
FT-10 Circular Liso Convexa Brillante Viscosa Amarillo M
FT-13 Irregular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco M
FT-14 Circular Entero Convexa Brillante Cremosa Amarillo M
Cel-7 Irregular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco M
Cel-10 Circular Entero Convexa Brillante Cremosa Blanco M

*P: pequefia (<1 mm); M: mediano (1 a 4 mm); G: grande (>4 mm)

Fuente: Elaboracion propia.




Anexo 2. Tincion Gram de las 18 bacterias reactivadas

_ Tincién o
Bacteria Caracteristicas
Gram

N Bacilos medianos y largos de regular diametro, en
CB-13 Positivos
cadenas de 2 y no presentan esporas.

N Bacilos cortos y medianos, algunos con espora
CB-16 Positivos )
terminal no deformante, en cadenas de 2.

- Bacilos cortos y medianos, algunos con espora
CB-20 Positivos ] )
terminal deformante y no filamentosos.

- Bacilos cortos y medianos sin espora y de regular
BT-13 Positivos
didmetro, en cadenas de 2.

Bacilos medianos y largos, de estrecho diametro
BT-14 Positivos  y algunos con espora subterminal deformante, en

cadenas de 2.

Bacilos medianos y largos y de regular diametro,

BT-16 Positivos
presenten cadenas de 2.

N Bacilos semicurvos de tamafio mediano a grande
BT-19 Positivos »
y de regular didmetro, presentan cadenas de 2.

Bacilos semicurvos de tamafio cortos a mediano y
BT-20 Positivos  de regular diametro; en cadenas de 2 con espora

terminal no deformante.

Fuente: Elaboracion propia.

Continaa...
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Tincién

Bacteria Caracteristicas
Gram
Bacilos pequefios y medianos, algunos con
FT-3 Positivos espora terminal, delgados, presencia de bacilos
delgados largos.
Bacilos medianos, largos y delgados, algunos
FT-4  Positivos con espora terminal, agrupados en forma
filamentosa.
Bacilos pequefios y delgados, algunos con
FT-8 Positivos _
espora terminal.
Bacilos medianos, delgados en cadenas de 2,
FT-10 Positivos algunos filamentosos, no presentan espora
terminal.
Bacilos medianos, delgados, forma filamentosa,
FT-13 Positivos con esporas terminales, algunas en cadenas de
dos.
Bacilos pequefios y grandes, delgados, con
FT-14 Positivos forma filamentosa, espora terminal, en cadenas
de 2.
N Bacilos medianos, largos, delgados, no
TM-8 Positivos )
filamentosos, no presentan espora terminal.
- Bacilos medianos y largos filamentosos,
TM-12 Positivos _
delgados, no dispuestos en cadenas.
N Bacilos medianos y delgados, algunos con
Cel-7  Positivos _
espora terminal.
- Bacilos semicurvos, delgados, forma
Cel-10 Positivos

filamentosa, algunas en cadenas de 2.

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 3. Fotografias del estriado por agotamiento de los 18 cultivos bacterianos

reactivados

Vista panoramica del estriado por

) Vista superior de colonias a 40x
agotamiento

CB-13

Fuente: Elaboracion propia

Continua. ..
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Vista panoramica del estriado por

) Vista superior de colonias a 40x
agotamiento

CB-20

BT-13

Fuente: Elaboracion propia

Continua. ..
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Vista panoramica del estriado por Vista superior de colonias a 40x
agotamiento

BT-16

Fuente: Elaboracion propia

Continua. ..
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Vista panoramica del estriado por

) Vista superior de colonias a 40x
agotamiento

BT-19

BT-20

Fuente: Elaboracion propia

Continua...
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Vista panoramica del estriado por

) Vista superior de colonias a 40x
agotamiento

FT-3

FT-4

Fuente: Elaboracion propia

Continua...
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Vista panoramica del estriado por
agotamiento

Vista superior de colonias a 40x

FT-8

FT-10

Fuente: Elaboracion propia

Continua. ..
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Vista panoramica del estriado por

) Vista superior de colonias a 40x
agotamiento

FT-13

FT-14

Fuente: Elaboracion propia

Continua...
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Vista panoramica del estriado por

) Vista superior de colonias a 40x
agotamiento

TM-8

TM-12

Fuente: Elaboracion propia

Continua...
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Vista panoramica del estriado por Vista superior de colonias a
agotamiento 40x

Cel-7

Cel-10

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 4. Fotografias del campo microscépico de 1000x de los 18 cultivos

bacterianos sometidos a tincion Gram

Bacteria CB-13 ._ Bacteria CB-16

Bacteria CB-20 Bteria B-13

Bacteria BT-14 Bacteria BT-16
Fuente: Elaboracion propia Continda...
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Bacteria FT-13 Bacteria FT-14

Bacteria TM-8 Bacteria TM-12

Bacteria Cel-7

Fuente: Elaboracién propia Continta...
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Bacteria BT-19 Bacteria BT-20

AR X 1
Bacteria FT-3 Bacteria FT-4

A > o B

Bacteria IiT Bacteria FT-10

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 5. Visualizacién de zonas de hidrolisis originado por celulasas. Revelado

con Rojo Congo 0.1% (p/v) pH 6.0

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 6. Curva de calibracién del reactivo Bradford.

Se utilizé un gradiente de concentraciones de albumina sérica bovina entre 0.02 a

0.5 mg/mL; se registr6 la D.O. correspondientes a cada tubo reaccion contra

blanco de muestra. Se obtuvieron promedios de lectura de la densidad Optica

COmo se muestra a continuacion:

N°tubo BSA -

reaccion mg/mL Y oo
1 0,02 0.102
2 0,03 0.140
3 0,04 0.185
4 0,05 0.232
5 0,10 0.480
6 0,15 0.604
7 0,20 0.732
8 0,25 0.851
9 0.4 1.085
10 0.5 1.179

Fuente: Elaboracion propia.

Lectura neta de D.O.

®  Puntos considerados
Linea de tendencia

1.2

1.0

0.8 4
]

0.6 ]
Weight

0.4

0.2 1

0.04 de D.O.

Equation

Pearson's r
Adj. R-Square 0.99518

Lectura neta  Intercept 0.00717

y=a+b*
No Weighting

Residual Sum  6.65581
of Squares E-4

0.99793

Standard Erro
0.00539
0.12246

Value

Slope 4.65746

T
0.0 0.1 0.2

T
0.3 0.4 0.5

BSA (mg/ml)

De la curva patrén elaborada de BSA, se obtiene el modelo de regresion lineal que

es la Ecuacion 1; del cual, se despeja la Ecuacion 2 que fue utilizada para estimar

el contenido proteico de las muestras.

Ecuacion 1:

Siendo:

y = 0,00717 + 4,65746X

y = Absorbancia

x = Concentracion proteinas (mg/mL)

Ecuacion 2:

Concentracién = 0,2147

(Absorbancia)
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Anexo 7. Curva de calibracién del DNS

Se utiliz6 un gradiente de concentraciones de glucosa entre 0.02 a 0.5 mg/mL
segun Ghose (1987), se registré la D.O. correspondientes a cada tubo reaccién
contra blanco de muestra. Se obtuvieron promedios de lectura de la densidad

Optica como se detalla a continuacion:

| Equation y=a+b*x
164 Weight No Weighting -
1 |Residual 0.0116
N°tubo BSA S 1.4 |sumof
2 Y po { |Pearsonsr  0.9888
reaccibon mg/mL 12 [ mtasar 09668
1 0 25 o 2575 E Value  Standard Err
! ! 1.0 - Intercep -0.0460 0.06562
D.O n
2 0 5 0 609 i o Slope 1.42091 0.15106
) 1 O' 0.8 .
3 0,665 0,96 o 0 e-
4 1 1566 04
Fuente: Elaboracion propia 027 -
1 m  Puntos considerados
004 = ——— Linea de tendencia
-02 T T

T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Glucosa (mg/mL)

De la curva patrén de Glucosa, se obtiene la Ecuacion 3; de la cual, se despejo la
Ecuacion 4 que fue utilizada para estimar las concentraciones de azuUcares

reductores de las muestras.

Ecuacion 3:
y =-0,0460 + 0,7105x

Siendo:
y = Absorbancia

x = Concentracion azucares reductores (mg/mL)

Ecuacion 4:
Concentraciéon = 0,81626 (Absorbancia)
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Anexo 8. Andlisis de varianza de didmetro de zona de hidrélisis por actividad

de celulasas
e ST ot o v
Entre grupos 741,785 17 43,6344 110,23 0,0000
Intra grupos 7,125 18 0,395833
Total (Corr.) 74,91 35

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 9. Andlisis de varianza de medias generales de actividad en FPU de las

bacterias FT-4, CB-13, TM-12 y Cel-7

Suma de Cuadrado
Fuente Gl _ Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0,0200737 3  0,00669122 10,77 0,0035
Intra grupos 0,00496933 8 0,000621167
Total (Corr.) 0,025043 11

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 10. Glosario de términos

Acido desoxirribonucleico (ADN): Un é&cido nucleico de doble cadena,

compuesto de adenina, guanina, citosina, timina, desoxirribosa y fosfato.

Acido ribonucleico (ARN): Un A&cido nucleico de una sola cadena,

compuesto de adenina, guanina, citosina, uracilo, ribosa y fosfato.

Acido ribonucleico mensajero (ARNm): Un &cido ribonucleico que se

transcribe a partir de la matriz de ADN.

Acido ribonucleico ribosomal (ARNr): Un &cido ribonucleico que participa

en la formacion de los ribosomas.

Biomasa: Cantidad de materia producida o existente en un ser vivo y que se
encuentra en forma de proteinas, carbohidratos, lipidos y otros compuestos
organicos. Normalmente, se mide en peso seco (una vez que se ha sometido
a desecacion a temperaturas moderadas). La biomasa se puede utilizar como

materia prima renovable y como energia material.

Celobiosa: Un disacarido formado por dos glucosas unidas por los grupos

hidroxilo del carbono 1 en posicion beta de una glucosa y del carbono 4 de la

otra glucosa. Por ello, este compuesto también se llama beta - D -
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glucopiranosil (1 - 4) beta - D - glucopiranosa. La celobiosa aparece en la

hidrolisis de la celulosa.

Celodextrina: Polimeros de glucosa de diverso tamafio (dos o mas
monémeros de glucosa), producto de la hidrélisis incompleta de la celulosa

insoluble

Cromatografia de intercambio i6nico: Es un método que permite la

separacion de moléculas basado en las propiedades de carga eléctrica.

E — value: Representa el numero de hits con el mismo o similar score que se

puede esperar de encontrar al azar.

Enzima termoestable: Catalizador biolégico, capaz de describir actividad
frente a altas temperaturas sin perjuicio de desnaturalizarse ni afectarse su

conformacion proteica.

Hit: Secuencia de nucledtidos de ADN, ARN o proteinas, previamente

caracterizada, presente en una determinada base de datos de un programa

informatico.
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Match: Homologia de la secuencia problema de nucle6tidos (query) con la
secuencia previamente caracterizada en la base de datos (hit), siendo los

nucleotidos que coinciden en el alineamiento.

Query: Secuencia problema de nucle6tidos de ADN, ARN o proteinas, la cual
va a ser alineada con otras secuencias en una base de datos determinada,

como por ejemplo, BLAST.

Sustrato: Especie quimica que se considera, de forma explicita, objeto de la

accion de otros reactivos. Por ejemplo, un compuesto cuya transformacion

esta afectada por un catalizador.
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Anexo 11. Pulpa de papel periddico tratado para utilizacién en ensayos de

fermentacion

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 12. Ensayos de fermentacion sumergida segun el experimento de

Plackett-Burman

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 13. Cuantificacion de proteinas solubles de las fracciones colectadas

durante la cromatografia de intercambio aniénico por método de Bradford

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 14. Corrida electroforética de las fracciones colectadas durante la

separacion y purificacion de la B-glucosidasa

Fuente: Elaboracion propia
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