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OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE XILANASA BACTERIANA
A PARTIR DE Bacillus sp. KI CON EL USO DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS

Terry Miguel Solis Carranza

Resumen

Las xilanasas son enzimas que hidrolizan
el  xilano,  produciendo azucares
fermentables tales como xilosa y xilobiosa
con aplicaciones industriales muy diversas
entre las que destaca el biobleaching y la
produccion de bioetanol de segunda
generacion. El objetivo principal del
presente estudio se enfoca en la
optimizacion de la produccion de xilanasa
bacteriana por parte de la bacteria Bacillus
sp. KI. La misma ha sido previamente
aislada de muestras de madera en
putrefaccion recolectadas en las premisas
de la Universidad de Lakehead para su
Departamento de Biologia. Las variables
investigadas para la optimizacion fueron
fisicas tales como pH, temperatura y
volumen de inoculo; y de composicion del
medio de fermentacion tales como fuente de
carbono, fuente de nitrogeno orgénico e
inorganico y relaciébn porcentual entre
dichos componentes. Adicionalmente, se
determind el efecto de iones metalicos
(sodio, potasio, magnesio, calcio, ferroso,
niqueloso, cuprico, cobaltoso y manganoso)
y surfactantes (Polisorbato-20, dodecil
sulfato de sodio y Triton X-100) en la
actividad enzimdatica de la xilanasa
producida. La mayor produccion de
xilanasa fue tras 36h de fermentacion y las
condiciones fisicas Optimas asociadas a la
produccion de xilanasa fueron pH 6,
temperatura 35 °C y volumen de inéculo
1%. La composicién optima del medio de
fermentacion determinada estd constituida
por: Afrecho de trigo 4%, Glucosa 0,5%,
NH4NO; 0,5%, KoHPO4 0,1%, KCI 0,1%,
MgSO4 0,05%, peptona 0,5%, SDS 0,1%.
La actividad enzimatica generada es de
264,96+7,89 1U/L, con un 248,79% de

incremento con respecto al inicial. Los
inhibidores mas importantes fueron los
iones cuprico y manganoso con 32,00% y
49,16% de inhibicion comparado con el
experimento de control. Las condiciones de
fermentacion y la presencia de celulasa
favorecen una futura aplicaciébn en la
industria del bioetanol de segunda
generacion.

Palabras claves: <FERMENTACION
SUMERGIDA>, <PRODUCCION DE
ENZIMAS>, <AFRECHO DE TRIGO>,
<BIOETANOL DE SEGUNDA
GENERACION>.

Abstract:

The xylanases are enzymes that
hydrolyze xylan, producing fermentable
sugars such as xylose and xylobiose. These
enzymes have several industrial applica-
tions, among which its use in biobleaching
and second-generation bioethanol stands
out. The main objective in the present study
is the optimization of the bacterial xylanase
production by the strain Bacillus sp. K,
which has been previously isolated from
rotting wood samples collected at Lakehead
University's premises for its Biology De-
partment. The variables investigated for op-
timization were physical such as pH, tem-
perature and inoculum volume; and compo-
sition of the fermentation medium such as
carbon source, organic and inorganic nitro-
gen source and percentage ratio between
these components. Additionally, the effect
of metal ions (sodium, potassium, magne-
sium, calcium, ferrous, nickelous, cupric,
cobaltous and manganous) and surfactants
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(Tween-20, dodecyl sodium sulfate and Tri-
ton X-100) in the xylanase enzyme activity
was determined. The highest production of
xylanase was obtained after 36h fermenta-
tion and the optimal physical conditions as-
sociated with the xylanase production were
pH 6, temperature 35 °C and inoculum vol-
ume 1%. The optimum composition of the
fermentation medium consists of: wheat
bran 4%, glucose 0,5%, NH4NO; 0,5%,
K2HPO4 0,1%, KCI1 0,1%, MgSO4 0,05%,
peptone 0,5%, SDS 0,1%. The enzyme ac-
tivity generated is 264,96+7,89 TU/L, with a
248,79% increase from the initial condi-
tions. The most important inhibitors were
cupric and manganous ions with 32,00%
and 49,16% inhibition compared to the con-
trol experiment. The fermentation condi-
tions and the presence of cellulase provide
a future application in the second-genera-
tion bioethanol industry.

Keywords: <SUBMERGED FERMEN-
TATION>, <ENZYME PRODUCTION>,
<WHEAT BRAN>, <SECOND-GENER-
ATION BIOETHANOL>.
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2. INTRODUCCION

La lignocelulosa es el principal y mas
abundante componente de la biomasa
renovable producida por la fotosintesis. Los
tres principales componentes que la
constituyen son celulosa, hemicelulosa y
lignina. Entre ellas, las hemicelulosas estan
compuestas de complejas mezclas de xilano,
xiloglucano, glucomanano, arabinogalactano
y otros heteropolimeros [1], [2].

El xilano es el segundo polisacarido mas
abundante en la naturaleza, representando
aproximadamente un tercio del carbono
organico renovable de la Tierra. La hidroélisis
de sus enlaces B-1,4, se lleva a cabo con la
enzima xilanasa (endo-1,4- [  -D-
xilanohidrolasa; EC 3.2.1.8), conduciendo a
productos tales como xilosa y xilobiosa [3],

[4].

En la actualidad el uso de las xilanasas a
escala industrial tiene un campo muy amplio
de aplicacion. Entre estos se encuentra el
blanqueo de la pulpa en la industria papelera,
clarificacion de jugos, bioconversion de
residuos  lignoceluldésicos 'y  desechos
agricolas en productos fermentables,
mejoramiento de la consistencia de la cerveza
y digestibilidad de alimentos balanceados [5].

Entre las aplicaciones citadas se destaca el
uso de xilanasas como sustituto de
compuestos clorados para el blanqueo de
pulpa Kraft en la produccion de papel, en un
proceso llamado biobleaching. El proceso
tradicional ha generado grandes cantidades
de aguas residuales cargadas de compuestos
organoclorados, de caracteristicas toxicas,
mutagénicas y resistentes a la
biodegradacion, ademas de ser una de las
mayores fuentes de contaminacién ambiental
a nivel industrial [6].

Ademas, existen investigaciones
enfocadas en la  produccion  de
biocombustibles de segunda generacion, los
cuales son los principales productos de la

bioconversion de materiales lignocelulosicos.
Entre ellos “el etanol es el combustible
renovable mas importante en términos de
volumen y valor de mercado” [7].

El uso de xilanasas en la produccion de
etanol de segunda generacion puede
incrementar su efectividad, al aprovechar la
hemicelulosa, convirtiéndola en xilosa, la
cual es un azucar fermentable. Ademas, la
produccion de xilanasa con xilano purificado
como sustrato no es viable desde el punto de
vista econdémico por su elevado costo.

En este contexto el presente estudio se
enfoca en la optimizacion de la produccion de
xilanasa a partir de una cepa bacteriana
aislada por el personal del laboratorio para
enzimas, bioproductos y biorremediacion de
la universidad de Lakehead. Seguido de la
evaluacion de la efectividad de diversos
subproductos agroindustriales
lignoceluldsicos de bajo costo ricos en
hemicelulosa, como sustratos para el cultivo
de la cepa Bacillus sp. KI y la consecuente
produccion de xilanasa bacteriana

3. METODOLOGIA

3.1.Cepa bacteriana y su activacion

De acuerdo con Prasad & Qin [8] la
bacteria Bacillus sp. KI fue aislada en las
premisas de la Universidad de Lakehead; a
partir de una muestra de madera en estado de
putrefaccion, se identific6 como productora
de celulasa por Prasad & Qin y se preservo en
refrigeracion a -83 °C. La cepa se encuentra
registrada en el base de datos del banco de
genes NCBI (N° de acceso KP987117)

Una muestra de la cepa congelada fue
cultivada en una caja Petri con medio de
cultivo Luria-Bertani y colocada en una
incubadora a 37 °C por 24 h. Para la
activacion de la bacteria a utilizarse en el
estudio, se empled 50 mL de medio de cultivo
Luria-Bertani en un matraz, para luego ser
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incubado por 15 h a 37 °C y 200 rpm de
velocidad de agitacion.

3.1.Cultivo de la cepa bacteriana

La bacteria activada se cultivo al 1% de
inoculo en 20mL de medio MSM para
verificar la produccion de xilanasa 'y
crecimiento bacteriano en funcion del tiempo.
El medio utilizado consisti6 en: xilano
purificado 1%, nitrato de sodio 0,1 g, NaNOs
0,1%, K:HPO4 0,1%, KCl 0,1%, MgSO4
0,05%, extracto de levadura 0,05%. Las
condiciones de fermentacion fueron pH 7, 37
°C y 200 rpm de agitacion por 144 h. Las
muestras fueron tomadas cada 12 h y
preservadas a -4°C.

3.2. Densidad dptica y medicion de la
actividad enzimatica

3.2.1. Medicion de la densidad dptica

El uso de la espectrofotometria para medir
la densidad 6ptica a 600 nm (OD600) de un
cultivo bacteriano con la finalidad monitorear
el crecimiento ha sido una técnica usual en
microbiologia [9]. Las muestras tomadas
cada 12 h se descongelaron lentamente en
hielo y se midié su densidad Optica en un
espectrofotometro La densidad optica de
varias muestras se midi6 en un
espectrofotometro de microplacas Epoch™
fabricado por BioTek Instruments [10]. Con
el uso del promedio de estas mediciones se
traz6 la curva de crecimiento bacteriano.

3.2.2. Extraccion de la enzima cruda

Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm
durante 3 min. El sobrenadante claro
(extracto crudo) se utiliz6 para el ensayo
enzimatico.

3.2.3. Ensayo de actividad enzimdtica
para xilanasa

La produccion de xilanasa se verificd con
la medicion de su actividad enzimatica. Este
método se fundamenta en cuantificar la
liberacion de xilosa, con el uso del reactivo,
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) [10]. El
reactivo usado es de marca Sigma Aldrich N°
producto D0550).

Este método requiere la construccion
previa de una curva de calibracion con xilosa,
reactivo de marca Sigma Aldrich (N°
producto X-0200000). La longitud de onda
utilizada fue de 540 nm. La curva de
calibracion se desarrollo con diferentes
soluciones de xilosa con una concentracion
en el rango de 0 a 800 pg/mL. Los
experimentos se realizaron por triplicado y la
curva se construyé mediante la técnica de
regresion lineal.

La mezcla de reaccion contenia 20 pL. de
solucién de xilano purificado de espelta y
avena, marca Sigma Aldrich (N° producto X-
0627) al 1% (preparada en tampon citrato
0,05 M de pH 5,3) como sustrato, se
incubaron 10 plL de extracto enzimadtico
diluido y tampon citrato (0,05 M, pH 5,3) a
50 °C durante 30 min y luego la reaccion se
termind mediante la adicion de 60 pL de
reactivo DNS.

Se ejecutdé un control simultdneo que
contenia todos los reactivos, y la reaccion se
termind antes de la adicion del extracto de
enzima. Las muestras se colocaron un bafio
de agua hirviendo por 10 min, se enfriaron a
temperatura ambiente y se diluyeron a 300 pL
con agua destilada. La absorbancia de las
muestras se determind en un
espectrofotometro a 540 nm [11].

La unidad de actividad de xilanasa se definio
como la cantidad de enzima que cataliza la
liberacion de 1 pmol de azicar reductor
equivalente a xilosa por litro minuto en las
condiciones de ensayo especificadas [10].

Los promedios de absorbancia obtenidos

en cada ensayo fueron convertidos en
concentracion de xilosa (pg/mL) con el uso
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de la curva de calibracion previamente
realizada. La concentracion de xilosa sera

transformada en wunidad de actividad
enzimatica mediante la siguiente ecuacion:

_ X*V,*1000
tinc*M+Ve

Acy (1)

Donde:

Ac,, = Actividad de xilanasa (umol xilosa/
Lmin).

X = Concentracion de xilosa (pg/mL
reaccion).

V. = Volumen total de reaccion (0,03 mL
reaccion).

V. = Volumen del extracto enzimatico
(0,01 mL extracto).

tinc = Tiempo de incubacion (30 min).

M= Peso molecular de xilosa (150 pg/
pumol).

3.1.1. Optimizacion del pH

Se compararon diferentes pH en un rango
de 3 a 9 en las condiciones de cultivo en un
matraz para verificar la actividad enzimatica
optima. Cada muestra se analiz6 a las 36 h,
cuando la actividad de xilanasa era mas alta,
en base a los ensayos anteriores.

3.1.2. Optimizacion del volumen de
indculo.

Se compararon diferentes volimenes de
in6culo de 0,5% a 10% en las condiciones de
cultivo para verificar la actividad 6ptima de
la xilanasa. Cada muestra se analizo a las 36
h, cuando la actividad de xilanasa era mas
alta, en base a los ensayos anteriores.

3.1.3. Optimizacion de la temperatura
de fermentacion.

Se compararon diferentes temperaturas de
25 °C a 45 °C en las condiciones de cultivo
para verificar la actividad optima de la
xilanasa. Cada muestra se analiz6 a las 36 h,
cuando la actividad de xilanasa era mas alta,
en base a los ensayos anteriores.

3.2. Optimizacion del medio de

fermentacion

3.2.1. Optimizacion de la fuente de
carbono

Se estudio el reemplazo del xilano
purificado con diferentes residuos: afrecho de
trigo, paja de trigo, aserrin, bagazo de maiz y
hojas de olmo de roca (Ulmus thomasii Sarg.)
como fuente de carbono principal; y azucares
purificadas como: lactosa, sacarosa, D-
sorbitol, D— Fructosa, D- Glucosa como
fuente suplementaria, en una concentracién
de 1%. Finalmente, se probo con diferentes
concentraciones del residuo lignoceluldsico
optimizado en un rango de 0,5% a 5%.,
suplementando el medio de cultivo con 0,5%
del azlGcar purificada que demostrd
incrementar la actividad enziméatica en mayor
proporcion.

3.2.2. Optimizacion de la fuente de

nitrogeno

Las fuentes organicas de nitrégeno
comparadas fueron: extracto de levadura,
peptona, urea, extracto de malta y triptona. A
su vez las fuentes inorganicas fueron: sulfato
de amonio, nitrato de potasio, cloruro de
amonio, nitrato de sodio y nitrato de amonio.
Este experimento mantuvo las condiciones de
cultivo previamente optimizadas con 1% de
fuente de nitrogeno. Finalmente, se prob6 con
diferentes concentraciones de la fuente
inorganica de nitrogeno optimizada en un
rango de 0,5% a 4%.

3.2.3. Relacion entre la concentracion
fuente de nitrégeno/ carbono.
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Se utiliz6 la relacion ya optimizada entre
la fuente de carbono y nitrégeno inorganica
para ensayar diferentes relaciones de
concentracion con la fuente organica de
nitrégeno (8:1:1, 8:1:2, 8:1:4, 8:1:5, 8:1:6 y
8:1:8) en la preparacion del medio de cultivo
para optimizar la actividad enzimatica.

3.3. Efecto de
surfactantes

iones metalicos y

Se ensayaron diferentes iones metalicos
(sodio, potasio, magnesio, calcio, ferroso y
niqueloso) con una concentracion 1 mM y
surfactantes (Polisorbato-20, dodecil sulfato
de sodio y Triton X-100) con concentracién
0,1% en el medio de cultivo y se determino su
efecto en la actividad de la enzima xilanasa se
comparé manteniendo las condiciones
previamente optimizadas.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados (Fig.1) verifican Ia
produccion de xilanasa bacteriana. Tras 36 h
de fermentacion se produjo el pico mas alto
de densidad optica y actividad enzimatica
equivalente a 106,05+8,05 pmol xilosa/
Lmin, es decir que tanto el crecimiento
bacteriano como la produccién de enzimas,
utilizando como sustrato xilano purificado,
fueron optimizados.Las condiciones fisicas
involucradas en la produccion de xilanasa
tales como pH de fermentacion, volumen de
inoculo y temperatura de optimizacion se
optimizaron con experimentos
independientes.

Figura 1: Produccion periddica de xilanasa y densidad 6ptica en funcién del tiempo de
incubacion cada 12 h bor 6 dias (144h)
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enzimatica relativa v densidad éptica.

-

-
-
-
-

re 120
fit 100
er
ur
di 0

RELATIVA(%)
(=)

ACTIVIDAD ENZIMATICA
(=)

80
6
4
| _
0
0,5 1 2 3 4 5

AFRECHO DE TRIGO (Y%m/v)

SOSTENIBILIDAD ENERGETICA



- .
i N , Wi

Figura 3: Optimizacion del volumen de inéculo mediante la comparacion de la actividad
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El pH idéneo se determind en el valor de 6
(Fig. 2).

El volumen de in6culo y temperatura se
optimizaron (Fig. 3 y 4) en 1% v/vy 35 °C
respectivamente; cabe mencionar que dichos
parametros no fueron Optimos para el
crecimiento bacteriano. Sin embargo, se
seleccionaron por el propdsito de la
investigacion de maximizar la produccion de
enzima. La temperatura coincide con la
especie Bacillus subtilis detallada en una
investigacion [12].

El reemplazo del xilano puro con un
residuo  lignocelulésico, disminuye la
actividad  enzimatica  producida  por
fermentacion sumergida (Tabla 1).

La mayor actividad se obtiene con afrecho
de trigo. Los residuos restantes demostraron
inhibir en gran medida la produccion de la
enzima. Por tal razén se decidié suplementar
el uso de afrecho de trigo con el azucar
purificado que demostré incrementar en
mayor medida la actividad enzimatica, es
decir, glucosa (Tabla 1). El uso de afrecho se
corrobord con varias especies de hongos y
bacterias en bibliografia [13]; [14]; [15]; [16];
[17].

La concentracion de afrecho de trigo a
utilizarse para la produccion de xilanasa se ve
limitada por la solubilidad de este en el medio
de fermentacion, razon por la cual su efecto
se determiné en un rango de concentracion de
0,5 a 5%.

La fuente de carbono se suplement6 con
glucosa al 0,5% debido a que las bacterias
necesitan de un azlcar purificada simple en
las fases iniciales de su crecimiento. Los
resultados  permitieron  identificar la
concentracion Optima de afrecho de trigo en
4% con glucosa al 0,5% (Fig. 5).

La fuente de nitrogeno inorganico se
determind con la adicion de 5 sustancias en
concentracion 1% al medio de fermentacion.

Tabla 1: Efecto de diferentes fuentes carbono al
1% de concentracion en la actividad enzimatica.

Fuente de carbono enzim?fitci;li((}i;L)
Xilano (Control) 105,17+ 8,59
Bagazo de maiz 6,28 £ 0,58
Paja de trigo 0,00
Afrecho de trigo 85,86 + 4,91
Hojas de olmo de 0,00

roca

Aserrin 0,00
Sacarosa 73,64 + 7,86
Sorbitol 20,95+9,35
Fructosa 27,04 £ 6,97
Lactosa 23,50+ 1,39
Glucosa 97,30 + 7,51

En la tabla 2 se puede observar que las
actividades  enzimdticas  relativas  del
sobrenadante con nitrato de potasio, nitrato de
sodio, sulfato de amonio y nitrato de amonio
tienen valores similares.

La eleccion del nitrato de amonio se debe
a que: demostrd tener la mayor actividad
enzimatica y al realizar la cotizacién con el
proveedor Sigma Aldrich en internet tuvo
menor precio que las demads sustancias.

Tabla 2: Efecto de diferentes fuentes inorganicas
de nitrogeno al 1% de concentracion en la
actividad enzimatica.

Actividad

enzimatica (IU/L)

Fuente inorganica

de nitrogeno (1%)

KNO3
149,61 £ 11,83
NaNOs
147,71 +£ 6,34
NH4NO3
159,61 + 9,04
NH4Cl1
120,31 + 12,37
(NH4)2S04
146,90 + 0,88
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La concentracion 6ptima de nitrato de amonio
se determind en un rango de 0,5-5%. Siendo
la dosis de nitrato de amonio en 0,5%
adecuada para maximizar la produccion de
xilanasa bacteriana. Por lo tanto, la relacion
entre la concentracion porcentual de afrecho
de trigo y nitrato de amonio es 8 a 1 (Fig. 6).

La fuente de nitrogeno organico fue
determinada con la adicidn de 5 sustancias en
concentracion 1% al medio de fermentacion.
En la tabla 3 se puede observar que las
actividades  enzimaticas relativas  del
sobrenadante con la aplicacion de peptona,
extracto de levadura y extracto de malta
tienen valores similares.

La peptona fue escogida debido a que
demostro tener la mayor actividad enzimatica
y al realizar la cotizacion con el proveedor
Sigma Aldrich en internet tuvo menor precio
que las demads sustancias.

Tabla 3: Efecto de diferentes fuentes organicas de
nitrégeno al 1% de concentracion en la
actividad enzimatica.

Actividad enzimatica

Fuente organica

de nitrogeno (1%) (IU/L
Peptona
162,94 £2,16
Extracto de
malta 147,76+ 11,41
Triptona
114,24 + 8,82
Urea
93,59 + 13,25
Extracto de
levadura 155,10 £ 3,44
La relacion entre la concentracion

porcentual de las fuentes de carbono y
nitrogeno se determind con la finalidad de
maximizar la actividad enzimdatica de
xilanasa. La relacion del porcentaje de
afrecho de trigo y nitrato de amonio se
encontrd en experimentos previos de 8 a 1. El
porcentaje de peptona se hall6 equivalente a
8:1:1 (Fig. 7).

El efecto de la adicion de diferentes
aditivos, entre ellos iones metalicos (Tabla 4)

al medio de fermentacién en concentracion
ImM se realizO con experimentos
independientes y se determiné el efecto que
ejerce cada uno de ellos en la actividad
enzimatica comparado con un experimento
de control sin la incorporacion de aditivos.

En general, la adicion de los iones
metalicos inhibi6 la actividad enzimatica
segun la tabla 4. Sin embargo, cabe recalcar
que los iones cuprico y manganoso influyeron
en el decremento mas significativo de la
actividad de xilanasa, lo cual se puede deber
al bloqueo de la secrecion de proteina en el
medio de fermentacion, segun [13].

El efecto de la adicion de los surfactantes
polisorbato-20 (Tween-20), dodecil sulfato
de sodio y Triton X-100 en concentracién
0,1% se realizd con experimentos
independientes con la finalidad de comparar
su actividad enzimatica con un experimento
de control sin la incorporacion de aditivos.

Tabla 4: Efecto de diferentes aditivos en la
actividad enzimatica de la xilanasa obtenida.
Aditivos Actividad
enzimatica (IU/L)

afladidos

Control 171,69 £ 19,33
Na+ 114,19 £ 12,77
K+ 111,88 + 7,89

Mg ++ 142,02 + 6,99
Cat+ 138,50 + 6,54
Fet++ 152,34 + 8,67
Ni++ 121,83 +3,92
Cu++ 54,94 £4,07
Cot++ 133,13 + 14,50
Mn++ 84,40 + 15,21

TWEEN-20 140,10+ 26,52
SDS 264,96 £2,27

TRITON X-100 152,25 +12,19

La incorporacion de Polisorbato-20 y
Triton X-100 mostré un decremento de la
actividad enzimatica relativa al experimento
de control. Sin embargo, la adicion de dodecil
sulfato de sodio incrementd
significativamente dicho pardmetro. Este

1+D+
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comportamiento puede ser explicado porque
la adicion de surfactantes al medio de cultivo
ejerce diferentes efectos en la secrecion de
enzimas, dependiendo del grado en el que
afecta la permeabilidad de las membranas
celulares segun [2].

La comparacion de las actividades
enzimaticas producidas con las variables
previas y posteriores asociadas a la
fermentacion en la tabla 4 permitid
determinar un valor final de 264,96+7,89
umol xilosa/ Lmin, el cual se calculé que es
248,79% mayor a la actividad enzimatica
encontrada al inicio de la presente
investigacion.

CONCLUSION

La bacteria Bacillus sp. KI, previamente
aislada y determinada como productora de
celulasa, demostr6 ser productora de xilanasa
bacteriana con un tiempo de fermentacion
optimo de 36h. Las condiciones fisicas
Optimas asociadas a la produccion de xilanasa
bacteriana fueron pH de 6, temperatura de
35°C y volumen de in6culo 1%. La adicién
del surfactante SDS en 1% fue el pardmetro
que indujo de una manera significativa la
actividad de la enzima.

Las condiciones fisicas de fermentacion y
la produccion verificada tanto de celulasa
como de xilanasa por parte de la bacteria
Bacillus sp. K1 favorecen su aplicacion futura
en la industria del bioetanol de segunda
generacion.
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