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Resumen

Los residuos agroindustriales, debido a que estan compuestos por lignocelulosa
(celulosa, hemicelulosa y lignina), pueden ser utilizados como materia prima para
la produccién de combustibles. Desafortunadamente, su estructura es compleja y
por lo tanto su degradacion es particularmente complicada. Aunque los procesos
de degradacion bioldgica constituyen una opcion para el procesamiento de estos
materiales, hasta el momento no se ha logrado incrementar su eficiencia. Entre las
razones que originan este problema se encuentra el que se requiere un gran
ndamero de enzimas para la hidrolisis de estos residuos y se desconocen los
mecanismos utilizados para tal fin. Esta falta de informacién ocasiona que se
empleen altas cargas de enzimas lo cual eleva los costos de produccion.

Los consorcios microbianos son comunidades de microorganismos en donde las
poblaciones interaccionan para lograr un fin comin. Generalmente producen un
arsenal enzimatico por lo que son utilizados para la degradacion de sustratos
complejos como la lignocelulosa.

En el presente trabajo se evalu6 el proceso de degradacién realizado por el
consorcio nativo MP-06 sobre pericarpio de maiz nixtamalizado. Se evalud la
produccion de actividades enziméticas, el perfil quimico de los componentes
principales y la determinacion de la estructura taxonémica del consorcio MP-06
durante el proceso de degradacion. Se determind la produccion en mayor
proporcion de a-amilasas (847 U/g de residuo), seguido por las endo-xilanasas
(484 Ulg de residuo), mientras que las endo-glucanasas presentaron una menor
actividad (208 U/ g de residuo). Por lo que respecta a las xilanasas, ademas de las
endo, se identificaron a-L-arabinofuranosidasas y B-xilosidasas, ambas enzimas
producidas en baja proporcién. Por lo que respecta a las celulasas, se identificé a
enzimas con actividad, endo-glucanasa, exo-glucanasa y [B-glucosidasas, estas
dos dUltimas actividades en menor proporcion respecto a la endo. Todas las
enzimas fueron producidas en las primeras 24 horas, pero los niveles de
produccion variaron a lo largo del tiempo. En términos generales se encontrd que
en los dias 3-5 se presentdé la mayor produccion de celulosas, mientras que las
xilanasas presentan su mayor produccion en los dias 4-7 del proceso de
degradacion. Los perfiles de produccién enzimatica y de degradacién de los
componentes del pericarpio, indican que en las primeras 24 las enzimas se
encargan de solubilizar y separar una gran porcion de celulosa y hemicelulosa.
Posteriormente los azlcares solubles son hidrolizados y los productos actlan
como sefales para la induccidon de la sintesis de una mayor diversidad y cantidad
de enzimas.

El género mas abundante en el consorcio fue Paenibacillus.

Los resultados obtenidos en este trabajo abren la posibilidad de realizar nuevas
investigaciones para la determinacion del mecanismo de accion de las enzimas en



la degradacion de lignocelulosa y ofrecer una alternativa viable para el
aprovechamiento de estos residuos.
Summary

Agroindustrial residues are composed by lignocellulose (cellulose, hemicellulose
and lignin), and can be used as starting material for the production of fuels.
Unfortunately, the complex structure of lignocellulose makes difficult the
degradation process. Although the biological degradation is an option for the
processing of these materials, until now the commercial enzymatic extracts are not
as efficient as the chemical methods. This is mainly because in the degradation of
lignocellulose a diversity of enzymes is needed and the mechanism used by these
enzymes to hydrolyze the substrate is unknown. In order to increase the efficiency,
a high load of enzymatic extracts is used; however this strategy also increases the
budget.

Microbial consortia are communities where microorganisms interact with each
other for common benefits. Generally are used for the degradation of complex
substrates, like lignocellulose, because synthesize a great diversity of enzymes.

In this study, it was found that the consortium PM-06 achieved the degradation of
61 % of the pericarp produced by the nixtamalization industry. a-Amylase was the
highest enzymatic activity synthesized (847 U/g of residue), followed by B-endo-
xylanase (484 U/g of residue), while endo-glucanases presented a lower activity
(208 U/g of pericarp). Besides endo-xylanases, a-L-arabinofuranosidases and -
xylosidases were detected but in lower proportion. Cellulose degrading enzymes
also included, exo and B-glucosidases activities, but these enzymes were present
in lower proportion than the endo-glucanases. Although all the enzymes were
synthesized during the first 24 h, the production levels were variable during
degradation. While the highest production of cellulases was obtained between 3-5
days, the xylanases were obtained between 4-7 days.

The profile for the enzyme production and pericarp components degradation
indicated that in 24 h a great amount of cellulose and hemicellulose was separated
and solubilized. These soluble components were further hydrolyzed and the
products worked as signals for the induction of enzymes in different periods of time
during degradation.

Metagenomic analysis indicated that the most abundant bacteria genera in the
consortium was Paenibacillus.

The results obtained in this work create the possibility of conducting new research
to determine the mechanism of action of the enzymes for the degradation of
lignocellulose and offer a viable alternative for the use of these residues.
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[. Introduccién general

En México el maiz es el principal cereal cultivado, participa con el 18% del valor de
produccion del sector agricola y concentra el 33% de la superficie sembrada en el
territorio nacional (7.5 millones de hectareas) (SHCP, 2014). El maiz es utilizado
como alimento humano, ya sea a través de un procesamiento doméstico o
industrial (FAO, 2001). En México el maiz es consumido principalmente en forma
de tortillas las cuales son producidas a través del proceso de nixtamalizacion que
es el cocimiento alcalino de los granos de maiz, de este proceso se obtienen dos
diferentes efluentes: el nixtamal y el nejayote. El nejayote, considerado como un
residuo agroindustrial, contiene de 1-3% (p/v) de sélidos entre los que se
encuentran el pericarpio y el endospermo (Sanchez, 2010) . En México las
principales industrias que se dedican a la produccion de harina de maiz
nixtamalizada estan concentradas en un pequefio sector, dentro de las que
destacan, por orden de importancia, el Grupo Industrial MASECA que participa
con 71.2% del mercado, MINSA con un 23.54%, Harimasa 1.4%, Cargil de México
1.3 %, Molinos Andhuac 1.1% y Productos Manuel José 0.2%.

Los procesos industriales que se llevan a cabo en la obtencion de los productos
de valor comercial generan residuos agroindustriales, materiales en estado sélido
o liquido, que se generan a partir del consumo directo de productos primarios o de
su industrializacion, que ya no son de utilidad para el proceso que los genero, pero
que son susceptibles de aprovechamiento o transformacion, para generar otro

producto con valor econémico de interés comercial y/o social (Saval, 2012).

El pericarpio es un residuo lignocelulésico debido a que estd constituido
principalmente de lignina, celulosa y hemicelulosa, polimeros que en conjunto se

denominan biomasa lignoceluldsica.

En la actualidad el aprovechamiento de los residuos lignocelulosicos o biomasa
lignoceluldsica tiene como finalidad obtener azlcares para la produccion de
biocombustibles; sin embargo, a pesar de la alta disponibilidad de estos residuos

la complejidad de su estructura obstaculiza su hidrolisis. A este respecto en la

11



actualidad los métodos mas eficientes de hidrdlisis son los quimicos y

fisicoquimicos, que generan subproductos contaminantes, demandan gastos
elevados de energia e inversiones econdmicas elevadas. Ademas de ser procesos
que hidrolizan parcialmente los residuos y necesitan adecuaciones para ser
procesos optimos (Cuervo et al., 2001; Hendriks and Zeeman, 2009; Martinez and
Valverde, 2009; Tu, 2014).

Por diversas desventajas que presentan los procesos mencionados anteriormente
se ha optado por el uso de los métodos biolégicos que son mas especificos,
disminuyen gastos de energia y de recursos para la obtencién de productos y son
procesos amigables con el ambiente. Diversos sistemas enziméaticos,
principalmente fungales, se han utilizado para el aprovechamiento de residuos
lignoceluldsicos. En el mercado existe una gama de preparaciones enzimaticas
dirigidas a la hidrdlisis de los componentes de la lignina, hemicelulosa y celulosa;
sin embargo, la proporcion de esta composicion depende de la naturaleza del
residuo, lo que origina que la demanda de ciertas enzimas sea en diferente
proporcion para el tratamiento de cada residuo. En la industria las preparaciones
enzimaticas son utilizadas como cajas negras obteniendo solamente la hidrdlisis
parcial de los residuos, es por esto, que en este trabajo se pretende analizar el
proceso de degradacion y los sistemas enzimaticos producidos por un consorcio
microbiano que tiene capacidad de degradar pericarpio de maiz nixtamalizado. El
analisis de la relacion entre el proceso de degradacion y la produccién de enzimas
respecto al tiempo ayudard a entender el proceso de hidrélisis biolégico de los
materiales lignocelulésicos para poder lograr en un futuro la manipulacion y
obtencion de cécteles enzimaticos eficientes para uso comercial asi como la

obtencion de productos derivados de valor agregado.
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2.1. Biomasa lignocelulésica

Todo aquel conjunto de residuos de procesos agricolas, forestales o incluso
industriales generados en grandes cantidades se le denomina biomasa
lignocelulésica. Los principales componentes de esta biomasa son celulosa,
hemicelulosa y lignina componentes que posee la biomasa en mayor porcentaje
en peso y en menor proporcidn se encuentran pectinas, proteinas, extractivos y
cenizas (Martinez, 2015; Ferrer, 2000; Velilla, 2005)

Aproximadamente el 40% de la biomasa producida por la fotosintesis es
considerada como productos ricos en fibras de lignocelulosa, como la paja, el
bagazo, tallos, madera y aserrin, etc. (Salmones, 1996). La generacion de esta
biomasa es principalmente de la agricultura y de las agroindustrias. Valdez et al.
(2010) publicaron datos oficiales de 2006 que establecen que en Meéxico se
produjeron 75.73 millones de toneladas de materia seca (Savala, 2012). A nivel
internacional China genera 200 millones de toneladas de rastrojo de maiz cada
afo (Feng, 2011), trayendo consigo problemas de contaminacién ambiental y
desperdicios de recursos, que son causantes de preocupacién a nivel mundial,
México se encuentra en una etapa en la que se deben tomar medidas en la
remediacion de los problemas que el sector agroindustrial genera con la
produccion de residuos lignocelulésicos.

Uno de los procesos que se realizan a nivel industrial en el pais es la produccién

de harina de maiz que incluye en su elaboracién el proceso de nixtamalizacion.

2.2 Nixtamalizacioén

En México, el maiz forma parte de la alimentacién diaria de la poblacién, es el
cultivo de mayor presencia en el pais, constituye un insumo para la ganaderia y

para la obtencion de numerosos productos industriales por lo que desde el punto
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de vista alimentario, econdémico, politico y social, es el cultivo agricola méas
importante (Polanco y Flores 2008, SIAP 2008).

El consumo de maiz en México es principalmente en forma de tortillas, que son
producidas a través del proceso de nixtamalizacion. La palabra nixtamalizacién se
refiere al proceso alcalino de coccién del maiz para convertirlo en masa, y de ahi a
una amplia cantidad de diferentes productos, entre las cuales la tortilla es

posiblemente la mas importante (Boucher et al., 1995).

La etapa esencial de este proceso es la coccion de los granos de maiz en cal,
seguido por la remocién del pericarpio y su posterior molienda para hacer una
masa. La coccion en cal tiene varias ventajas: facilita la remocién del pericarpio,
controla la actividad microbiana, mejora la absorcion de agua, hidroliza proteinas y
mejora el valor nutricional (Paliwal et al., 2001).

El proceso de nixtamalizacion induce cambios estructurales, quimicos, funcionales
y nutricionales en el maiz. La penetracion del agua caliente que acarrea iones de
calcio, afecta la pared celular, la lamela media, e induce gelatinizacién parcial del
almidon y un aumento significativo en la insolubilidad de las proteinas. Mucho del
calcio se queda en el pericarpio, pero cantidades altas penetran en la estructura
del endospermo. El proceso reduce la fibra dietética insoluble y aumenta la fibra
dietética soluble; favorece la disponibilidad de la niacina, que no es biodisponible

en el maiz, con lo que se evita el desarrollo de pelagra (Boucher et al., 1995).

Las operaciones unitarias a escala industrial son las mismas que en los molinos
de nixtamalizacion (cocimiento del maiz con agua y cal y su posterior lavado), la
diferencia consiste en que en la fabricacion de harina el proceso de cocimiento
alcalino estd automatizado integrando sistematicamente el proceso desde el
abastecimiento de materia prima hasta el envasado. El proceso de produccion de
la harina de maiz nixtamalizada, consta de dos etapas. La primera consiste en el
cocimiento alcalino del maiz, la segunda etapa esta integrada por las operaciones
posteriores a la molienda y consiste en secado, tamizado, envasado vy

almacenamiento (Arroyo, 1989).
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El proceso de nixtamalizacion genera dos productos: el nixtamal (solido) que es la
prioridad comercial y el nejayote (liquido).

El nejayote es un residuo que contiene gran cantidad de materia organica y que
posee un pH alcalino cercano al maximo debido al uso de hidroxido de calcio en el
proceso de nixtamalizacion y son desechados a temperaturas elevadas
provocando dafios al ambiente debido a que las plantas de tratamiento no cuentan
con la capacidad de tratar estos efluentes pudiendo provocar eutrofizacion en
cuerpos de agua, contaminar suelos y provocar problemas de olor (Espinosa,
2002).

En México han surgido diversos estudios en los que se busca aprovechar los
residuos generados por la industria productora de harina de maiz; en Nuevo Ledn
se ha desarrollado estudios en la caracterizacion e identificacion de esterasa del
acido ferulico asi como la producciéon de acido feralico con el uso de aislados
microbianos (Allan and Gadmez, 2012; Rostro et al., 2014) del nejayote y pericarpio
de maiz , en el estado de Querétaro también se ha realizado estudios para la
produccion de arabinoxilanos empleando procesos quimicos, fisicos y enzimaticos
considerando las relaciones sinérgicas que pudieran darse para la produccién de
arabinoxilanos (Garcia, 2016). En Yucatan la Universidad autbnoma de Yucatan
se ha enfocado al aprovechamiento del nejayote en la produccién de amilasas y
procesos de fermentacion (Gonzalez Barrera Herbert Rafael, 2005; Medina, 1996).
En la actualidad son pocos los estudios que se han realizado en el pais,
enfocados al aprovechamiento del pericarpio de maiz nixtamalizado empleando

consorcios microbianos para su degradacion.

La separacion de los solidos presentes en el nejayote es una alternativa para
disminuir la DBO del efluente de la nixtamalizacion. El residuo solido es el
pericarpio aprovechado actualmente como alimento para ganado, pero que puede
tener ser aun mas redituable ya que es un material lignoceluldsico que puede ser
aprovechado para la produccién de biocombustibles o la obtencion de enzimas u

otros productos de valor agregado.
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2.4 Pericarpio de maiz

Los granos de maiz son cariépsides desnudas, cuyas partes fundamentales son el
pericarpio, el endospermo, el germen y el funiculo. El principal parametro de

clasificacion es el color externo del grano(Machado, 2001).

El pericarpio es el constituyente de la parte externa del grano y representa entre el
5-6% del total de su peso, tiene como funcion la proteccién contra el ataque de

insectos y de las condiciones ambientales adversas.

El pericarpio de maiz esta formado por un tejido denso y correoso, compuesto por

almidon, grasas, proteinas, cenizas y azucares (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion del pericarpio. Fuente: adaptado de watson, 1998

Composicion B . _
%) Endospermo Embrion Pericarpio Escutelo

Almidon 87.6 8.3 7.3 5.3
Grasas 0.8 33.2 1.0 3.8
Proteinas 8.0 18.4 3.7 9.1
Cenizas 0.3 10.5 0.8 1.6
Azlcar 0.6 10.8 0.3 1.6
Resto 2.7 18.8 86.9 78.6
% materia seca 83 11 5.2 0.8

Mediante analisis de los componentes Yoshida et al. (2010) determinaron la
composicion quimica (p/p%) y la composicion relativa de monosacaridos (p/p%) en

muestras de pericarpio de maiz, dichos valores se muestran en el Cuadro 2.

16



Cuadro 2. Composicion quimica del pericarpio. (Yoshida et al., 2010)

Componentes (%)

Composicion quimica

Humedad @ 8.0 = 0.1
Carbohidrato 2 83.2 £3.2
Holocelulosa 2 78.6 £ 0.5

a-celulosa @ 25.1 £ 0.8

Lignina insoluble en acido 2 40 = 0.3

Proteina ® 95+ 0

Lipidos 2 6.6 £ 2
Acido uronico 2 0.6 + 0.1

Cenizas 2 06 =0
Composicion relativa de Monosacaridos

Manosa ” 41 + 1.3

Xilosa P 33.4 £0.5

Glucosa® 36.8 + 0.4

Galactosa® 59 + 0.6

Arabinosa® 20.0 + 0.4
Rhamnosa tre

trc. Trazas

hemicelulosa, siendo esta Ultima la que

glucosa y arabinosa (Cuadro 2).
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a. Valores expresados como media £ SD (n=3),

b. Valores expresados como medias = SD (n=2),

La composicion quimica del pericarpio de maiz esta constituida por un 80 a 83%
de carbohidratos. La fraccion de holocelulosa comprende a la a celulosa y a la
se encuentra presente en mayor

proporcion con un 53.1%, teniendo como monosacaridos mayoritarios la xilosa,




2.4.2. Efectos de la nixtamalizacion en la Composicion del pericarpio

La coccion alcalina y el remojo provocan la disolucion e hinchamiento de las capas
del pericarpio, esto hace que las paredes celulares y los componentes de la fibra
dietética de esta parte del grano se vuelvan fragiles, facilitando su remocién, lo
cual disminuye el contenido de fibra dietética insoluble (Lépez et al. 2009). La cal
mantiene el pH alcalino necesario para hidrolizar la hemicelulosa del pericarpio
convirtiéndola en gomas solubles y provoca alteraciones estructurales (Bartolo,
1999).

El calcio se incorpora principalmente en el pericarpio y se ha reportado que se
encuentra presente en forma de sales de acidos poliurénicos y/o enlazados por

grupos fendlicos derivados de la degradacién de la lignina (Mondragon, 2004)

(Caballero Briones et al., 2000), determiné por andlisis semicuantitativo de
difraccién de rayos x, los cambios que sufre el pericarpio de maiz por el proceso
de nixtamalizacion en donde se observo un decremento en la concentracion de la
arabinosa y la tendencia a aumentar de la celulosa, este fenbmeno se debe al
proceso de disolucién de hemicelulosa y de la transicion de fase de la celulosa
nativa (cristalina) a celulosa Il (amorfa) en el medio alcalino, que se inicia con la

hinchazén intracristalina seguido de la transicion de fase a celulosa |l.

Se ha determinado también los cambios sufridos por la nixtamalizacion del
pericarpio de maiz en donde se encontraron pequefias cantidades de silicio

fésforo y nitrégeno (Bartolo et al. 1999)

Rostro-Alanis et al. (2014), reportan que durante el proceso de nixtamalizacion se
modifica la composicion del pericarpio, disminuyendo las concentraciones de
celulosa, hemicelulosa y lignina. Se presentan otros componentes derivados de

dicho proceso (Cuadro 3)

18



UADY

POSGRADO
INSTITUCIONALI
EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y
MANE]O DE RECURSOS
NATURALES TROPICALES

Cuadro 3. Composicion del Pericarpio de maiz nixtamalizado (PMN) (Rostro et al.,

2014)
Componente PMN (%)
Celulosa 18.73 £0.81
Almidon 13.13+1.75
Xilano 26.56 £ 0.67
Arabinano 13.01+ 1.09
Grupos acetilo 2.37+£0.33
Acidos Uronicos 2.76 +0.33
Acido Ferulico 0.79+ 0.03
Lignina Klason 4.67 +0.18
Ceniza 2.72+£0.03
Proteina 5.56 £ 0.28
Extractos 8.81 £ 0.05
Otros componentes (por diferencia) | 0.89

n=3 (g/100g de materia seca)



2.5 Componentes principales de la Biomasa Lignocelulésica

2.5.1 Lignina
La lignina tiene una estructura aromética y consta de subunidades de fenilpropano

unidas mediante enlaces carbono-carbono o éter y forman una estructura
tridimensional muy compleja. En general, las ligninas son copolimeros que se
derivan principalmente de tres unidades fenilpropano-monoméricas basicas:
alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico (Fig. 1) (red espafiola
de compostaje, 2014). Es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas
y junto con la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular vegetal. Forma
redes de lignina-hidratos de carbono en una disposicion regulada a nivel nano-
estructural (Martinez et al., 2015). La lignina, es una abundante fuente de materias
primas renovables con perspectivas bastantes promisorias. La industria papelera
produce enormes cantidades de lignina cada afio que pueden tener aplicaciones
directas, como las presentadas por los ligno-sulfunatos, compuestos no peligrosos
que poseen aplicaciones como dispersantes de pesticidas, emulsificantes y
secuestradores de metales pesados. Ademas, la lignina (sin ningun proceso de
modificacién quimica) puede ser utilizada como copolimero (Lopez et al. 2010).

CH,OH CH,0H CH,OH

-

OCH, CH,07 OCH

OH OH OH

Fig. 1. Unidades basicas constituyentes de la lignina

En la degradacion controlada de lignina a partir de desechos lignocelulésicos se
generan compuestos aromaticos que pueden ser utilizados como materia prima en
diferentes procesos, como, por ejemplo, la produccion de vainilla. Ademas, la
lignina seca es vendida a la industria quimica para ser utilizada como reactivo para

la sintesis de productos poliméricos. (Castillo et al., 2012).
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2.5.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un heteropolimero constituido ya sea por una cadena principal
de xilano (homopolimero) o por dos o mas unidades, como los glucomananos,
tiene diferentes ramificaciones como pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas
(glucosa, manosa y galactosa) o &cidos urdnicos (&cidos glucoroénicos,
metilglucorénico y galacturénico) (Nogués, 2010). Por otro lado sus azlcares
estan esterificados con acido acético y/o acido ferulico generando una estructura

muy variable (Bribiesca, 2013).

Hemicelulosa

mfg\ié, D
-

Cadena principal

H
WA a HO 1 0
H.OH H.OH
H 0OH H HneH
H H H H
D—Xilosa D-Galactosa
Cadena lateral
H Qs 0H U* OH
WA ° A2
H,OH OH nHOH OH  H SH.OH
Hi
-~
H.
o H H H OH
L-Arabinosa A-O-metil Glucurdnico D=Glucurdnico

Fig. 2. Estructura de la hemicelulosa (Restrepo, 2004)

Los azUcares presentes en la hemicelulosa son fermentables, por lo que a partir
de ellos se pueden derivar los biocombustibles; como el etanol o compuestos

como el acido lactico. Por otro lado, los componentes de la hemicelulosa pueden
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ser utilizados en la preparacion de productos como: cosméticos, farmacéuticos,

para alimentacién animal y humana (principalmente relacionados con alimentos
dietéticos y funcionales), plasticos como el xilitol, el acido acético, el furfural y
productos poliméricos de sintesis (resinas furanicas) de interesantes propiedades,
debido a su caracter biodegradable en contraste con los plasticos derivados del

petrdleo (Lopez et al., 2010).

2.5.3 Celulosa

La celulosa es el compuesto organico natural mas abundante y una materia prima
potencial para producir combustibles liquidos o gaseosos y para la industria
quimica. La celulosa es un polimero lineal de residuos de glucosa, unidos por
enlaces B(1- 4) que se encuentran unidas a las unidades B-D-glucopiranosa, que
forman cadenas rectas reforzadas por enlaces cruzados de puentes de hidrogeno
(Fig. 3) (Melo,2007), por su estructura compacta y cristalina. Es muy resistente a
la hidrélisis y exige condiciones de concentracién acida y temperatura altas;
Algunos organismos (bacterias, hongos, insectos fitofagos, caracoles, etc.),
segregan enzimas celuliticas (celulosas) capaces de hidrolizar la celulosa (YUfera,
1995).

Fig. 3. Estructura quimica de la celulosa (Melo, 2007)

El inicio de la celulosa como material para fibras sintéticas en sustitucion de la
seda fue en 1899 cuando el aleman Lederer completé la fabricacion del acetato de
celulosa. El acetato de celulosa (CA) presentaba ventajas y sobre todo, no era
inflamable, le siguieron el butirato de celulosa (CB) y el acetato butirato de
celulosa (CAB) y el propionato de celulosa (CP); Estos esteres de celulosa,
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especialmente el CA, se consumen en cantidades importantes en forma de

laminas dentro de sus usos mas diversos estan en gafas, pelotas de ping-pong,
soporte fotogréafico, etc. Su aplicacibn méas frecuente es la de herramientas de
seguridad; igualmente, se utilizan para construir teclas de computadoras (Miravete
et al., 2003). Los articulos moldeados y extruidos de acetato de celulosa son de
uso muy extendido en los casos en que no se requiere una resistencia extremada
a la humedad. El acetato de celulosa es también de uso muy extenso en forma de
laminas, tiene una resistencia al impacto y propiedades eléctricas buenas y la
ventaja de una baja inflamabilidad, no poseida por el nitrato de celulosa (Billmeyer,
1975).

La celulosa no puede ser usada como un termoplastico, debido a que cuando
aumenta la temperatura se descompone, antes que fundirse. Sin embargo, se
puede combinar con diversos compuestos para formar varios plasticos de
importancia comercial, algunos ejemplos son el acetato de celulosa y acetato-
butirato de celulosa ABC; el acetato de celulosa se produce en forma de hojas
(para envolver), peliculas de fotografia y partes moldeadas. El acetato butirato de
celulosa es mejor material de moldeo que el acetato de celulosa porque tiene una
resistencia mas grande al impacto, menor absorcion de la humedad y mejor

compatibilidad con los plastificantes (Groover et al., 1997).

2.5.4 Almidoén

Los almidones representan un método muy importante para almacenar alimentos
en las semillas y tubérculos de las plantas. El maiz, las papas, el trigo y el arroz
contienen cantidades considerables de almidon (Brown, 2004).

El almiddn es un polisacarido de elevado peso molecular que contiene
generalmente alrededor del 20% de una fraccion soluble en agua, llamada amilosa

y el 80% de una insoluble, conocida como amilopectina (Morrison, 1998)

La amilosa es un polimero de glucopiranosas unidas entre si por enlaces
glucosidicos a entre el carbono 1 de una glucopiranosa y el grupo hidroxido del

carbono 4 de la siguiente, formando cadenas lineales (Ege, 1998).
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La amilopectina tiene enlaces a-1,4, pero por otro lado posee una estructura mas

compleja que la amilosa, ya que las moléculas de glucosa se unen también
mediante enlaces a-1,6, este tipo de enlaces permite que se produzcan sitios de
ramificaciones de las moléculas (Pena, 1988), que contienen aproximadamente un

milléon de unidades de glucosa en una Unica molécula (Ege, 1998).

El almidoén se biodegrada facilmente, de manera que sus disoluciones o deben ser
recientes o se deben preparar con un conservante. Un producto de la Hidrolisis del

almidon es la glucosa, que es un agente reductor (Harris, 2006).

2.6 Procesos de degradacion de materiales lignoceluldsicos

En los procesos convencionales la lignina se elimina por pretratamientos quimicos
(Liu and Wyman, 2003) o térmicos (Garrote et al., 1999), seguidos de Hidrolisis
enzimatica (Zhang and Lynd, 2004). La finalidad del pretratamiento en el material
lignocelulésico es remover la lignina, hidrolizar la hemicelulosa a azlcares
fermentables y reducir la cristalinidad de la celulosa para liberar glucosa (Cuervo,
2001).

2.6.1 Hidrdélisis acida

La Hidrélisis acida presenta dos enfoques, &cido concentrado a bajas

temperaturas y acido diluido a altas temperaturas.

La concentracién acida elimina principalmente celulosa y hemicelulosa. La
solubilizacion de los polisacaridos es alcanzada usando diferentes
concentraciones como 72% H2S0a4, 41% HCI o 100% &cido trifluroacético (TFA)
siendo el acido sulfurico el mas dificil de recuperar. Las concentraciones acidas
permiten operar a baja temperatura y presion media, que conduce a la formacion
de pequeias cantidades de productos de degradacion como el furfural y metil
furfural compuestos indeseables que se producen por ligeros cambios en la

temperatura y presion.
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En la utilizacion de acidos concentrados la recuperacion de estos es un paso clave

para la viabilidad econdémica del pre tratamientos; sin embargo, es un proceso
dificil y la neutralizacion de los mismos incrementa los costos de produccién
(Carvalheiro, 2008).

2.6.2 Acido diluido.

Consiste en la adiciébn de &cido diluido a la biomasa y su eficiencia esta
determinada por el contenido de lignina de los materiales (Cuervo et al., 2001),
esto es que a menor cantidad de lignina mejor eficiencia tendra la Hidrolisis pues
la demanda de acido por parte de la lignina para lograr la ruptura de sus enlaces
exige concentraciones altas de acido. Este método logra altos rendimientos en la
recuperacion de hemicelulosa ademas de generar en menor proporcién productos
de degradacion y problemas de corrosion en tanques de Hidrdlisis comparado con

la utilizacion de acidos concentrados.

Ademas de los &cidos inorganicos algunos acidos organicos débiles, como el
acido maleico es un potencial catalizador para promover la Hidrdlisis de celulosa
(Carvalheiro, 2008).

2.6.3 Autohidroélisis

Este proceso es catalizado por iones hidronio (H*)), generados por un proceso de
autoionizacién de agua, el Unico reactivo afiadido al sustrato, a una elevada
temperatura y presién. La auto-ionizacion del agua conduce a la despolimerizacion
de hemicelulosa por Hidrélisis selectiva de ambos enlaces glicésidicos y grupos
acetilo (Carvalheiro, 2008).

En una segunda etapa, los iones hidronio catalizan la hidrdlisis del 4cido acético,
el cual contribuye en forma importante a un aumento de la acidez y por lo tanto a
la hidrolisis de los componentes de la hemicelulosa. En la autohidrolisis los acidos
urénicos y aceético resultantes de la Hidrolisis de grupos acetilo y urdnicos
originalmente presentes en la hemicelulosa catalizan la Hidrélisis de los enlaces

entre hemicelulosa y lignina, asi como la Hidrdlisis de los hidratos de carbono.
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La autohidrélisis puede convertir hemicelulosa en sacéaridos solubles con un alto

rendimiento y con una baja formacion de subproductos, lo que hace una facil
extraccion de solidos residuales ricos en celulosa y lignina. Los productos de
autohidrdlisis son una mezcla de oligosacaridos, monosacaridos, acido acético y
derivados furanos, y hidroximetilfurano, los cuales pueden ademas someterse a
reacciones de descomposicion de acido formico y rendimiento de &cido levulinico.
(Carvalheiro, 2008)

Este pretratamiento tiene una alta recuperacion de hemicelulosa y no se necesita
catalizador, la lignina no se solubiliza significativamente y los azlcares se
hidrolizan parcialmente, por lo que se obtiene una fraccién liquida y una baja
proporcion de compuestos potenciales inhibidores de bioconversion. (Carvalheiro,
2008)

2.6.4 Tratamiento térmico alcalino

En la degradacién del pericarpio y de sus componentes el tratamiento alcalino se
realiza por medio de la adicibn de agua y cal a temperaturas elevadas,
Dependiendo de la temperatura de cocimiento, el pericarpio experimenta hidrolisis,
al reaccionar con el calcio presente en la solucién de coccion, durante la cual
pierde compuestos tales como hemicelulosa y otros carbohidratos, por una
lixiviacion producida por la solucion de cocimiento, esta pérdida puede conducir
temporalmente a una disminucibn marcada del contenido de calcio en el
pericarpio; este proceso influye en la cristalizacion de los componentes, y esta
correlacionada con el aumento de la temperatura y del tiempo de exposicion, es
decir a mayor tiempo de exposicibn a mayores temperaturas, mayor es el grado de

modificaciones quimicas y fisicas en el pericarpio.

Briones et al. 2000 determind que las etapas de coccibn se componen
principalmente de atacar a la cutina mediante la formacién de celulosa alcalina con
la combinaciéon de agua caliente alcalina y hemicelulosa. Provocando que el

pericarpio se hinche y posteriormente pase a una fase de transicion de la celulosa.
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2.6.5 Hidrdélisis enzimética

La digestion es la degradaciéon o descomposicion de los alimentos a moléculas,
este proceso ocurre normalmente en dos fases. Primero, el alimento es degradado
en forma mecéanica en trozos mas pequefios, la segunda fase de la digestion es el

proceso de rompimiento

La Hidrdlisis proteica enzimatica tiene varias ventajas. Entre ellas, la rapidez del
proceso, la alta especificidad, el coste moderado, y la posibilidad de obtener
productos de alta calidad que pueden comercializarse a gran escala (de Artifiano
and Castro, 2009)

Cualquier proceso de Hidrdlisis enzimética de biomasa lignocelulésica necesita
una fase de pre tratamiento, ya que la estructura de los componentes esta
disefiada para resistir ataques de insectos y microorganismos por su estructura
ordenada que ademas es resistente a efectos mecanicos ambientales. (Pérez,
1997)

2.7 Consorcios microbianos

Se entiende por consorcio microbiano como un grupo de diferentes especies de
microorganismos que actlan conjuntamente como una comunidad, para la

degradacion de distintos compuestos (Vela, 2006).

Se ha reportado que las asociaciones de dos 0 mas especies de microorganismos
pueden llevar a cabo procesos de degradacién de mayor eficiencia. Lo anterior, se
explica debido a que los microorganismos cuando estan expuestos a limitaciones
nutricionales u otros factores de estrés ambiental, estimulan de una u otra forma
interacciones benéficas de subsistencia, resultado de su asociacién con otros

organismos (Barreto and Anaguano, 2014).
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2.7.1 Consorcios microbianos reportados como degradadores de materiales
lignoceluldsicos.

La degradacion de la lignocelulosa es compleja, ya que resulta de la estructura
tridimensional de las paredes celulares de las plantas y las complejas

interacciones entre los diferentes componentes.

Se han establecido consorcios microbianos a partir de diferentes fuentes de
materiales lignocelulésicos, diferentes condiciones de tiempo, temperatura y

concentraciones, los cuales se abordan a continuacion.

Un consorcio microbiano, designado WCS-6 por Wang et al. (2011), fue
establecido por sub-cultivos sucesivos en presencia de paja de arroz y algodén en
condiciones estéaticas. Logrando una degradacion del 99 y 81.3 % de algoddn y

paja respectivamente.

Se obtuvieron nueve aislamientos bacterianos de WCS-6 cultivados en
condiciones aerdbicas, y la secuencia de sus 16S rADN indicaron que estas
bacterias se relacionaron con Bacillus thermoamylovorans BTA, Paenibacillus
barenholtz SAFN-016, Proteobacterium S072, Pseudoxanthomonas taiwanensis
CB-226, Rhizobiaceae str. M100, Bacillus sp. E53-10, HMD444 Proteobacteria
Beta, Petrobacter succinimandens 4BON y Acidophilus margaritifer N2-214. El
ADN total revel6 la presencia de secuencias afines a las de termo Ureibacillus
sphaericus, bacteria clon GC3 no cultivado, termo Succinogenes Clostridium no
cultivado, ademas de las secuencias identificadas a partir de las bacterias
cultivadas(Togores, 2011)

Feng et al. (2011) establecieron otro consorcio microbiano degradador de materia
lignoceluldsica, usando como sustrato polvo de rastrojo de maiz crudo no
esterilizado, el consorcio mantuvo su alta actividad celulitica y una estructura de la
comunidad bacteriana de forma estable, logrando una degradacion de 51% del
sustrato. Los resultados indicaron que las secuencias parciales de genes de rARN

son homdlogas o muy similares a Ralstonia sp. ,Clostridium sp., Firmicutes no

28



cultivados, Propionibacterium acnés, Betaproteobacterium no cultivables y

Pantoea sp.

Wongwiliawirn (2010) reporté un consorcio estructuralmente estable con la co-
existencia de ocho grandes microorganismos usando como sustratos el bagazo,
paja de arroz, rastrojo de maiz y lodos industriales de pulpa de eucalipto, el
consorcio comprende los géneros anaerdbicos bacterianos Clostridium y
Thermoanaerobacterium junto a una bacteria aerdbica facultativa
Rhodocyclaceae, bacilos y bacterias no cultivadas. La mayoria de las actividades
lignocelulésica incluyendo endo-glucanasa, xilanasa y B-glucanasa estaban
presentes en el sobrenadante del cultivo crudo en comparacion con la fraccion
unida a las células. El analisis protedmico extracelular de la fraccion unida a la
celulosa cruda revel6 la presencia de un sistema enzimatico lignoceluldsico
multiple compuesto principalmente de celulosas de clostridios junto con
hemicelulasas y una B-glucanasa de origenes relacionados con Clostridium,

Bacillus, y Thermobacillus.

2.8 Proceso Biocatalitico

Los procesos biocatalitico consisten en el uso de compuestos de origen biolégico
para dar lugar a una o series de reacciones simultaneas en las cuales una

molécula precursora es convertida.

Las enzimas ocupan el lugar mas destacado dentro de los biocatalizadores, son
de accidén sobre una sustancia concreta o sobre un determinado tipo de enlace
presente, la accion de las enzimas consiste en acelerar las reacciones quimicas
con un requerimiento de energia muy bajo en comparacion a una reaccién

catalizada por un compuesto quimico (Centro de Estudios Vector, 2004).

La degradacion enzimatica del material lignocelulésicos involucra una serie de
diferentes enzimas, degradadoras de celulosa, hemicelulosa y lignina que han sido
estudiadas intensivamente durante mas de dos décadas, Las reacciones
catalizadas por enzimas oxidativas juegan un papel significativo en la degradacion

completa de la biomasa lignoceluldsica estos mecanismos de reaccion han sido
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revelados sobre el nivel molecular de diversos componentes enzimaticos. Los

cuales se describen a continuacion.

2.8.1 Ligninasas

En la naturaleza, la lignina es encontrada en su mayoria como una parte integral
de la pared celular incrustado en una matriz de polimero de carbohidrato de

celulosa y hemicelulosa (Aehle, 2008).

Reacciones catalizadas por enzimas oxidativas juegan un papel significativo en la
degradacion completa de la biomasa lignocelulésica. La lignina es el tercer mayor
componente del material lignoceluldsico, su modificacion y degradacion enzimatica
es hasta ahora parcialmente conocido, a causa de las reacciones oxido reductivas

y radicales involucradas.

e Lignina peroxidasa (LiPs). Las peroxidasas fuangicas son hemoproteinas las
cuales oxidan su sustrato con peréxido de hidrogeno. Las LiPs tienen un
alto potencial de reduccion y pueden oxidar compuestos modelo de lignina
fendlicos, éteres aromaticos, y policilicos aromaticos. Cationes radicales
formados por la accion de la enzima causan reacciones severas diferentes
y finalmente resulta en divisiones del anillo. Las LiPs han sido

caracterizadas en varios hongos de podredumbre blanca.

e Manganeso peroxidasas (MnP). Manganeso peroxidasas son una
hemoproteina con un centro de manganeso. El Mn3* quelado puede
degradar los restos fenolicos de lignina. Los radicales fenoxi son formados
y sometidos a una variedad de reacciones que resultan en productos muy

similares a los generados por las LiPs.

e Lacasas. Las lacasas pertenecen a las metaloenzimas de cobre y al
subgrupo de azul oxidasas. La reaccidn tipica de las lacasas es la oxidacion

de un compuesto fendlico transfiriendo los electrones a la molécula de
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oxigeno para convertirla en agua. En la reaccion de oxidacion catalizad\a
por la lacasa el sustrato pierde un solo electrén y forma un radical libre. Los
radicales formados por la reaccion enzimatica pueden someterse a
reacciones no enzimaticas ya sea de hidratacion o polimerizacion
generando otras estructuras fendlicas intensamente coloreadas (Aehle,
2008).
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Fig. 4. Proceso esquematico de la degradacién enzimatica de lignina (Hofrichter,

2000).

2.8.2 Hemicelulasas

En la degradacion de hemicelulosa intervienen distintos tipos de enzimas, por su

diversa composicion. Los mecanismos de accion permiten diferenciar dos tipos

principales de enzima: endo y exo enzimas. Las primeras fragmentan la cadena

principal en zonas internas, mientras que las segundas liberan unidades

monomeéricas a partir de zonas terminales.

Endo-xilanasas. Actuan sobre los enlaces glicésidicos presentes en la
cadena principal ocasionando una reduccion del grado de polimerizacion
del sustrato. Asi, los productos que se generan son principalmente
oligbmeros de [(-D-xilopiranosil, aunque existen diferencias en las

caracteristicas especificas del producto final liberado causadas por el tipo
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de concreto de xilano y por la clase de endoxilanasa que actue (Red

Espafiola De Compostaje, 2014).

a-Glucuronidasas. Son enzimas que hidrolizan los vinculos entre a-1,2
acido glucuronico y residuos de xilosa en la glucuronoxilan. Catalizan la
hidrolisis por medio del mecanismo de inversion (shallom et al., 2004). Sin
embargo, el sustrato especifico varia con el consorcio microbiano, y
algunas glucuronidasas son capaces de hidrolizar el polimero intacto (Wet
and Prior, 2004).

Endomananasa. Cataliza la escision aleatoria de enlaces 3-manopiranosilo
dentro de la cadena principal de galactomanano, glucomanano,
galactoglucomanano y manano. Liberan cadenas cortas de B-1,4-Mano-

oligbmeros (Pandey, 2011).

B-Manosidasa. Libera D-manosa del extremo no reductor de
galacto(glucomananos y de mano-oligosacaridos producidos por la
actividad de la endomananasa. La actividad de la enzima es mas alta
cuando uno o mas residuos de D-manosa no sustituidas estan presentes

adyacentes a la terminal del residuo de D- manosa (Yarema, 2005).

B-Xilosidasa. Las B-xilosidasas hidrolizan B-1,4-xilooligosacaridos con un
grado de polimerizacion de 2 a 7, a una concentracion fija, con una tasa
creciente con el aumento de longitud de la cadena. (Harman and Kubicek,
2002).

a-L-Arabinofuranosidasa. Actla en sinergia con endoxilanasa, y J-
xilosidasa para la Hidrolisis del xilano. La adicion de esta enzima a

endoxilanasa mejora la sacarificacion del arabinoxilano(Bajpai, 2014).
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Esterasa de acido Ferulico. Desempefia una funcién similar a los alcalis en

la desesterificacion de los tejidos vegetales(Kuhad and Singh, 2007).
Estudios indican que la enzima hidroliza acidos fendlicos presentes en la

estructura de la hemicelulosa(Bedford and Partridge, 2011).

a-Galactosidasa. Hidroliza una variedad de a -D-galactosidos sencillos, asi
como moléculas mas complejas tales como oligosacéaridos y polisacaridos
(Cruz and Park, 1982). Varios grupos han desarrollado procesos
enzimaticos utilizando a -galactosidasa de origen vegetal, bacteriano,
fungico y la fuente para la hidrdlisis de galacto-oligosacaridos de la familia
de la rafinosa (Haghi, 2011).

Acido p-cumérico esterasa. La acido p-cumaérico esterasa es capaz de
romper el enlace éster entre el acido hidroxicinAmico, principalmente acido
ferdlico o &cido p-cumérico, y el azucar unido, y asi liberar el &cido

hidroxicinamico de materiales de la pared celular(Carmen, 1999)

Acetil xilano esterasa. Estas enzimas fragmentan los enlaces éster y por lo

tanto eliminan los restos de acetilo de arabinoxilano (Acton, 2012).
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Fig. 5. Proceso esquemético de la degradacion enzimatica de hemicelulosa (De,S
y Lucque, 2015)

2.8.3 Celulasas

La degradacion eficiente de celulosa requiere de una mezcla de la actividad de

diferentes celulosas actuando secuencialmente o conjuntamente.

e Endogluconasa. Las endogluconasas disocian las cadenas de celulosa
internamente; actdan principalmente sobre las partes amorfas de las fibras
de la celulosa, las endogluconasas hidrolizan enlaces B-1,4-glucosidicos al
azar. Estas no atacan a la celobiosa pero hidrolizan celodextrinas, celulosa
hinchada con &cido fosférico y sustituto de celulosa como el carboximetil
celulosa y la hidroxietil celulosa. La especificidad de estas enzimas no
puede ser muy alta dado que ataca facilmente a celulosa altamente

sustituida.

e Celobiohidrolasas. Degradan la celulosa empezando por las cadenas
finales libres, produciendo celobiosa, las celobiohidrolasas son también
capaces de degradar celulosa cristalina. Estas enzimas no atacan celulosa
sustituida lo cual refleja una alta especificidad de sustrato mayor que la de

endoglucanasa, las celobiohidrolasas hidrolizan celodextrinas pero no
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celobiosa. Celobiohidrolasas atacan los extremos de las cadenas de

celulosa, mientras que las cadenas de celulosa endo-glucanasas escinden

en el medio y reducen el grado de polimerizacién. (Teeri, 1997)

e [-glucosidasa. Hidroliza celobiosa y celo-oligosacéaridos a glucosa. Realiza

Su accion bajo dos mecanismos el de inversion y retencion (Fogarty, 1983)).
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Fig. 6. Proceso esquemaético de la degradacion enzimética de celulosa
(Nidetzky et al., 1994)

2.8.4 Amilasas

El almidon es un carbohidrato de reserva de alimentos en plantas y mayor fuente
de energia para organismos fotosintéticos. Este es abundante en la naturaleza y
esta compuesto de dos distintos polisacaridos, amilosa y amilopectina. La amilosa
es esencialmente linear, polimero hidrosoluble que consiste de vinculos a-1,4 D-

glucopiranosa, y la amilopectina esta altamente ramificada por enlaces a-1,6.

e Amilasa. Las amilasas degradan almidéon y compuestos relacionados,
hidrolizando enlaces glucésidicos a-1,4 y/o a-1,6 en un modo de accion
endo u exo. La variedad de enzimas que catalizan tales reacciones incluyen

a-amilasas, B-amilasas, amiloglucosidasas, a-glucosidasas, pululanasas e
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isomilasas. Cada una de estas enzimas pueden ser distinguidas de las

otras por las bases de reacciones especificas.

e Glucoamilasa. Las glucoamilasas son encontradas solo en bacterias,
arqueas y hongos. Atacan el extremo no reductor de las cadenas de
maltilooligosacaridos para producir glucosa. Las glucoamilasas pueden
adherirse tanto a enlaces glucosidicos a-(1—4) y a-(1—6) en estas
cadenas, asi como todos los demas enlaces a-glucodicos entre dos
residuos glucosil excepto en a,o-trehalosa (a-D-glucopiranosil a-D-
glucopiranosido). La velocidad de Hidrélisis aumenta con el aumento de la
longitud de la cadena de sustrato, pero teniendo en cuenta el tiempo y
concentraciones suficientemente bajos de solidos disueltos, las
glucoamilasas convertiran completamente los maltooligosacaridos a
glucosa, son enzimas muy lentas; esto es compensado por las grandes
cantidades producidas por muchos hongos. Su produccion inicial es f-
glucosa, ellos actian por un mecanismo inversor. Para concentraciones
altas de solidos disueltos que estan presentes en la industria de la
sacarificacion, las glucoamilasas producirdn concentraciones sustanciales
de di-, tri- y tetra-sacaridos por condensaciéon de glucosa y di y trisacaridos

para los extremos no reductores de glucosa. (Aehle, 2008)
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Fig. 7. Proceso esquematico de la degradacién enziméatica del almidén. (Maarel et
al. 2002)
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2.9 Relaciones sinérgicas

La sinergia depende de la relaciéon de las enzimas implicadas (Nidetzky et al.
1994) asi como la caracteristica especifica de la enzima y la caracteristica del
sustrato (Van Dyk, 2012) que determinan el tipo de enzima generada como las
relaciones que pueden haber entre ellas de acuerdo a su grado de sinergia o
sinergismo que se define como "la relacion de la tasa o el rendimiento de producto
liberado por las enzimas cuando se utilizan juntas comparado con la suma de la
tasa o el rendimiento de estos productos cuando las enzimas se utilizan por

separado”(Kumar and Wyman, 2009).

2.9.1 Sinergia entre celulasas

Las relaciones sinérgicas que se han podido establecer durante la degradaciéon de
la celulosa son entre diferentes celobiohidrolasas (con especificidad para extremos
reductores y no reductores), entre endo y exo gluconasas; endo gluconasas,
celobiohidrolasas y B-glucosidasas (Boisset et al., 2000, 2001; Lynd et al., 2002;
Qi et al., 2007; Zhang and Lynd, 2004; Zhang et al., 2010; Zhou and Ingram, 2000)
estas relaciones varian dependiendo de la naturaleza del sustrato, la naturaleza

especifica de las enzimas y las condiciones de ensayo. (Woodward, 1991).

2.9.2 Sinergia entre Hemicelulasas

En estas enzimas se han identificado tres tipos de sinergias: homosinergia se
produce entre las enzimas de escisién de la cadena principal; la heterosinergia
ocurre entre escision de la cadena principal y las enzimas desramificadoras; y la
anti- sinergia sucede cuando una enzima inhibe la accién de otra, por ejemplo
cuando una enzima elimina un elemento de la cadena principal y esta modificacién

es requerido para la accién de otras enzimas. (Kovacs, 2009).

Las relaciones sinérgicas que se han reportado en diversos estudios son las que
se establecen entre acetilxilan esteras y endoxilanasa; feruroil esterasa y
endoxilanasa; xilanasa, B-xilosidasa y acetil xilan esterasa; exo y endo-xilanasa

sobre xilano de granzas de avena; endo-xilanasa, p-xilosidasa y a-L-
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arabinofuranosidasa sobre arabinoxilan; sinergia entre endoxilanasa, a-L-
arabinofuranosidasa y endoxilanasa sobre arabinoxilan;Bmananasa, p—
manosidasa entre xalanasa en la goma de guar y la sinergia entre manasa y a—

galactosidasa (Kovacs, 2009).
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l1l. Objetivos

3.1 Objetivo General

Analizar el sistema biocatalitico de un consorcio microbiano producido durante la

degradacion de pericarpio de maiz nixtamalizado.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar la estabilizaciéon funcional y molecular del consorcio
microbiano.

e Determinar los perfiles de degradacion de los componentes del
pericarpio de maiz por el consorcio microbiano

e Determinar los perfiles de produccion de enzimas involucradas en la
degradacion de celulosa y hemicelulosa

e Describir el proceso de degradacion del pericarpio de maiz
nixtamalizado con base en la diversidad microbiana y las actividades

enzimaticas encontradas.
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Aspectos principales

e El consorcio MP-06 degrada el 61% del pericarpio de maiz nixtamalizado

e La produccion maxima de hemicelulasas es de 484 U/ g de residuo

e Las enzimas que tienen una accion endo son las que presentan una mayor
produccion durante el proceso de degradacién para el caso de los dos
grupos de enzimas evaluados.

e Se propone la accion sinérgica de xilanasas y celulosas para la separacion

de polisacaridos en una primera etapa del proceso de degradacién del
PMN.

1 Nota: El texto fue elaborado acorde con las normas editoriales de la revista
Bioresource Technology
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Resumen

El uso de consorcios microbianos resulta efectivo para degradar lignocelulosa, por
eso surge el interés de conocer las posibles interacciones durante el proceso de
biodegradacion. En este estudio se encontré6 que el consorcio PM-06 logré la
degradacion del 61% del PMN. Las enzimas con mayor produccion fueron las a-
amilasas (847 U/g de residuo) seguido por las endo-xilanasas (484 U/g de
residuo). Los niveles de produccién de estas Ultimas se encontraron en niveles
mayores a los sintetizados por algunos hongos. Del grupo de las celulosas, las
enzimas con actividad endo fueron producidas en mayor proporcion. El analisis de
los componentes del pericarpio residual indica que no fue necesario una alta
actividad enzimatica. El consorcio PM-06 inicialmente solubiliza sustratos que
posteriormente son hidrolizados para que a través de la accion de diferentes
actividades permita su hidrolisis total. Dentro de los géneros microbianos

importantes en la degradacion se encontré a Paenibacillus.

Palabras claves: Consorcio microbiano, pericarpio de maiz nixtamalizado,

lignocelulosa, degradacion enzimatica sinérgica, Paenibacillus
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Abstract

The use of microbial consortia is an effective tool for lignocellulose degradation.
Because of this is important know the interactions during the biodegradation
process. In this study, it was found that the consortium PM-06 achieved the
degradation of 61 % of the PMN. a-Amylase was the highest enzymatic activity
synthesized (847 Ul/g of residue), followed by endo-xylanase (484 U/g of residue),
the latter was produced at levels close to fungi. The cellulases group, the enzymes
with endo activity was produced in greater proportion. The analysis of the
components of the residual pericarp indicates that a high enzymatic activity was
not necessary. Apparently, the PM-06 consortium initially solubilizes substrates
that are subsequently hydrolyzed so that through the action of different activities
allow their total hydrolysis. One of the microbial genera important found in the MP-

06 consortio is Paenibacillus.

Key words: Microbial consortia, pericarp of nixtamalized maize, lignocellulose,

synergistic enzymatic degradation, Paenibacillus.
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1 Introduccion

El pericarpio de maiz nixtamalizado (PMN) es un residuo derivado del proceso de
nixtamalizacion, principalmente compuesto en orden descendente por xilano,
celulosa, almidon, arabinano, proteina y lignina (Rostro et al., 2014). La
concentracion de azlcares en pericarpio indica que es un sustrato importante en
la produccién de azucares fermentables. Sin embargo, la lignina junto con la
celulosa y la hemicelulosa, se encuentran en la pared celular vegetal formando
redes con una disposicion regulada a nivel nano estructural, dificil de degradar
(Martinez et al., 2015).

La lignocelulosa puede ser degradada por métodos térmicos, quimicos y
biolégicos (Medina-Morales et al., 2011). Los métodos biolégicos hasta el
momento son los menos eficientes y usualmente requieren la aplicacion de pre
tratamientos (quimicos o térmicos), con la finalidad de remover la lignina, hidrolizar
la hemicelulosa a azucares fermentables y reducir la cristalinidad de la celulosa
para liberar glucosa (Cuervo et al., 2001; Kumar and Wyman, 2009;Garrote et al.,
1999). La hidrdlisis enzimatica es deseable debido a que no genera subproductos
toxicos y no requiere altas presiones y temperaturas (Dagnino et al., 2012). Las
preparaciones enzimaticas comerciales utilizadas en la degradacion de
lignocelulosa, son de origen fungico, producidas por cultivos axénicos. Sin
embargo, en la naturaleza la degradacion de la lignocelulosa ocurre a través de
comunidades microbianas. Las comunidades microbianas o0 consorcios
microbianos ofrecen mayor diversidad metabdlica que los cultivos axénicos ya que
ensamblan las capacidades bioquimicas de diferentes microorganismos con el fin
de degradar lignocelulosa (Barreto and Anaguano, 2014). Se han reportado
algunos estudios en donde a través de consorcios bacterianos se ha logrado la
degradacion de materiales lignocelulésicos tales como el algodon, paja de arroz,
rastrojo de maiz y bagazo de cafia de azucar, obteniendo porcentajes de
degradacion que van del 51 al 99% (Hui et al. 2013;Feng et al. 2011
Wongwilaiwalin et al. 2010). Otros estudios enfocados al analisis biocatalitico de

diversos consorcios obtenidos de diferentes fuentes son evaluados en la
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capacidad de produccién de enzimas y degradacion de residuos lignoceluldsicos

como es el caso de Cortes-Tolalpa et al., 2016 que evaluaron tres consorcios
microbianos obtenidos de diferentes fuentes y determinaron que la variacion de las

enzimas depende del sustrato.

Los consorcios microbianos realizan la degradacion de la lignocelulosa a través de
multiples sistemas enzimaticos especificos para cada uno de sus componentes

(Wongwilaiwalin et al., 2010).

En la Hidrdlisis de la hemicelulosa interfieren distintos tipos de enzimas
hidroliticas, entre las que se ubican las endo-xilanasas (Red espafiola de
compostaje, 2014), p- xilosidasas (Klein and Eveleigh, 1998), a-L-
arabinofuronosidasa (Bajpai, 2014); la presencia de diversas enzimas dependera
de los sustituyentes que se presenten en la cadena de xilano, los cuales varian de

acuerdo al origen del residuo y al procesamiento.

La celulosa es hidrolizada por enzimas denominadas celulasas, que pueden
actuar secuencial o intermitentemente sobre su sustrato. Dentro de la celulosas se
encuentran las endo-glucanasas, las exo-glucasansas, también denominadas

celobiohidrolasas (Teeri, 1997) y las B- glucosidasas (Fogarty, 1983).

La accion de las enzimas no se realiza de forma aislada. La actividad de algunas
enzimas sobre un sustrato puede facilitar la participacion de otras sobre el mismo
u otro diferente. Es decir, las enzimas pueden actuar de forma sinérgica y esta
caracteristica dependera de las enzimas involucradas y/o del sustrato. (Nidetzky et
al., 1994; Van Dyk and Pletschke, 2012). Hasta la fecha son relativamente pocos
los estudios relacionados con consorcios microbianos degradadores de
lignocelulosa. En estos estudios se ha identificado a los microorganismos que
conforman a la comunidad, el potencial degradador sobre diferentes materiales y
se ha analizado el secretoma y el metatranscriptoma con el fin de entender su
funcionamiento. A pesar de que en estos estudios se aporta informacion acerca
del proceso degradativo, la estructura de los residuos lignoceluldsicos y los
consorcios es diversa por lo que los mecanismos de degradacion pueden variar

también. Hasta el momento no se han realizado estudios bioquimicos relacionados
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con la produccion de actividades enzimaticas y su accion sobre el sustrato. Con el

fin de comprender el mecanismo por el cual un consorcio nativo (PM-06) realiza la
degradacion de PMN, en el presente estudio se cuantificé la produccion de
hemicelulasas y celulasas, las transformaciones ocurridas en el sustrato por
accion de estos sistemas enzimaticos y la dinamica de la poblacion durante el

proceso.

2 Materiales y Métodos

2.10btencion y enriquecimiento del consorcio nativo

El PMN fue donado por Harinera de Yucatan S.A. de C.V. (MASECA). El
enriquecimiento del consorcio nativo PM-06, consistié en la incubacion de 1g de
pericarpio en 25 mL de una solucién estéril de extracto de levadura (20 g/L) en
agua destilada. Los cultivos se incubaron por siete dias a 37 °C y 150 rpm.
Después de la incubacién, se separaron los solidos por filtracion y el cultivo

enriquecido del consorcio microbiano obtenido se conservé a -20°C. .

2.2 Estabilizacion del consorcio

Para la estabilizacion del consorcio PM-06 se realizaron resiembras consecutivas
a partir del consorcio enriquecido. Las resiembras se iniciaron inoculando una
cantidad de células equivalente a 7 mg de proteina e incubando por siete dias a
37 °C a 150 rpm. Posteriormente se evalud la estabilidad funcional a traves de la
medicion de la degradacién de sélidos totales y la estructural por medio del
analisis del 16S ADN por electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizaciéon

(DGGE por sus siglas en inglés).

2.3 Degradacion de solidos totales

Se determiné midiendo la cantidad de PMN residual después de 7 dias de cultivo.
Para lo cual, el contenido de los matraces fue filtrado al vacio bajo condiciones de

esterilidad, utilizando papel filtro de tamafio de poro medio y de peso seco
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conocido. El papel filtro y los solidos retenidos fueron secados a 85 °C por 24 h o |

hasta obtener el peso constante. Se utiliz6 como control un medio de cultivo sin
inocular. El célculo de los soélidos degradados se realizd utilizando la siguiente

formula:

% de solidos degradados = (PSC-PSD)*100/PSC
Donde:

PSC: peso seco del control sin inocular

PSD: es el peso seco de los sélidos no degradados.

2.3 Andlisis del 16s ADN por DGGE.

El 16S ADN fue amplificado a partir de ADN metagendémico (ADNmg). Los

amplicones obtenidos fueron analizados por DGGE.

La extraccion del ADNmg del consorcio PM-06 se realiz6 de acuerdo a la
metodologia establecida por Gonzélez-de la Cruz et al., 2011, utilizando 1 mL de

cultivo del consorcio microbiano.

La amplificacion del fragmento 16S ADNr se realizé a través del kit Bioline
(Biolase® DNA Polymerase) utilizando los iniciadores universales para bacteria
518r (ATTACCGCGGCTGCTGG) y gc338f (ACTCCTACGGGAGGCAGCAG) al
cual se le adiciond una secuencia rica en GC en el extremo 5 (Muyzer et. al.
1993). La mezcla de reaccion tuvo una concentracion final de: 1X de buffer de
reaccion (10mM Tris-HCI [pH 8.8]), 200 mM de cada dNTP, 3 mM de MgClz, 1U de
Tag polimerasa, 0.2 mM de cada iniciador (gc338f y 518r) y 50 ng del templado de
ADNmg en un volumen final de 25 pl. Las condiciones de amplificacion incluyeron:
ciclo inicial de desnaturalizacion a 90°C durante 10 minutos seguido de 40 ciclos
a 95°C por 1 minuto, 65°C por 45 segundos y 72°C por 1min, por ultimo una
extension final de 72°C por 1 minuto. El producto amplificado fue visualizado por

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
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La DGGE se realizé en un equipo DCODE “Universal Mutation Detection System” |

(BioRad), con geles de 16 cm x 16cm x 1mm. La separacion de los productos de
PCR obtenidos de cada resiembra consecutiva del consorcio nativo MP-06 se
corrieron en un gel de poliacrilamida al 6% (p/v) de acrilamida-bisacrilamida
(37.5:1), con el gradiente de desnaturalizacién del 30 al 70% urea-formamida. La
electroforesis se corri6 a 75V durante 16h a 60°C en buffer TAE 1X (2M trizma
base, 1M é&cido acético glacial, 50mM EDTA [pH 8.0]). La tincién del gel se realizd
con el colorante SYBR Gold (Molecular Probes Inc.) y se visualizé con un equipo
foto-documentador Gel Doc XR system (BioRad) con el programa Quantity One

(BioRad imaging systems).
2.4 Cinética de crecimiento, degradacion del PMN y produccién de enzimas.

La cinética se realiz6 utilizando un medio de cultivo con 40 g/L de pericarpio y 20
g/L de extracto de levadura, incubando a 37 °C a 150 rpm. El cultivo fue inoculado
con el paquete celular obtenido de una resiembra estable y fue monitoreado cada
24 h, durante siete dias. Se proporcioné seguimiento a la cinética a través de la
determinacién de azucares reductores, actividades enzimaticas y crecimiento

microbiano

2.4.1 Determinacién de azucares reductores

Los azlcares reductores producidos durante la fermentacion fueron medidos
utilizando acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1957) La reaccién consistié en
mezclar 100 pl del sobrenadante del cultivo y 100ul del reactivo DNS. La mezcla
fue calentada a ebullicién por 5 minutos para posteriormente ser enfriada en agua
helada. Finalmente, después de agregar 1 mL de agua destilada, la absorbancia
de las muestras fue leida a 540 nm, en un esprectrofotbmetro UV/VIS. Los
calculos de concentracion se realizaron utilizando una curva estandar de xilosa

con concentraciones en el intervalo de 0.02 a 0.1 mg/mL.
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2.4.2 Preparacion de extractos enzimaticos

Los cultivos fueron filtrados a través de papel filtro de tamafio de poro medio. El
filtrado obtenido, que contenia el sobrenadante y el paquete celular, fue
centrifugado a 19,812 xg, por 10 min a 4 °C para separarlos. Las actividades
enzimaticas que se describen a continuacion se determinaron en el sobrenadante

del cultivo obtenido después de la centrifugacion.

2.4.2.1 Determinacién de actividad hemicelulasa

2.4.2.1.1 Endo-xilanasa

La actividad endoxilanasa se determiné utilizando una solucién de xilano de haya
(Sigma) al 2% en buffer fosfatos de sodio 0.1 M, pH 6.5. La reaccién se inici6 al
adicionar 25 pl del extracto enzimatico (sobrenadante) a 900 pl de sustrato y 75 ul
de buffer fosfato de sodio 0.1M. La mezcla se incub6 a 60 °C por 15 min y la
reaccion se detuvo al adicionar 100 pl de la solucion de DNS (Miller, 1957) el
control se determiné usando como mezcla de reaccion 25 pl de sobrenadante y 90
ul de buffer. La reaccién de los azucares reductores y el DNS se realizo bajo las
condiciones anteriormente descritas. Una unidad de endoxilanasa se definio como

la cantidad de enzima que cataliza la produccion de 1 umol de xilosa por minuto.

2.4.2.1.2 B-Xilosidasa

La actividad p-xilosidasa se midié utilizando 250 ul de 4-nitrofenil-B-D-
xilopiranosido (Sigma) 25 mM en buffer fosfato de sodio 0.1M a pH 6.5. El sustrato
fue incubado por 5 min para mantenerlo a la temperatura del ensayo.
Posteriormente se adicionaron 250 ul del sobrenadante diluido 1:2 con buffer
fosfato de sodio 0.1M; la reaccion control se prepar6 agregando 250 pl de
sobrenadante y 250 ul de buffer fosfato de sodio 0.1M. La reaccion se incub6 a 60
°C por 10 min, transcurrido el tiempo se detuvo adicionando 500 ml de Na2COs
100 mM. La liberacion de p-nitrofenol se midié por espectrofotometria a 400 nm.
Una unidad de actividad de B- Xilosidasa se defini6 como la cantidad de enzima

gue cataliza la produccion de 1 umol de p-nitrofenol por minuto.
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2.4.2.1.3 a.-L -Arabinofuranosidasa

La actividad a-L-arabinofuranosidasa se determind utilizando 4-nitrofenil-a-L-
arabinopiranosido (Sigma) como sustrato. La reaccion consistiéo en agregar 250 pl
de sobrenadante diluido 1:2 con buffe fosfato de sodio 0.1M y 250 pl de sustrato
previamente calentado; la reaccion control se prepar6 agregando 250 pl de
sobrenadante y 250 pl de buffer fosfato de sodio 0.1M. La reaccion se incubo
durante 10 min a 60 °C, transcurrido el tiempo se detuvo con la adicion de 500 pl
de Na2CO3 100 mM. La produccién de p-nitrofenol se determin6é como fue definida
en la seccion 2.4.2.1.2. Una unidad de a-L-arabinofuranosidasa se definié como la
cantidad de enzima que produce 1 pmol de p-nitrofenol a partir de 4-nitrofenil-a-L-

arabinopiranosido, por minuto.
2.4.2.2 Actividad celulasas
2.4.2.2.1 Endo-glucanasa

Para determinar la actividad endo-glucanasa, se utilizé carboximetilcelulosa (CMC)
como sustrato. Para la reaccion 500 pl del sobrenadante fueron incubados por 15
min con 1 mL de CMC 1 % (p/v), en 500 pl de buffer citrato de sodio 0.1 M, pH 4, a
40 °C, la reaccion control consistié en adicionar 500 pl de sobrenadante y 1.5 mL
de buffer citrato de sodio 0.1M. La reaccion se detuvo al incorporar 100ul de la
solucién de DNS (Miller, 1957). Los azucares reductores producidos se midieron
como se describié anteriormente. Una unidad de endo-glucanasa se defini6 como

la cantidad de enzima que genera 1 umol de glucosa por minuto.

2.4.2.2.2 Exo-glucanasa

Para determinar la actividad exo-glucanasa se utilizé 4-nitrofenil-B-D-celobiosido
(Sigma) en buffer citrato de sodio 0.1M, pH 4. Para iniciar la reaccion, se
agregaron 100 pl de sustrato y 50 pl de sobrenadante, para el control se
agregaron 50 pl de sobrenadante y 100 pl de sustrato y se incubaron a una
temperatura de 40°C durante 10 minutos. La reaccién se detuvo con la adiciéon de

1ml de NaCOs 100 mM y se enfriaron en hielo por 5 min. Una unidad de exo-
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glucanasa fue definida como la cantidad de enzima que genera 1 umol de p-

nitrofenol a partir de p-nitrofenil-B-D-celobiosido por minuto.

2.4.2.2.3 B-Glucosidasa

La actividad p-glucosidasa se determiné utilizando p-nitrofenol-B-D-
glucopiranosido 1mM como sustrato en buffer citrato de sodio 0.1M pH 4. La

reaccion se inici6 tal y como se describié en la seccion 2.4.2.2.2.

Una unidad de B-glucosidasa se define como la cantidad de enzima que genera

1umol de p-nitrofenol a partir de p-nitrofenol-B-D-glucopiranosido por minuto.

2.4.2.3 a-Amilasa

Para la determinacion de la actividad a-amilasa, se utilizd6 como sustrato almidon
marca Técnica quimica, S.A. al 1% (p/v) en buffer fosfatos de sodio 0.1 M, pH 6.9
en la mezcla de reaccion se adicioné 3.95 mL de buffer fosfato de sodio 0.1M, pH
6.9 y 0.05 mL de sobrenadante y 2 mL de almidén, en la mezcla control se agrego
5.95 mL de buffer y 0.05 de sobrenadante. La reaccién se inicio por la adicion de
la enzima al sustrato e incubando a 40 °C por 15 min. La reaccion se detuvo por la
adicién de DNS y la absorbancia de los azlcares reductores se midié a 540 nm.
Una unidad de a-amilasa se defini6 como la cantidad de enzima que genera 1

umol de glucosa a partir de almidon por minuto.

2.4.3 Andlisis del crecimiento del consorcio microbiano

La determinacion del crecimiento de la poblacion que integra el consorcio MP-06
se realizdé con la medicion de la concentracion de proteina por el método de
Peterson, 1977. El paquete celular obtenido después de centrifugacion fue
resuspendido con 1 mL de NaOH 0.5M y se incubdé a 75°C por 5 minutos,
transcurrida la incubacion se afiadio 100 pl de acido desoxicolico (DOC) al 0.15%

p/v, se mezcldé por inversion y se dejo incubar nuevamente por 10 minutos a
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temperatura ambiente, seguidamente se adicioné 100 pl de acido tricloroacético

(TCA) al 72% vlv, la mezcla se agit6 vigorosamente y se centrifugd a 10621 xg por
15 minutos el sobrenadante se descarto y la pastilla se resuspendié en 1 mL de
agua destilada, de esta suspension se tomd por cada medicion una alicuota de
100 pl a la cual se le adicion6 500 pl de una solucion de cobre-tartrato-carbonato
(CTC), SDS y NaOH 0.25% v/v, la mezcla se incub6 por 30 minutos y las muestras
se leyeron en un espectrofotometro a una longitud de onda de 750 nm. Las
absorbancias fueron interpoladas a una curva de calibracién de albumina sérica
bovina (BSA) en un rango de concentracion final de 5 a 100 pg sometida al mismo

procedimiento.

2.4.4 Hidroélisis acida cuantitativa de PMN

Para la identificacion y cuantificacion de los azlcares que componen el PMN, fue
necesario realizar una hidrolisis 4cida cuantitativa (HAC) en dos etapas (Rostro et
al., 2014). En la primera etapa el PMN se incub6 con H2SO4 al 72% (p/p) para
transformar los polisacéridos a oligdbmeros. En la segunda etapa los oligdmeros se
transformaron a monomeros al utilizar acido sulfarico al 4% (p/p).

Mediante la determinacion de la concentracion de estos mondmeros se calculo el
contenido en polisacéridos de la muestra inicial. Al finalizar la HAC quedd6 un

residuo soélido denominado lignina de Klason.

2.4.5 Cromatografia de liquidos de alta resolucion

El analisis de los azucares presentes en los hidrolizados se realiz6 por
cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de indice de refraccion
(CLAR-IR). Las muestras después de ser neutralizadas con BaCOs vy filtradas a
través de membranas de PVDF de 0.45 um fueron inyectadas en un cromatégrafo
de liguidos de alta resolucion, equipado con una columna Phenomenex RPM-
Monosaccharide (00H-0135-K0) y un detector de indice de refraccién. Los
azucares en las muestras fueron resueltos en 45 min utilizando como fase movil

agua grado HPLC, a un flujo de 0.6 mL/miny 80°C.

59



2.5 Andlisis estadistico

Las actividades enzimaticas, el porcentaje de degradacion, azUcares reductores y
proteina se realizaron por triplicado procesando los datos obtenidos con un
analisis estadistico descriptivo determinando promedios y desviaciones estandar.

Para la determinacion de la estabilidad funcional se realiz6 un analisis de varianza
de una sola via donde el factor evaluado fue la resiembra y la variable de
respuesta fue el porcentaje de degradacion, con el programa STATGRAPHICS
Centurion XVI.1.

2.6.2 Pirosecuenciacion

La identificacion de los principales microorganismos que conforman el consorcio
se realiz6 por medio de una pirosecuenciacion de ADNmg del consorcio
estabilizado. La secuenciacion se realizé en el Research and Testing Laboratory
(Lubbock, TX, USA).

3  Resultados y Discusion
3.1 Estabilizacion funcional y estructural del consorcio

La coexistencia de microorganismos con nichos troficos similares es el principal
factor que confiere estabilidad funcional y resiliencia a los ecosistemas
microbianos (Deng, 2012; Loreau et al.,, 2001). Desafortunadamente, la
modificacion de los ecosistemas puede generar inestabilidad, ocasionando
modificaciones en la funcion y en la proporcion de las especies microbianas que
componen a la comunidad. Debido a esto es importante establecer parametros de
estabilidad para poder replicar modelos experimentales con el uso de
microorganismos.

La estabilidad funcional del consorcio en este estudio se relaciond con el
porcentaje de degradacion evaluado al final del proceso de incubacion durante las

resiembras consecutivas. Como se puede apreciar en la tabla 4, el porcentaje de
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degradacion se incrementé a partir de la resiembra 2. El analisis estadistico

ANOVA de un solo factor indic6 que no existen diferencias entre la capacidad
degradativa de las resiembras 2 y 3 pero si con la resiembra 1 (p<0.05), por lo que

se definié que el consorcio es estable a partir de la segunda resiembra.

Tabla 4. Estabilidad funcional del consorcio PM-06 determinada como la capacidad de

degradacion de solidos del pericarpio de maiz.

Numero de resiembra | % de solidos degradados (p/p)

1 62.6+084 =
2 68.65+0.49 *
3 66.7+1.2 g

n= 2 + DS. Letras distintas denotan diferencias estadisticamente significativas con
un nivel de confianza de 95%

Por otra parte, los porcentajes de degradacién obtenidos se encuentran dentro del
intervalo reportado en la degradaciéon de residuos lignocelulésicos con el uso de
consorcios microbianos, los cuales se ubican entre un 51%-81% (Feng et al.,
2011; Hui et al., 2013; Wongwilaiwalin et al., 2010).

A través del analisis por DGGE del 16S ADNr, se determind la estabilidad
estructural de las resiembras evaluadas funcionalmente. Como se aprecia en la
Fig.8, en todas las resiembras se cuantificaron 25 unidades taxondémicas
operacionales (OTU’s por sus siglas en inglés); sin embargo, sélo en las
resiembras 2 y 3 se aprecia el mismo perfil de intensidades.

La determinacion de la estabilidad se establecio con base en criterios usados en
otros estudios que implementan series de resiembra o analizan variaciones en

diversidad y numero de OTU’s. Jiménez et al.,, 2014 definié la estabilizacién
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usando el criterio del nimero de OTU’s ya que en la resiembra 6 obtuvo 12 OTU’s

y no presento variaciones en la diversidad en cultivos posteriores; Peng et al.,
2008 mantuvo el mismo principio para la determinacion de la estabilizacion de su

consorcio MC.

R1 R2 R3

a)  30%

Desnaturalizacion

70%

OTU’s 25 25 25

Fig. 8 Analisis por DGGE del 16S ADN amplificado del ADN metagendémico de las
resiembras 1, 2 y 3. A. Gel de gradiente desnaturalizante de 30% a 70% en gel de
acrilamida al 6%. B. 16S ADN amplificado

Con la determinacion de la estabilidad estructural y funcional del consorcio PM-06
se establecio que los estudios para el analisis del proceso de degradacion del

PMN, se podrian realizar utilizando cultivos de la segunda o tercera resiembra.
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3.2. Andlisis del proceso de degradacion: cinética de crecimiento, cuantificacion de

sélidos residuales y produccion de enzimas.

Para poder obtener una vision amplia del desarrollo de la degradacién de los
residuos lignocelulésicos por la accién de microorganismos, es necesario analizar
pardmetros quimicos y bioquimicos durante la transformacién. Los datos
adquiridos en este andlisis nos permitiran aproximarnos al entendimiento del

proceso de biodegradacion.

Por lo anterior, se realizO una cinética en donde durante siete dias se
monitorearon parametros como el crecimiento microbiano, porcentaje de
degradacion de los solidos del PMN, composicién del PMN residual, produccion de
azucares reductores, asi como la produccién de hemicelulasas, celulasas y

amilasas.

3.2.1 Cinética de crecimiento y degradacién de los sélidos del PMN

En la Fig. 9 se presentan las graficas de crecimiento microbiano y degradacién de
sélidos del PMN por el consorcio PM-06. Como se aprecia, los datos de la curva
de crecimiento indican la presencia de 2 fases exponenciales, la primera finaliza
después de 24 horas, mientras que la segunda finaliza en el dia 3. Entre estas
fases hay un periodo de latencia de 24 horas. Después del tercer dia, se observa
una fase estacionaria de 24 horas seguida por un decaimiento en el crecimiento
celular. La presencia de dos fases logaritmicas es conocida como crecimiento
diduxico y generalmente se presenta en cultivos que metabolizan sustratos
diferentes (Kammoun and Kriaaa, 2016) . En este caso se tienen diferentes
microorganismos y un sustrato complejo, por lo que no es extrafio que este tipo de

fendbmenos esté presente.
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Fig. 9. Degradacion de solidos del PMN durante el crecimiento del consorcio
microbiano PM-06

La disminucién en el crecimiento celular puede ser debida a procesos de muerte o
bien a esporulacion ya que en los residuos de la nixtamalizacibn se han

encontrado algunas especies del género Bacillus (Rostro et al., 2014).

Por lo que respecta a la degradacién, ésta tiene un comportamiento muy similar al
crecimiento celular. Se ven dos fases exponenciales de degradacién que
coinciden con el crecimiento celular. En las primeras 24 horas de cultivo, se
aprecia la mayor velocidad de degradacion. Posterior a esta fase, se observa una
disminucién en la velocidad que coincide con la fase estacionaria de los
microorganismos. Finalmente, después del quinto dia, la degradacion tuvo
variaciones menores comparadas con el resto del proceso. La coincidencia entre
los valores de degradacion y crecimiento, indica que el proceso esta asociado al
crecimiento y que los azlcares producidos por la sacarificacion de los
componentes del PMN estan funcionando como fuente de carbono para los
microorganismos.
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3.2.2 Produccion de a-amilasas durante el proceso de degradacion

En la Fig. 10 se presenta la produccion de a-amilasas durante la degradacion del
PMN. Como se podra observar, la mayor produccion se presentd después de dos
dias, alcanzando una actividad de 847 U/g de residuo. Esta actividad se encuentra
debajo de los valores reportados en la produccion de a-amilasa por hongos a partir
de residuos lignoceluldsicos pero alta con respecto a la produccion con el uso de
bacterias (Balkan and Ertan, 2007; Murthy et al., 2009); sin embargo, es la
actividad que se produjo en mayor proporcion durante la degradacion del PMN. La
produccion de a-amilasas es debida a la presencia de almidén en el residuo.
Reportes en la literatura indican que la produccion de a-amilasas esta conectada
con la presencia del sustrato, es decir el almidon induce la produccion de estas
enzimas (Abd-elhalem et al., 2015). A pesar de que hay varios azlicares presentes
en el medio de cultivo, el mas accesible por su solubilidad y disposicién es el
almidon, esto explica la presencia de una alta actividad amilolitica en los primeros
dias de degradacion (270 U/g de residuo en 24 horas). La producciéon de las
amilasas esta asociada al crecimiento celular, a pesar de esto se puede ver
afectada por condiciones ambientales como pH, temperatura y ser reprimida

catabdlicamente por la presencia de xilosa (Abd-elhalem et al., 2015).
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Fig. 10. Produccion de a-amilasas por el consorcio PM-06 durante la degradacion
del PMN
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3.3.3 Produccion de xilanasas por el consorcio PM-06

En la Fig. 11 se presenta la produccion de xilanasas durante el crecimiento del
consorcio PM-06. La xilanasa que se produjo en mayor proporcion fue la endo-
xilanasa, alcanzando 484 U/g de residuo. Esta actividad se encuentra dentro de
los niveles altos de produccion por bacterias y hongos (Mihajlovski et al., 2015;
Sarkar and Aikat, 2014; Szakacs and Tengerdy, 1997; Xia and Shan, 2015). Las
endo-xilanasas son enzimas constitutivas cuya produccion esta asociada al
crecimiento del microorganismo (Chakdar et al., 2016) . De manera cronoldgica se
puede apreciar que la actividad producida se incrementé en las primeras 24 hora 'y
después disminuyé de manera significativa la velocidad de produccién.
Posteriormente, después de 5 dias volvié a incrementar su produccion alcanzando
el valor méximo de actividad a los 7 dias. Este incremento es coincidente con el
incremento en el crecimiento celular (Fig. 9), por lo que posiblemente en este

tiempo se favorecio el crecimiento de poblaciones productoras de endo-xilanasas.

Las B-xilosidasas y las a-L-arabinofuranosidasas son enzimas inducibles. Las [3-
xilosidasas son producidas en menor produccion que las endo-xilanasas y su
actividad es inducida por xilosa y xilano (Chakdar et al., 2016). Las actividades
obtenidas son menores a las reportadas en otros trabajos (Rajoka, 2017). La
produccion de esta enzima se incrementé de manera significativa las primeras 24
horas, el mismo incremento se observd en las endo-xilanasas. Debido a que la
actividad endo-xilanasa es 450 veces mayor a las 24 horas, es posible que los
productos de su catalisis estén participando en la induccion de la produccién de
las B-xilosidasas. Este no es el caso de las a-L-arabinofuranosidasas cuya
produccion es menor que aunque aumentan a las 24 horas su maxima produccién

se aprecia a los 5 dias.
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Fig. 11 Perfil de produccion de Xilanasas durante el proceso de degradacion

Existen evidencias en la literatura que indican una relacidon sinérgica entre estas
enzimas. La actividad de la endo-xilanasas sobre el esqueleto de xilano se
incrementa con la presencia de las a-L-arabinofuronosidasas ya que las primeras
no son capaces de hidrolizar cadenas ramificadas (Deng and Wang, 2016;
Raweesri et al., 2008) Rahman et al., 2003 encontrarén que la hidrélisis secuencial
de la hemicelulosa en el orden a-L-arabonifuronosidasa, endo-xilanasa, B-
xilosidasa lograban una mayor eficiencia en la hidroélisis del sustrato.

3.3.4 Produccién de celulosas por el consorcio PM-06

La produccion de celulosas durante la degradacion del PMN se presenta en la Fig.
12. Se puede apreciar que la produccion de endo-glucanasas fue
significativamente mayor que la de exo-glucanasas y la B-glucosidasas. Las
producciones maximas obtenidas son mayores a las que se han reportado en la
literatura con el uso de hongos y bacterias modificadas en sustratos especificos y
complejos lignocelulésicos (Mihajlovski et al., 2015; Sarkar and Aikat, 2014;
Szakacs and Tengerdy, 1997; Xia and Shan, 2015) las celulosas son inducidas por
la presencia de celulosa y celobiosa (Coughlan, 1985). Aunque al inicio se
presenta un incremento en la produccion de endo-glucanasas, la actividad se
disminuye posteriormente. Existe la posibilidad de que sea una actividad basal

asociada a células y al disminuir la concentracion celular, también disminuya la
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actividad (Coughlan, 1985). Después de dos dias, la actividad alcanz6 su maximo |

(208 Ulg) para después disminuir. Es interesante que la produccion de exo-
glucanasas aunque es menor, fue posterior a la produccion maxima de la actividad
endo. Lo anterior crea la posibilidad de que la actividad endo genere productos
gue induzcan o estimulen la produccion de exo-glucanasas. Las B-glucosidasas se
incrementaron en las primeras 24 horas, permanecieron constantes hasta el dia 4
y finalmente disminuyeron. Las actividades de estas uUltimas enzimas son bajas en
comparacion con las producidas con fuentes de carbono puras como celulosa,
celobiosa, entre otras. Existen reportes en donde las actividades enzimaticas
producidas con residuos agroindustriales son bajas (Dueifias et al., 1995; Wen et
al., 2005)
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Fig. 12. Perfil de produccion de celulasas durante el proceso de degradacion del PMN

3.3.5 Andlisis del perfil guimico del PMN durante el proceso de degradacion

En la Fig. 13 se puede apreciar que la disminucion significativa en los
componentes del pericarpio de maiz se presenta en las primeras 24 horas. Los
principales componentes degradados son el glucano (almidon y celulosa) y
hemicelulosa (xilosa y arabinosa), seguido de la lignina y los hidrolizados con
menor velocidad fueron los urdnicos, posiblemente porque se encuentran en

menor proporciéon en el PMN. Después de 24 horas, se aprecia un periodo
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estacionario y posteriormente hay un incremento aparente de las concentraciones.

Este incremento puede deberse a un proceso de concentracibn de estos
componentes en el residuo debido a la degradacion de otros como los urénicos,
proteinas, etc. Por lo que respecta a la lignina, esta se cuantifica como los sélidos
residuales obtenidos después del proceso de hidrdlisis acida, por lo que su
incremento puede ser debido a la presencia de residuos celulares no digeribles en

acido sulfarico.

El andlisis del perfil quimico de degradacion y la produccion de enzimas indican
que la Hidrolisis de la celulosa y la hemicelulosa presente en el PMN es
simultanea, por lo que se presume la accién sinérgica de estas enzimas. El
sinergismo enzimatico es esencial para la degradacion de los materiales
lignoceluldsicos, especificamente la disminuciébn de la celulosa propicia el

aumento en la productividad de las hemicelulasas.
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Fig 13. Perfil quimico del pericarpio residual durante el proceso de degradacion.

Se han realizado estudios referentes a las interacciones entre las enzimas, en los
que se ha encontrado que las xilanasas contribuyen a la liberacion de glucosa

como de xilosa en las primeras 24 horas de degradacion (Pauly et al., 1999)

Referente a esta accion sinérgica Selig, Knoshaug, Adney, Himmel, & Decker,

2008 concluyeron gque existe un enmascaramiento de la celulosa hacia el xilano
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permitiendo con esto la Hidrolisis simultanea. Murashima, Kosugi, & Doi, 2003

coincidieron con la afirmacion de las interacciones simultaneas entre celulosas y

xilanasas.

Con base en el andlisis de otros estudios, Malgas et al. 2017 postulan que la alta
cooperacion establecida entre las enzimas en etapas iniciales resulta en una
disociacion de los diferentes polisacaridos y afirma que la sinergia va

disminuyendo respecto al tiempo y a la disponibilidad que se tiene de la celulosa.

Los efectos sinérgicos que se presentan durante el proceso de degradacion
vuelven a los sustratos mas susceptibles a la hidrdlisis a través de la eliminacion

de obstaculos fijos y la creacion de nuevos sitios de hidrolisis (Xu et al., 2013).

3.3.6 Produccién de azucares reductores

Durante el proceso de degradacion se cuantificaron los azucares reductores
presentes en el sobrenadante. Estos azUcares son el resultado de la diferencia
entre el proceso de produccion a partir de la hidrélisis (solubilizacién) de los
azucares presentes en el PMN, menos el consumo por los microorganismos del
consorcio. En la Fig. 14 se observa que durante los primeros 3 dias se presenta
un incremento en la produccion de azlcares reductores. Aunque este periodo
coincide con el crecimiento celular en el que se estan utilizando los azucares, el
incremento indica que la velocidad de produccion rebasa a la de crecimiento.
Posteriormente en el dia 4 se observa una disminucién en los azlUcares y es en
este tiempo donde la degradacion de sélidos presenta una meseta, es decir se
dejan de solubilizar aztucares del PMN y los que estén solubles posiblemente se
siguen desdoblando y consumiendo. El incremento final observado es resultado
del decaimiento celular, el consumo de azlcares en este tiempo es minimo y

aparentemente las enzimas siguen desdoblando los azucares solubles.
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Fig. 14. Azlcares reductores presentes en el sobrenadante

3.3.2 Descripcioén de la diversidad microbiana

La diversidad genética de las poblaciones microbianas se analizé a través del
patron de bandeo obtenido a lo largo de la cinética degradativa del pericarpio por
el consorcio PM-06 (Fig. 15).

Los patrones de bandeo muestran que la riqueza (NUm. De OTU’s) no varia
durante el proceso de degradacion, pero si existen variaciones en la abundancia
(Intensidad) de las poblaciones (OTU’s) que intervienen en el proceso degradativo
del PMN. Las bandas 5,7 y 8 presentan una abundancia mayor los dias 3 y 4
mientras que la abundancia de las bandas 2,3 y 4 se intensifican a partir del dia 5.
La variacién en la abundancia de algunas poblaciones especificas sugiere una
relacion con la produccion de enzimas. En los dias 5,6 y 7 la actividad de
xilanasas aumenta por lo que se podria decir que las bandas que aumentan su
intensidad (bandas 3,2 y 5) y las bandas que no se encuentran en los primeros
dias, representan poblaciones que tienen wuna accion directa sobre la

hemicelulosa.
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Fig. 15. Patrones de banda correspondiente a la cinética de degradacion del PMN

Los cambios en las poblaciones presentes pueden ser debidos a las interacciones
microbianas y disponibilidad de sustratos entre otras cosas (Diaz-Ravifia et al.,
1993; Jiang et al., 2017).

El analisis de la pirosecuenciacion indico la identidad del 99.9% de los
microorganismos del consorcio, distribuidos en 9 géneros bacterianos (Fig.16).
Los cuatro principales géneros fueron Paenibacillus, Aneurinibacillus,
Alicyclobacillus y Clostridium y conforman el 98.6% de la composicion microbiana

del consorcio.
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Paenibacillus - 108,124 (57.91%)
Aneurinibacillus - 67,592 (36.20%)
Alicyclobacillus - 5,012 (2.68%)
Clostridium - 3,455 (1.85%)
Geobacillus - 1,077 (0.58%)

Bacillus - 787 (0.42%)

Sporosarcina - 270 (0.14%)
Enterococcus - 231 (0.12%)
Lactobacillus - 25 (0.01%)

unclassified (derived from Bacteria) - 21

Fig. 16. Analisis de las poblaciones presentes en el consorcio MP-06

Los cuatro géneros bacterianos mencionados pueden relacionarse con las bandas
2,3, 4y 5 (Fig. 15) en el patron de bandeo de la cinética degradativa. En este
sentido los resultados sugieren que Paenibacullus y Alicyclobacillus (Fig. 15,
bandas 2 y 4, respectivamente) se encuentran presentes durante todo el proceso
degradativo; sin embargo, su abundancia va ascendiendo durante el proceso.
Aneurinibacillus (Fig. 15, banda 3) se encuentra presente al inicio del proceso
(Fig.14), no se detecta en los dias 2,3 y 4 y vuelve a detectarse del dia 5 al 7 con
un incremento paulatino de su abundancia. El Género Clostridium (Fig. 15, banda
5), se encuentra presente durante todo el proceso con ligeros cambios en la
abundancia, la presencia de este género se podria atribuir a que la cantidad de
oxigeno en el medio disminuye con respecto al tiempo de incubacion ademas de

tener diferentes condiciones en el fondo del matraz.

Aunqgue los demas géneros se encuentran en proporciones menores al 1% esto no
demerita la importancia de su presencia y funcibn como parte del consorcio,
aunqgue en este trabajo no se tengan elementos suficientes para poner en claro su
intervencién en la degradacion del pericarpio.

Existen estudios en los que se analiza la capacidad de produccién de enzimas
celuloliticas y xilanoliticas de Paenibacillus, Alicyclobacillus y Clostridium
conocidos por su capacidad de degradar lignocelulosa y de ser potentes
productores de celulosas y xilanasas o de ambas (Boyce and Walsh, 2015;
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Emtiazi et al., 2007; Jin and Toda, 1989; Moracci, 2006; Orencio Trejo et al., 2016; |

Rani et al.,, 2004). Para el caso de Aneurinibacillus sélo existe un estudio en el

cual se logré aislar Aneurinibacillus thermoaerophilum el cual presentd la

capacidad de producir celulosas alcalinas (Somen Acharya and Chaudhary, 2012)

3.3.3 Modelo biocatalitico propuesto de la degradacion de lignocelulosa

Derivado del andlisis de la produccién enzimatica, composicion de soélidos,
crecimiento celular, porcentaje de degradaciéon de solidos y produccion de
azucares reductores se puede apreciar que el proceso fundamental ocurre en las
primeras 24 horas. Aqui se obtiene la mayor degradacion de sélidos y mayor
produccién enzimatica. Es de llamar la atencion que algunas estan en niveles
realmente bajos por lo que se puede proponer que la cantidad de enzimas
presentes no es tan importante como las relaciones sinérgicas existentes entre las
mismas. Por otro lado, el perfil de degradacién de los componentes del PMN vy la
producciéon de azucares reductores en los primeros tres dias indican que el
proceso enzimatico trabaja para cumplir dos funciones: la primera solubilizar los
sélidos del PMN (celulosa y xilano) y la segunda es el desdoblamiento o hidrélisis
de los azucares solubles producidos (oligosacéaridos de alto peso molecular) para

gue sean asimilados por los microorganismos presentes.

Con los resultados obtenidos se propuso un modelo hipotético presentado en la
Fig. 17. En este modelo se contempla en la primera etapa que la celulosa es el
primer polisacérido hidrolizado con la accion sinérgica de celulosas y xilanasas.
Estas dltimas actian como palanca para desenredar los enlaces que se tienen
entre la celulosa y la hemicelulosa (Kumar and Wyman, 2009). Lo anterior se
propuso con base en la produccion de celulosas como de xilanasas en las
primeras 24 horas y en la disminucion de los polisacaridos de glucosa y xilosa en
el PMN. Por otro lado las a-L-arabinofuronosidasas al hidrolizar los sustituyentes
de arabinosa logran la disminucién porcentual de la degradacion que encontramos

en el primer dia.
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En la segunda etapa, las enzimas actian de manera sinérgica pero ahora sobre
los sustratos solubles liberando azlcares que a su vez funcionan como inductores
0 estimulantes de la sintesis de otras enzimas con lo que se complementa la
degradacion. Como se aprecia en el DGGE (Fig.15), existen cambios en las
poblaciones durante la degradacion por lo que estos incrementos y disminuciones
en la produccion de enzimas puede también estar ligada a procesos de
comunicacién celular que sélo se lograran determinar con el analisis

metagendmico del consorcio.
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Fig. 17. Modelo hipotético del proceso de degradacion del PMN
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4. Conclusién

El proceso de degradacion del pericarpio de maiz por el consorcio MP-06 se
realiza por la accion sinérgica de las enzimas producidas. En este proceso los
niveles de enzima producidos no son tan importantes como la accion sinérgica de

las mismas.

En la degradacion enzimatica del PMN se aprecian dos etapas: la primera es la
solubilizacion de sélidos generando oligosacéaridos de alto peso molecular y en la
segunda se propone una hidrélisis de los productos solubles para el consumo

microbiano.

Los productos generados por la hidrolisis de los componentes del PMN inducen,
estimulan o bien reprimen la produccion de enzimas. Estos productos también

pueden incidir en las interacciones microbianas presentes.

Este estudio nos proporciona un acercamiento inicial al entendimiento del proceso

de degradacion del PMN.
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