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Síntesis 
 

 

Síntesis 

La aplicación de enzimas en los piensos destinados a la alimentación avícola, 

constituye una alternativa para disminuir los polisacáridos no amiláceos de las 

dietas. El objetivo de la tesis fue obtener el extracto enzimático de Bacillus subtilis 

E44, para el tratamiento del contenido fibroso de dietas en la alimentación 

avícola. Se evaluó la síntesis de las enzimas xilanasas, β-mananasas y 

endocelulasas por la cepa en medios selectivos y durante la fermentación en 

estado sólido (FES) con salvado de trigo, bagazo de caña, cáscara de arroz y 

paja de maíz como fuentes de carbono. Se optimizó la FES y la extracción de los 

biocatalizadores mediante diseño compuesto central. Se determinó la estabilidad 

de las enzimas β-mananasas al pH y la temperatura porque mostraron mayor 

actividad. Se evaluó el efecto en la degradación de la fibra y la digestibilidad in 

vitro de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras. 

La optimización de la FES con el bagazo de caña de azúcar mediante la función 

de deseabilidad de Derringer favoreció la producción simultánea de β-mananasas 

y xilanasas en el extracto, con incrementos de 13,59 y 3,06 veces, 

respectivamente. Las β-mananasas fueron estables a 40 °C y al pH (3 y 7,5). El 

extracto enzimático modificó la FDN, la hemicelulosa en la dieta e incrementó la 

digestibilidad in vitro de la MS, FDN y HEM. 
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INTRODUCCIÓN 

El crecimiento de la población mundial demanda el incremento de los bienes 

provenientes del sector ganadero a la cadena de producción alimenticia. Este hecho 

constituye una de las necesidades más urgentes a resolver a escala global e impone 

grandes retos a los productores del sector, para satisfacer la demanda sin 

comprometer los costos de la producción (Raza et al., 2019). 

Las aves son una importante fuente de proteínas y micronutrientes de alta calidad 

para el consumo humano a nivel mundial. La alimentación, en esta especie, 

constituye el 70-75% de los costos. Se basa fundamentalmente en granos de 

cereales como maíz, trigo, soya y proteínas vegetales, los que cubren los 

requerimientos energéticos y proteicos (Thavasiappan et al., 2020).  

Los precios de los granos en el mercado internacional, destinados a la alimentación 

avícola, se incrementaron considerablemente en los últimos años (Raza et al., 

2019). Los países pobres son los más afectados, por lo que resulta necesario la 

búsqueda de alternativas encaminadas a satisfacer los requerimientos de las aves 

para lograr producciones sostenibles, económicas y saludables (Peinado, 2015; 

Alagawany et al., 2017). 

Debido al paradigma que se presenta, los productores tratan de encontrar fuentes 

energéticas y proteicas más económicas, sin embargo, poseen menor valor 

nutricional. Estas materias primas contienen factores antinutricionales como los 

polisacáridos no amiláceos (PNA) que no se digieren por los monogástricos, debido 

a la carencia de enzimas endógenas y se comprometen los rendimientos 

productivos (De Souza et al., 2014 ; Habte-Tsion et al., 2018; Raza et al., 2019). 
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La adición de enzimas carbohidrasas exógenas a las dietas es una de las 

estrategias dirigidas a minimizar los efectos negativos de los PNA en la salud 

gastrointestinal y la productividad de las aves (Alagawany et al., 2018). Estos 

biocatalizadores hidrolizan los polisacáridos estructurales de las paredes celulares 

de los vegetales hasta oligosacáridos. Como consecuencia se liberan los nutrientes 

encapsulados, se incrementa su disponibilidad, mejoran la digestibilidad y el 

funcionamiento intestinal, que incluye modificaciones tanto en la microbiota como 

en la morfología del intestino (Saleh et al., 2018). 

Las enzimas que se aplican en la alimentación animal se caracterizan por su 

estabilidad al pH y la temperatura (Aftab et al., 2018). Las β-mananasas, xilanasas 

y endocelulasas son biocatalizadores utilizados en la avicultura con buenos 

resultados por los beneficios que aportan. Su efectividad se informa 

independientemente del tratamiento, ya sea como enzimas únicas, en cócteles y en 

extractos enzimáticos producidos por diferentes microorganismos (Aftab et al., 

2018; Alagawany et al., 2018; Saeed et al., 2019). 

El aumento de la producción industrial de enzimas, en las últimas décadas, se debe 

al desarrollo de los procesos fermentativos, los métodos de recuperación de estas 

proteínas y a una mejor comprensión de las reacciones bioquímicas que ocurren 

(Habte-Tsion et al., 2018). Actualmente, el 75% de los biocatalizadores que se 

comercializan, se producen por compañías internacionales con un mercado 

altamente competitivo. Según informes del mercado global de enzimas (BCC 

Research, 2020), en 2020 se alcanzaron 5,9 billones de dólares por la venta de 

estos productos y se estima que para el 2026 se superen los 8,7 billones.  
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En Cuba no se utilizan los aditivos enzimáticos para el tratamiento de las dietas 

destinadas a la producción animal. Las investigaciones desarrolladas por la 

Universidad de Matanzas y el Instituto de Ciencia Animal identificaron cepas 

promisorias para la producción de enzimas estables como Bacillus subtilis E44 

(Milián et al., 2017b), sin embargo, hasta la fecha no se informa la producción de 

biocatalizadores para el tratamiento a las dietas.  

A partir de lo anteriormente planteado en la presente investigación se declaró el 

siguiente problema científico:  

En Cuba no se dispone de un aditivo enzimático de producción nacional para 

disminuir el contenido de los PNA y mejorar la digestibilidad de la fibra en las dietas 

avícolas.  

Para dar respuesta a la problemática se propuso la siguiente hipótesis científica: 

La obtención de enzimas xilanasas, β-mananasas y endocelulasas a partir de 

Bacillus subtilis E44 mediante la fermentación en estado sólido con residuos 

agroindustriales, mejora la degradación del contenido fibroso de las dietas que se 

suministran en la alimentación avícola. 

Para aceptar o refutar la hipótesis se trazaron los siguientes objetivos: 

Objetivo general: Obtener el extracto enzimático de Bacillus subtilis E44, para el 

tratamiento del contenido fibroso de dietas en la alimentación avícola. 

Para cumplir el objetivo general, los objetivos específicos fueron:  
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Objetivos específicos: 

1. Evaluar la expresión de las enzimas xilanasas, β-mananasas y 

endocelulasas por Bacillus subtilis E44 en medios selectivos y en la 

fermentación en estado sólido de residuos agroindustriales. 

2. Optimizar los procesos de la FES con Bacillus subtilis E44 y la extracción de 

las enzimas xilanasas, β-mananasas y endocelulasas a escala de 

laboratorio.  

3. Determinar la estabilidad al pH y la temperatura de la enzima de mayor 

actividad en el extracto de Bacillus subtilis E44. 

4. Evaluar el extracto enzimático en la degradación y digestibilidad in vitro de la 

dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras.

Novedad científica 

 Se informa el extracto enzimático producido por Bacillus subtilis E44 a escala 

de laboratorio y su efecto en la degradación de la fibra de la dieta de 

desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras.  

Los aportes científicos se resumen en:  

 Se informa la metodología de la obtención del extracto enzimático por la cepa 

Bacillus subtilis E44 durante la fermentación en estado sólido del bagazo de 

caña de azúcar.  

 Se caracteriza el extracto enzimático de Bacillus subtilis E44 obtenido en las 

condiciones estudiadas. 

 Se informa a la comunidad científica un nuevo producto con acción 

enzimática para el tratamiento de las dietas destinadas a la alimentación 

avícola.
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CAPÍTULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Características anátomo- fisiológicas del tracto gastrointestinal de las 

aves 

El tracto gastrointestinal (TGI) de las aves es una región con un hábitat microbiano 

muy complejo que favorece el proceso de la digestión (McWhorter et al., 2009). Se 

subdivide en las regiones siguientes: pico, esófago, buche, proventrículo, molleja, 

intestino delgado e intestino grueso (Józefiak et al., 2004) (figura 1). Se caracteriza 

por poseer intestinos más pequeños y tiempos de tránsito más cortos que otras 

especies monogástricas de interés económico. Uno de los factores que afecta el 

desarrollo de las aves es la dieta ya que el alimento sirve como estímulo para 

promover el crecimiento del TGI (Jiménez-Moreno et al., 2009).  

Figura 1. Tracto gastrointestinal de los pollos (Gauthier, 2002).
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El pico ejerce la función recolectora del alimento, las glándulas salivares suministran 

saliva como secreción mucosa, pero carecen de enzimas por lo que no ocurren 

procesos digestivos en esta región. El alimento continúa su tránsito hasta el buche

que se considera un órgano reservorio. Se plantea que en este sitio se segregan 

enzimas, pero no se conoce si provienen de la regurgitación del contenido intestinal, 

molleja, proventrículo o de las bacterias existentes (Grist, 2006).  

El proventrículo y la molleja son regiones independientes con funciones 

relacionadas. El primero se encarga de secretar ácido clorhídrico, lo que provoca la 

disminución del pH (Smith y Berrang, 2006), mientras que la molleja tritura y muele 

la ingesta (Barnes, 1979). 

El bolo pasa después al intestino delgado, en el que ocurre la digestión química y la 

absorción de nutrientes. Entre las enzimas digestivas más importantes están la 

tripsina y la quimotripsina, las amilasas y las lipasas que permiten la degradación 

de las proteínas, el almidón y los acilglicéridos, respectivamente.  

El páncreas se encuentra entre las dos ramas del asa duodenal cubierto por la 

serosa y fijado al duodeno por dos ligamentos pancreáticos duodenales y es el 

órgano encargado de la secreción de las enzimas. Posteriormente, el producto de 

la digestión pasa al intestino grueso mediante la válvula ileocecal que desemboca 

en los dos ciegos (McLelland, 1989). 

La función de los ciegos consiste, principalmente, en la degradación de los 

compuestos menos digestibles, absorber el agua, la glucosa y los ácidos grasos 

volátiles. Además, se producen inmunoglobulinas y participan en el metabolismo del 

ácido úrico en aminoácidos.  
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En los pollos, los ciegos tienen una motilidad activa que mezcla y evacúa 

periódicamente los contenidos del lumen. Las contracciones propias en este sitio, 

al parecer no se relacionan con la motilidad ileal (Clench, 1999). 

La presencia de microorganismos en los ciegos proporciona condiciones idóneas 

para la fermentación de almidones resistentes, polisacáridos (celulosa, 

hemicelulosa y otros) y oligosacáridos no digestibles. A partir de estos compuestos 

se producen ácidos orgánicos, especialmente láctico, acético, propiónico y butírico, 

que se absorben por el epitelio intestinal (Sergeant et al., 2014). Luego pasan a la 

sangre portal, al hígado y finalmente a los tejidos periféricos y a los músculos donde 

se metabolizan. Esta constituye la ruta principal por la que el animal hospedero 

obtiene energía de los carbohidratos no digeridos en el intestino delgado.  

El bolo digerido, después del paso por la válvula ileocecal, se traslada al colon, 

donde la absorción de nutrientes es mínima. Finalmente, el bolo fecal pasa a la 

cloaca, se mezcla con la orina procedente de los riñones y se expulsa al exterior 

(Clench, 1999) 

En los pollitos y en las aves en general, la capacidad de absorción del intestino 

delgado aumenta con la ingesta de nutrientes después del nacimiento y en etapas 

tempranas. El acceso temprano al alimento por parte de los pollitos recién nacidos 

promueve el desarrollo intestinal mucho más rápido (Obst y Diamond, 1992; Noy y 

Sklan, 1998; Uni et al., 1999), motivo por lo que la composición de las dietas que se 

suministran son de vital importancia para garantizar incrementos productivo en esta 

especie.  
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1.2 Dietas utilizadas en la producción avícola  

1.2.1 Principales requerimientos nutricionales en las dietas para las aves  

Los componentes nutricionales de los piensos tienen una función decisiva en el 

crecimiento y el desarrollo de las aves. Sus requerimientos dependen de la 

categoría y las etapas de la crianza.  

Los requerimientos generales se basan en un suplemento de proteínas y 

aminoácidos que favorecen el desarrollo muscular y la síntesis de proteínas. De los 

aminoácidos esenciales, la lisina, la metionina y la treonina son limitantes en la 

mayoría de las raciones para las aves por lo que se incluyen en las dietas 

(Ravindran et al., 2014).  

Las grasas y los ácidos grasos, además de favorecer el aporte energético, mejoran 

la palatabilidad de la ración. El ácido linoleico y linolénico se consideran esenciales 

para las aves y deben estar presentes en la dieta. Son esenciales para el cerebro, 

espermatogénesis, músculo cardiaco y los bastones de la retina del ojo (Sardiñas, 

2005). 

Los minerales tienen funciones vitales muy variadas, tales como la formación de los 

huesos, el metabolismo basal y el mantenimiento del equilibrio ácido-base y 

electrolítico de las membranas celulares. El calcio y el fósforo mantienen 

fundamentalmente el esqueleto en buen estado y debido al rápido crecimiento de 

estos animales, es fundamental que las raciones contengan niveles apropiados de 

estos nutrientes lograr el desarrollo óseo adecuado (Sardiñas, 2005).  

El sodio, el potasio y el cloro deben estar en la proporción adecuada para evitar un 

desequilibrio ácido-base. Este desbalance puede alterar el pH fisiológico y otros 
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procesos metabólicos como el crecimiento, el desarrollo óseo, la hidratación 

corporal y la utilización de aminoácidos, lo que provocaría reducción de los 

rendimientos (Blair, 2018). Los oligoelementos como el cobre, el yodo o el hierro 

funcionan básicamente como coenzimas de las reacciones metabólicas y se 

requieren en la dieta en muy bajas concentraciones (Gous, 2010). 

Las vitaminas, tanto las de tipo liposoluble como las hidrosolubles, deben añadirse 

en el pienso. La vitamina C es un caso excepcional ya que las aves la sintetizan. 

Estos elementos actúan como mediadores y participan en procesos bioquímicos del 

organismo (Peinado, 2015).  

La energía es esencial en la formulación de los piensos y se obtiene a partir de los 

carbohidratos simples, las grasas y las proteínas. La fuente energética y los 

macronutrientes se adquieren a través de la ingestión de alimentos naturales, 

fundamentalmente cereales y soya, mientras que los minerales, vitaminas y 

aminoácidos esenciales se suministran como suplementos sintéticos (FAO y OCDE, 

2013). 

La mayor parte de la energía de la dieta la aportan los cereales en forma de 

estructuras químicas sencillas, como azúcares libres, disacáridos, oligosacáridos y 

polisacáridos. Englyst (1989) clasificó estos compuestos en dos grupos: los 

polisacáridos amiláceos de reserva (α-glucanos) y los estructurales de la pared 

celular que se abordan a continuación.  

1.2.2 Polisacáridos amiláceos de reserva en la alimentación avícola.  

Los hidratos de carbono son los componentes más abundantes en los alimentos 

destinados a los animales monogástricos, constituyendo generalmente más del 

60% de la materia seca. Los cereales proporcionan la mayor parte de la energía de 
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la dieta en forma de estructuras químicas sencillas, como los azucares libres, 

disacáridos, oligosacáridos y complejas, como el almidón.  

El almidón representa una fracción importante en los cereales (maíz y trigo) y se 

encuentra en un rango del 30 al 80%. Su hidrólisis ocurre por acción de las amilasas 

secretadas en el jugo pancreático (Alvarez et al., 2014).  

Los carbohidratos de bajo peso molecular producidos durante los procesos 

digestivos, se absorben por las células epiteliales del intestino delgado mediante 

transporte activo dependiente del ion sodio (Na+). Los de mayor peso molecular 

(disacáridos y trisacáridos) no se absorben por la pared intestinal o lo hacen en 

pequeñas proporciones (Gutiérrez y Savón, 2014).  

1.2.3 Polisacáridos estructurales de la pared celular en las dietas. 

Polisacáridos no amiláceos (PNA) 

Los PNA son polímeros de azúcares simples unidos por enlaces glucosídicos entre 

el grupo hemiacetal de un azúcar y el hidroxilo del siguiente. Se nombran de acuerdo 

al número de átomos de carbono en cada azúcar involucrado en el enlace y la 

orientación del átomo de oxígeno hemiacetal (α o β) (Koolman et al., 2005). La 

mayoría, forman parte de la pared celular de las plantas y su solubilidad se 

determina no solo por su estructura primaria, sino también por la relación con otros 

componentes (Fincher y Stone, 1986).  

Los carbohidratos complejos de las plantas representan la fuente de fibra y se 

digieren muy poco por las aves (Habte-Tsion et al., 2018). En los ciegos de ciertas 

especies se produce una pequeña hidrólisis de la celulosa, aunque la energía 

procedente de la fibra es muy limitada comparada con el total (Blair, 2018). La 
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presencia de tales polisacáridos afecta la digestibilidad debido a la formación de un 

entorno viscoso en el lumen intestinal que dificulta la digestión (Choct y Annison, 

1992; Choct et al., 1996; Smith y Annison, 1996). 

La pared celular vegetal (figura 2) está compuesta por: la celulosa, un polímero 

insoluble formado por residuos de glucosa unidos por enlaces glucosídicos β (1,4). 

La hemicelulosa agrupa diferentes heteropolisacáridos que incluyen los polímeros 

de xilosa (llamados genéricamente xilanos), manosa, arabinosa y además la lignina. 

Este último, es un compuesto polifenólico asociado a la hemicelulosa y forma 

matrices que rodean a las microfibras de celulosa (Joseleau et al., 1992; Harris y 

Smith, 2006; Li et al., 2015). 

 

Figura 2. Esquema general simplificado de los principales componentes de la pared 

celular vegetal, que incluye los polímeros de celulosa, hemicelulosa y lignina. LM: 

laminilla media; PCP: pared celular primaria; PCS: pared celular secundaria; MP: 

membrana plasmática (Ghio, 2018). 
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Los arabinoxilanos y los mananos son parcialmente solubles en agua y producen 

soluciones viscosas. En disoluciones diluidas aumentan ligeramente la viscosidad 

debido a la interacción directamente con las moléculas de agua. Al aumentar su 

concentración, las moléculas de PNA interaccionan entre ellas para formar redes 

que proporcionan dureza y sostén a los tejidos del vegetal (Morris y Ross-Murphy, 

1981). 

Debido a la formación de redes, los PNA solubles tienen mayor capacidad para 

aumentar la viscosidad y absorber el agua que los insolubles, y aunque algunos 

como la celulosa son capaces de atrapar agua, tienen baja capacidad para 

aumentar la viscosidad. El incremento de la viscosidad como consecuencia del 

suministro de estos compuestos, reduce de forma significativa la velocidad de paso 

del alimento por el tracto gastrointestinal (Salih et al., 1991; Almirall y Esteve-García, 

1994). Lo que trae como consecuencia, que el consumo de pienso disminuya, las 

bacterias intestinales se multiplican y emigran hacia el intestino delgado donde 

compiten por los nutrientes (Bedford et al., 1996).  

Las bacterias que proliferan en las condiciones antes mencionadas, producen 

enzimas que degradan los ácidos biliares y disminuye la capacidad del ave para 

digerir los lípidos. Los PNA desestabilizan las proteasas pancreáticas, afectan la 

digestión de las proteínas, reducen la digestión del nitrógeno y la absorción de las 

grasas (Campbell et al., 1983; Viveros et al., 1994). Por estas razones a los PNA  

se le confieren el efecto antinutricional . 

1.2.4 Otras fuentes energéticas de las dietas 

En la mayoría de las dietas, la grasa se adiciona entre 0,5 a 6,5% (Gutiérrez y 

Savón, 2014). La digestión de las grasas en las aves tiene lugar fundamentalmente 
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en el duodeno. Cuando llega el alimento a esta región se estimula la secreción de 

la hormona intestinal colecistoquinina que produce la contracción de la vesícula 

biliar y la secreción de jugos del páncreas (Gutiérrez y Savón, 2014).  

Los movimientos del tracto intestinal, junto con el efecto detergente de las sales 

biliares, rompen los glóbulos de grasa, lo que aumenta la superficie de contacto 

entre la grasa y las lipasas pancreáticas encargadas de su hidrólisis. Estos 

productos son fundamentalmente ácidos grasos libres y monoglicéridos que deben 

incorporarse en formas de micelas para su absorción por difusión pasiva en la 

mucosa intestinal (Alvarez et al., 2014). 

Las grasas y los aceites se utilizan en la alimentación animal por su alto valor 

energético. Además, mejoran la eficiencia de la utilización de los nutrientes con 

menor producción de calor, gasto energético y mayor capacidad adaptativa ante los 

cambios ambientales (Gutiérrez y Savón, 2014). 

Entre las prácticas utilizadas para disminuir el efecto antinutricional de los PNA en 

los alimentos se destaca el tratamiento enzimático. Su aplicación aporta beneficios 

en la producción avícola.  

1.3 Aditivos enzimáticos en la alimentación avícola 

Las enzimas son proteínas cuya función es catalizar las reacciones químicas que 

ocurren en las células vivas, poseen una extraordinaria eficiencia y especificidad 

(Nelson y Cox, 2015). El incremento de las investigaciones relacionadas con la 

tecnología enzimática permite que las aplicaciones de estas proteínas se extiendan 

a diferentes campos como la alimentación animal (Habte-Tsion et al., 2018).  

Actualmente se considera una opción prometedora desde el punto de vista 

económico, ambiental y de sostenibilidad (Asmare, 2014). Los biocatalizadores se 
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incorporan a las dietas, por lo que se consideran enzimas exógenas, ya que no 

pertenecen al sistema digestivo de los animales (Rojo et al., 2007). 

Durante la década del 50 del pasado siglo se realizaron estudios encaminados a 

evaluar la adición de estas biomoléculas en raciones avícolas. Los resultados 

alcanzados fueron variables y generalmente con una escasa respuesta productiva 

(Brenes, 1992).  

En las últimas décadas el uso de las enzimas se incrementó considerablemente. 

Esta práctica ofrece nuevas oportunidades en el mercado para cultivos como la 

canola, el girasol y el algodón (De Souza et al., 2014), además para otras fuentes 

alternativas como la saccharina (Lon-Wo et al., 2002) y los pastos (Iqbal et al., 2019) 

al permitir el aprovechamiento de sus propiedades nutricionales.  

1.3.1 Principales enzimas glucolíticas utilizadas como aditivos en la 

producción avícola 

Las enzimas utilizadas como aditivos en la alimentación animal son abundantes y 

variadas. Aquellas que catalizan la hidrólisis de los enlaces glucosídicos de los 

polisacáridos se clasifican como glucosil hidrolasas y constituyen un grupo muy 

amplio (Iráizoz, 2011). 

En la actualidad, también, se aplican aditivos que contienen más de una enzima. Su 

utilización favorece la acción sinérgica de estas proteínas en los sustratos más 

complejos presentes en los alimentos (Aftab et al., 2018; Handique et al., 2018). 

Entre las enzimas que se utilizan como aditivos en los monogástricos para reducir 

el efecto de los PNA se destacan las celulasas, xilanasas y β-mananasas 

(Fernández y González, 2011).  

Celulasas 

Las celulasas agrupa una serie de actividades enzimáticas y su acción sinérgica 

conduce a la despolimerización de la celulosa. El complejo enzimático está formado 
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por: β-(1,4) endocelulasa (E.C. 3.2.1.4), celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y β-(1,4) 

glucosidasa (E.C. 3.2.1.21) (Lee et al., 1997). El modelo tradicional que describe el 

mecanismo de degradación de la celulosa se presenta en la figura 3. Las enzimas 

actúan sinérgica y secuencialmente para liberar los monómeros de glucosa.  

Inicialmente las β-(1,4) endocelulasas hidrolizan aleatoriamente los enlaces β- (1,4) 

glucosídicos internos de la región amorfa de la celulosa, generan nuevos extremos 

que facilitan la acción de las celobiohidrolasas (CBH) y se liberan unidades de 

celobiosa desde los extremos terminales. Dentro de las CBH se distinguen las 

formas CBH I que actúan desde el extremo reductor de la cadena de celulosa y las 

CBH II que liberan celobiosa desde el extremo no reductor (Sukumaran et al., 2005).  

 

Figura 3. Esquema del mecanismo sinérgico de los componentes celulolíticos 

(Iráizoz, 2011). CBH I y II: celobiohidrolasas. 

Una vez degradadas las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la hidrólisis de la 

región cristalina por la acción sinérgica de las endo y exocelulasas. Las β-

glucosidasas hidrolizan la celobiosa hasta glucosa (Jørgensen et al., 2007). 
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Hemicelulasas 

Las hemicelulasas constituyen un grupo de enzimas que catalizan las reacciones 

de degradación de la hemicelulosa. Debido a la variabilidad de los sustratos que 

hidrolizan, se clasifican según el tipo de hemicelulosa o del enlace que hidrolizan. 

Se distinguen xilanasas, β-mananasas, xilosidasas, arabinasas y galactosidasas 

(Iráizoz, 2011). Entre las más utilizadas en la alimentación animal para disminuir el 

efecto de los PNA se destacan las xilanasas y las β-mananasas (Craig et al., 2019; 

Saeed et al., 2019). 

Xilanasas 

Las xilanasas (EC 3.2.1.8) catalizan la hidrólisis al azar de los enlaces β-(1,4) 

glucosídicos del xilano para producir xilooligómeros (Malhotra y Chapadgaonkar, 

2018). El xilano es el polímero más abundante de la hemicelulosa en las paredes 

celulares de las plantas. Constituye entre el 20 y 40% de la biomasa total de la 

planta, por lo que su degradación es fundamental para aprovechar los productos de 

los materiales lignocelulósico como fuente de energía útil (Polizeli et al., 2005). 

Las enzimas que catalizan la hidrólisis del xilano se clasifican en dos grupos 

principales (figura 4): 

- Enzimas implicadas en la despolimerización de la cadena principal de xilosas: 

xilanasas (β-1,4-D-xilano-xilanohidrolasas) y β-xilosidasas (β-1,4-D-xilano-

xilohidrolasas). 

- Enzimas encargadas de la eliminación de las cadenas laterales del xilano, 

llamadas también accesorias o desramificantes: α-L-arabinofuranosidasas, α-D-
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glucuronidasas, acetilxilano esterasas, y ferúlico y p-cumárico esterasas 

(hidroxicinámico esterasas). 

La extensión de la actividad enzimática depende en gran medida de la conformación 

física y la interacción de la molécula de xilano con otros componentes de la pared 

celular. Las cadenas laterales del polímero determinan su solubilidad en agua 

(Chakdar et al., 2016).  

 

 

Figura 4. Enzimas que participan en la degradación del xilano (Gallardo, 2007). 

β-Mananasas  

Las enzimas involucradas en la hidrólisis de los polímeros lineales de manano son 

las β-mananasas (EC 3.2.1.78), β-manosidasas (EC 3.2.1.25) y β-glucosidasas (EC 

3.2.1.21) (figura 5). Se requieren además otras enzimas como las α-galactosidasas 
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y las acetil-manano esterasas para eliminar los sustituyentes de la cadena lateral 

(Dhawan y Kaur, 2007; Moreira y Filho, 2008).  

La enzima más importante de este complejo es la β-mananasa, la que libera 

oligómeros cortos de β-(1,4) manano que luego se convierten en moléculas de 

manosa por acción de las β-manosidasas (Chauhan et al., 2012). Estas proteínas 

catalizan la hidrólisis al azar de los enlaces β-(1,4)-D-mananosídicos de los 

mananos, galactomananos y glucomananos (Yamabhai et al., 2016).  

Figura 5. Enzimas que participan en la degradación del galactomanano. Mecanismo 

de acción de  A: β-mananasas y β-manosidasas y B: β-galactosidasas y β-

glucosidasas. rombo blanco, negro y gris  manosa, glucosa  y galactosa, 

respectivamente (Soni y Kango, 2013). 

1.3.2 Resultados de la aplicación de los aditivos enzimáticos en las aves  

En los últimos años el uso efectivo de las celulasas, xilanasas y β-mananasas como 

aditivos en las dietas para monogástricos, generó gran interés por parte de los 
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productores (Alagawany et al., 2018). Sin embargo, el éxito del tratamiento depende 

de numerosos factores. Entre ellos se destacan la fuente de obtención de los 

biocatalizadores, la dosis aplicada, actividades de otras enzimas, composición de la 

dieta, así como la edad, salud y productividad de los animales en los que se apliquen 

(Bedford y Cowieson, 2012; Salem et al., 2013).  

Los aditivos enzimáticos pueden actuar directamente sobre los alimentos, antes que 

se consuman o a partir de modificaciones que ocurren durante los procesos 

digestivos en los animales tratados con estos productos (Carro et al., 2006). 

Generalmente su utilización se dirige a la solución de dos problemas fundamentales, 

mejorar la disponibilidad de polisacáridos, lípidos y proteínas, que se encuentran 

protegidos de las enzimas digestivas por estructuras impermeables de la pared 

celular de las plantas y degradar compuestos que interfieren en la digestión, 

absorción y utilización de los nutrientes (McDonald et al., 2011). 

La aplicación de biocatalizadores facilita una mejor utilización de los nutrientes en 

el pienso, favorece el uso de ingredientes de menor calidad, materias primas 

alternativas y subproductos (Cortés et al., 2002). Además, incrementa la 

digestibilidad total de las dietas, de determinados nutrientes y complementa la 

actividad de las enzimas endógenas (Alagawany et al., 2018; Thavasiappan et al., 

2020).  

Se considera que el suplemento de enzimas exógenas tiene mayor éxito en los 

animales jóvenes. Estas categorías se caracterizan por poseer una menor 
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capacidad digestiva y por lo general, no tienen desarrollado completamente su 

sistema enzimático (Ravindran, 2010; Chotinsky, 2015).  

Según Bedford (1996), las enzimas reducen la capacidad formadora de geles de los 

PNA, por consiguiente mejoran la difusión de los nutrientes a través de la mucosa 

intestinal y limitan la proliferación microbiana en tramos posteriores del tracto 

digestivo. Varios autores mostraron mejoras en la salud de las aves al reducir las 

infecciones ocasionadas por patógenos (Vanderplas, 2010; Martínez-Cummer et al., 

2015; Sozcu, 2019). 

Desde el punto de vista histológico, Sozcu (2019) sugirió que la reducción de la 

viscosidad por la suplementación enzimática causa modificaciones estructurales del 

tracto digestivo, reduce la longitud, el peso intestinal y el espesor de la mucosa. 

Este efecto puede relacionarse con la disminución del gasto energético y una mejor 

utilización de los nutrientes. Por otra parte, se comprobó que la suplementación con 

enzimas incrementa la altura de las microvellosidades del duodeno. Este efecto 

favorece una máxima absorción de nutrientes debido al incremento del área 

superficial en esta zona del intestino (Imran y Pasha, 2014).  

Los beneficios económicos de la aplicación de enzimas en la alimentación animal 

dependen de los ingredientes de los piensos, su calidad, proporción, el cultivar, así 

como del contenido de factores antinutricionales (Asmare, 2014; Suresh et al., 

2019). La suplementación enzimática de las dietas permite elevar su calidad 

nutricional (Alagawany et al., 2017; Jimoh, 2018). 

La elección del preparado enzimático se debe realizar de acuerdo con la naturaleza 

del sustrato contenido en el pienso (Amerah, 2015). En el caso de la alimentación 
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en especies monogástricos se emplean varios ingredientes con diferentes 

estructuras químicas, por lo que se recomienda la combinación de varias enzimas 

para lograr mejores resultados (El-Hack et al., 2017; Bedford et al., 2018). 

En la literatura internacional se informan numerosas investigaciones de la aplicación 

exitosa de enzimas en piensos destinados a la producción avícola. A continuación, 

se analizan los resultados de algunas investigaciones en dietas compuestas por 

maíz, soya y trigo las que justifican la selección de la dieta de desarrollo para pollitas 

de reemplazo de gallinas ponedoras para la evaluación del extracto enzimático de 

Bacillus subtilis E44.    

En pollos de ceba, la aplicación de xilanasas en las dietas compuestas por trigo y 

maíz favoreció la formación de ácidos grasos volátiles en el ciego, debido al efecto 

prebiótico de los oligosacáridos producidos después de la hidrólisis. Además se 

comprobó la disminución de la temperatura del duodeno en los animales 

alimentados con piensos que contenían trigo debido al incremento en la velocidad 

de la digestión (Masey-O’Neill et al., 2014a). 

En gallinas ponedoras la adición de xilanasas a las dietas de gallinas ponedoras 

favoreció la producción de huevos (Bobeck et al., 2014). Además se detectaron 

cambios adaptativos en el microbioma de las aves y se incrementó la capacidad 

para degradar las fuentes fibrosas que no se hidrolizan en el intestino de esta 

especie (Bedford, 2018). 

Por su parte, la inclusión de β-mananasas en dietas que contenían soya para pollos 

de ceba en la etapa de inicio, aumentó el contenido de glucosa en sangre, la 

homeostasis de las hormonas anabólicas y la digestibilidad de los aminoácidos 

(Caldas et al., 2018). Asimismo, la adición de esta enzima en dietas compuestas 
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por maíz y soya aumentó el rendimiento de los pollos de ceba al disminuir el 

contenido de galactomananos del pienso (Latham et al., 2018). 

Además, el uso de cócteles enzimáticos en gallinas ponedoras, mejoró la retención 

de nutrientes y mostró una tendencia al incremento de la actividad de las enzimas 

en el intestino (Wen et al., 2012). El-Hack et al. (2017) señaló que en esta misma 

categoria, la sustitución de soya por fabas (Vacia faba L.), suplementada con 

celulasas, xilanasas, α-amilasas y proteasas, mejoró la eficiencia alimentaria sin 

afectar la calidad y la productividad de los huevos.  

También Cássia et al. (2019) y Polat y Denli (2019) notificaron que los aditivos 

enzimáticos mejoraron la digestibilidad ileal de las proteínas y la calidad de los 

huevos en gallinas ponedoras alimentadas con maíz,  soya y trigo. Mientras que en 

pollos de ceba, la adición de estos biocatalizadores aumentó el rendimiento y la 

ganancia de peso (Nikam et al., 2017). 

Las enzimas que degradan los PNA, también benefician el microbioma del íleon y 

el ciego (Bedford y Apajalahti, 2001; McCracken et al., 2006; González-Ortiz et al., 

2015). La degradación y solubilización de estos compuestos por acción de estas 

proteínas, incrementan la disponibilidad de sustratos para las fermentaciones 

microbianas en los ciegos de pollos de ceba (Cadogan y Choct, 2015). Como 

consecuencia, se producen ácidos grasos de cadena corta, que se utilizan como 

fuente de energía directa (Ravn et al., 2018a). 

Tang et al. (2014) plantearon que la suplementación de enzimas en dietas de maíz 

y soya en pollos de ceba mejoró la digestibilidad de la materia seca, la retención de 

nitrógeno. El efecto se relacionó con la hidrólisis de los PNA, la liberación de los 
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nutrientes y una mayor disponibilidad. Keyser et al. (2018) verificaron que la adición 

de β-(1,4) xilanasas y β-(1,3 (4)) endocelulasas en dietas con maíz, soya y trigo en 

pollos de ceba, durante la etapa de inicio y crecimiento, favoreció la degradación de 

ingredientes fibrosos de las dietas. 

Cozannet et al. (2017) demostraron la efectividad de las enzimas que hidrolizan los 

PNA en la digestibilidad de nutrientes en pollos de ceba. Asimismo Tsai et al. (2017); 

Yang et al. (2017); Desai et al. (2018); Ferreira et al. (2018); Gallardo et al., (2018); 

Hussain et al. (2019) y Sun y Kim (2019) informaron efectos positivos de la 

suplementación de enzimas en la digestibilidad de nutrientes en diferentes 

categorías avícolas. Para evaluar este indicador con eficiencia se utilizan diversos 

métodos.  

1.4 Métodos de digestibilidad in vitro de nutrientes 

La digestibilidad es la forma de medir la transformación de los alimentos en 

sustancias útiles para la nutrición e incluye los procesos digestivos y la absorción   

(Stein et al., 2007). Estos métodos se utilizan para evaluar la calidad de la dieta 

administrada y materias primas incorporadas. Permite calcular la disponibilidad de 

los nutrientes antes y después del tratamiento enzimático, la repercusión en la salud 

de los animales y su utilización (Alabi et al., 2015; Karunaratne et al., 2018; Jimoh, 

2018). 

Para determinar la digestibilidad de los nutrientes se utilizan métodos in vivo, in vitro, 

e in situ los que difieren en cuanto a la precisión y los mecanismos para determinar 

los coeficientes de digestibilidad (Osorio-Carmona et al., 2012). Los métodos in vivo 
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se consideran procedimientos costosos y consumen más tiempo; mientras que las 

técnicas de incubación in vitro imitan los mecanismos de digestión in vivo, son 

relativamente menos costosos, simples y rápidos (Peiretti, 2020). No obstante, los 

métodos de laboratorio deben ser fácilmente reproducibles y estar altamente 

correlacionados con los indicadores in vivo (Alabi et al., 2015).  

Por su parte, los métodos de digestibilidad in situ se desarrollan en la cavidad 

digestiva y se necesitan animales previamente canulados. Las bolsas que se utilizan 

deben tener una porosidad adecuada para evitar la pérdida de alimento durante el 

estudio (López, 2005).   

De acuerdo con Karunaratne et al. (2018) las técnicas de digestibilidad in vitro 

constituyen una herramienta útil para predecir los ensayos in vivo, sin embargo, 

destacan que ambos métodos deben tener buena correlación. Alabi et al. (2015) 

informaron que existe una buena correlación de la digestibilidad de la fibra en 

experimentos in vitro e in vivo. Resultados similares se informaron por Wen et al. 

(2015), Lewis et al. (2019) y Recharla et al. (2019) en experimentos de digestibilidad 

de nutrientes en diferentes especies animales.  

La digestibilidad in vitro se realiza por diferentes métodos y depende del 

componente de la dieta que se desee evaluar (Peiretti, 2020). Furuya et al. (1979) 

desarrollaron una metodología que utiliza el contenido intestinal de las especies 

monogástricas, principalmente el cerdo. A partir de estos estudios se realizaron  



Revisión Bibliográfica 

25 
 

diferentes modificaciones para predecir la digestibilidad de nutrientes en aves 

(Marrero et al., 1998).  

Las técnicas para predecir la digestibilidad in vitro del componente fibroso en la dieta 

de especies monogástricas requieren un inóculo fecal o cecal que garantice la 

presencia de las enzimas y/o los microorganismos responsables de su síntesis. 

Estos métodos se utilizan con éxito para evaluar la inclusión de enzimas fibrolíticas 

en las dietas de animales monogástricos y rumiantes (García et al., 2019,  Alberto, 

2020). 

Las enzimas que se utilizan para el tratamiento de los piensos se obtiene a partir de 

microorganismos debido a la síntesis de enzimas estables al pH y la temperatura. 

Además poseen altas tasas de actividad enzimática durante las fermentaciones y 

sus productos son fácilmente recuperados (Maki et al., 2009; Chakdar et al., 2016).  

1.5 Obtención de enzimas microbianas 

Los biocatalizadores se producen generalmente a partir de las bacterias (Bacillus 

spp.), los hongos (Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus oryzae y Asperigillus 

niger) y las levaduras como Saccharomyces cerevisiae (Khattak et al., 2006). Los 

cultivos bacterianos se destacan por la capacidad de crecer en una gran variedad 

de ambientes y requieren baja demanda de nutrientes para su crecimiento.  

Entre los géneros más utilizados para la producción de enzimas se destaca Bacillus. 

Sus especies se distribuyen en diversos hábitats, sobreviven en condiciones 

adversas debido a la formación de endosporas, no se consideran patógenas  y se 
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recomiendan para la elaboración de productos enzimáticos  (Cheng et al., 2016; 

Milián et al., 2017b, 2014).  

Bacillus spp. poseen una capacidad fermentadora excelente. Tienen la ventaja de 

secretar enzimas al medio de cultivo (Meima et al., 2004), entre las que se destacan 

las proteasas (Akcan y Uyar, 2011), las amilasas (Unakal et al., 2012; Maity et al., 

2015), las β-mananasas  (Pangsri y Pangsri, 2017) y las xilanasas (Kallel et al., 

2016).  

La fermentación es uno de los procesos utilizados para la producción de enzimas 

microbianas ya sea en condiciones sumergidas (FSm) o en estado sólido (FES). La 

FSm se desarrolla en un medio acuoso, los nutrientes y los microorganismos se 

encuentran distribuidos homogéneamente mientras que la FES se desarrolla en una 

superficie y al interior de esta y en ausencia de agua libre (Fadel et al., 2014).   

Entre las ventajas de la FES se destacan que los microorganismos se desarrollan 

en un hábitat natural,  el sistema posee menor riesgo de contaminación, los 

productos se obtienen más concentrados y se generan menor cantidad de efluentes 

contaminantes del medio ambiente (Yazid et al., 2017; Ravindran et al., 2018). De 

acuerdo con Barrios-González (2012) la FES estimula los procesos de transcripción 

de genes involucrados en la biosíntesis de metabolitos y por tanto se incrementa su 

producción.     

1.5.1 Fermentación en estado sólido (FES) 

En la FES el agua presente se encuentra en forma compleja dentro de la matriz 

sólida o como una capa fina que se absorbe dentro de las partículas de la superficie 

con uniones menos fuertes en la región capilar del sólido (Thomas et al., 2013). El 
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límite de humedad del proceso depende del tipo de sustrato, el microorganismo y el 

producto que se desea obtener (Raimbault, 1998).  

En la FES se utilizan materiales lignocelulósicos como soporte. Las propiedades 

físico-químicas de estos compuestos sirven como sustratos para el crecimiento de 

los microorganismos y facilita la separación de los productos  (Ravindran et al., 

2018). La reutilización de residuos agrícolas e industriales disminuye los costos de 

producción de los metabolitos y contribuye a reducir contaminantes del medio 

ambiente (Zhang et al., 2012; Serrano, 2015).  

Ente los bioproductos más frecuentes que se obtienen durante de las 

fermentaciones se encuentran las enzimas debido a sus aplicaciones en diversas 

industrias (Cerda et al., 2019). Para la producción eficiente de biocatalizadores en 

la FES se deben tener en cuenta factores como el inóculo, la temperatura del 

sistema, el pH, las fuentes de nitrógeno y el tiempo de fermentación (Immanuel 

et al., 2006). Para lograr la rentabilidad económica de sus producciones se 

recomienda la optimización de los procesos involucrados tales como la fermentación 

y la extracción del producto (Govarthanan et al., 2014). 

La optimización de la FES permite obtener las enzimas microbianas eficientemente 

y se realiza por varios métodos. Algunos autores utilizan el convencional, que 

consiste en variar los factores individuales y se mantiene el pre-optimizado 

constante (Irfan et al., 2014). Sin embargo, esta metodología no determina la 

concentración óptima ni la interacción entre los componentes del medio (Kumar et 

al., 2018).  

En los últimos años, se utilizan con mayor frecuencia métodos estadísticos 

eficientes y precisos para optimizar la producción de enzimas. La metodología de 
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superficie de respuesta  es una herramienta novedosa y confiable que permite 

disminuir el número de ensayos experimentales y evalúa el efecto individual de los 

factores (Montgomery, 2017; Bagewadi et al., 2018).  

Entre los diseños utilizados para optimizar la producción microbiana de enzimas se 

destacan el de Box y Wilson, compuesto central, Box y Hunter, Box-Behnken. Se 

utilizaron con éxito para producir celulasas (Kazemi et al., 2014;  Vijayaraghavan 

et al., 2016a, xilanasas (Chitchaowana et al., 2016; Kallel et al., 2016), mananasas 

(El-Sharouny et al., 2015; Ahirwar et al., 2016) y la producción simultánea de 

enzimas en el medio de cultivo (Machado de Castro et al., 2014; Raza, 2018).   

1.6 Bacillus subtilis E44 y su empleo en la producción animal 

Las investigaciones desarrolladas en la década de 1990 entre el Instituto de Ciencia 

Animal y la Universidad de Matanzas, resaltaron los beneficios de Bacillus subtilis 

E44 en la alimentación ganadera. La cepa se aisló de productos alterados de la 

industria de alimentos (jugo de tomate) y se realizó la evaluación taxonómica por 

métodos morfológicos, bioquímicos y moleculares (Milián 2009).  

El extracto enzimático de B. subtilis E44 obtenido en un medio de cultivo con 

componentes nacionales se utilizó para elaborar el biopreparado PROBIOLEV® 

(patente 2014-0617) a partir de la hidrólisis de la pared celular de la crema de 

Saccharomyses cereviciae (Pérez et al., 2006). El producto se evaluó en la 

producción ganadera con resultados satisfactorios. Su aplicación mejoró la 

respuesta inmunológica y hematológica de pollitas de reemplazo de gallinas 

ponedoras, mientras que en ponedoras mejoró la conversión alimenticia e 
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incrementó el número de huevos (Piad et al., 2005; 2006). Además, se demostró su 

efecto prebiótico in vitro por Pérez et al. (2016) y la acción antibacteriana in vitro e 

in vivo  (Rodríguez et al., 2015; 2019). 

SUBTILPROBIO®, es un bioproducto con capacidades probióticas elaborado a partir 

de las endosporas de B. subtilis E44 (Milián et al., 2017b, 2014). Se evaluó en la 

salud pulmonar de cerdos y en pollos de ceba como promotor del crecimiento, 

indicadores digestivos e inmunológicos con resultados satisfactorios (Ayala et al., 

2012; Milián et al., 2013;  Pérez et al., 2015).  

Por otra parte, Pérez et al. (2012) evaluaron la acción de una mezcla de 

Lactobacillus salivarius C65 y Bacillus subtilis E44. en gallinas ponedoras. Los 

autores verificaron el aumento del número de las posturas y mejoras en los 

indicadores de conversión en huevos por kg de alimento. Además, Rodríguez et al., 

(2015) resaltaron los beneficios del producto en aves de inicio de líneas puras 

pesadas B4  con incrementos del peso, mejoras en la conversión alimenticia por ave, 

el porcentaje de mortalidad y la viabilidad.  

Estos resultados avalan las potencialidades de Bacillus subtilis E44 para la 

producción de enzimas estables y su utilidad en la producción avícola cubana. Los 

biocatalizadores obtenidos mediante la FES de residuos agroindustriales podrían 

potenciar el tratamiento de las dietas que se suministran a las aves y mejorar la 

digestibilidad de los nutrientes. 



Capítulo 2 

30 
 

CAPÍTULO 2. EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE XILANASAS, β-

MANANASAS Y ENDOCELULASAS POR BACILLUS SUBTILIS E44 EN MEDIOS 

SELECTIVOS Y DURANTE LA FES  

Introducción 

Las especies del género Bacillus poseen sistemas de expresión que favorecen la 

producción de enzimas industriales. Los procesos fermentativos permiten la 

obtención de los biocatalizadores a partir de residuos agroindustriales que son 

relativamente baratos y aportan nutrientes para el crecimiento microbiano (Liu et al., 

2013).  

La utilización de las fuentes renovables en los procesos fermentativos es cada vez 

más frecuente. Sin embargo, el desarrollo de sistemas de expresión estables, 

viables económicamente y que permitan su producción sustentable (Ravindran y 

Jaiswal, 2016; Bharathiraja et al., 2017; Ravindran et al., 2018).  

A partir de lo anteriormente expuesto el objetivo del presente capítulo se dirigió a: 

 Evaluar la expresión de las enzimas xilanasas, β-mananasas y endocelulasas 

por Bacillus subtilis E44 en medios selectivos y en la FES de residuos 

agroindustriales como fuentes de carbono.  
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2.1 Materiales y métodos 

2.1.1 Síntesis de xilanasas, β-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis 

E44 en medios selectivos 

Cultivo microbiano 

La secuencia experimental del presente capítulo se ilustra en el anexo 1. Se utilizó 

la cepa de Bacillus subtilis E44 procedente del Laboratorio de Microbiología de la 

Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Matanzas. A partir de un 

frasco de la cepa conservada a -30 °C en caldo nutriente y 20% de glicerol, se 

sembraron en placas Petri que contenían agar nutriente por el método de 

agotamiento y se incubaron a 37°C durante 24 h. A partir del cultivo se realizó una 

suspensión microbiana equivalente a una concentración de 108 UFC mL-1 (densidad 

óptica a 600 nm de 0,8) y se adicionó a dos Erlenmeyers que contenían 50 mL de 

caldo nutriente (relación 1:10). Luego se incubaron a 37 °C en zaranda orbital a 110 

rpm hasta obtener una densidad óptica a 600 nm entre 0,8-.1. 

Los sustratos de las enzimas (carboximetilcelulosa (1%)-endocelulasas, xilano de 

haya (1%)-xilanasas y resina del grano de algarrobo (0,5%)-β-mananasas) se 

adicionaron al medio mínimo (MM) compuesto por NaCl (0,1%), KH2PO4 (0,3%), 

K2HPO4 (0,6%), MgSO4 (0,12%), peptona (0,5%) y extracto de levadura (0,3%), se 

ajustó el pH a 7,5 con KOH (1 mol L-1).  Se dispensaron 50 mL en tres Erlenmeyer 

de 250 mL de capacidad y se adicionó 15 g L-1 de agar microbiológico a cada frasco, 

se esterilizaron a 120 °C durante 15 min, se sirvieron en placas Petri y se enfriaron 

a temperatura ambiente. La suspensión bacteriana se sembró por punción con la 
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aguja y se incubaron a 37 °C durante 72 h. Se realizaron seis repeticiones para cada 

enzima. Los reactivos se adquirieron de la firma Sigma-Aldrich. 

Para el revelado de los halos de hidrólisis se adicionaron 5 mL de la disolución de 

rojo congo (0,5%) a cada placa Petri. Se mantuvieron en reposo a temperatura 

ambiente durante 5 min y se luego se realizaron tres lavados sucesivos con NaCl 1 

mol L-1. Los diámetros de los halos y las colonias se midieron con un pie de rey 

Vernier (marca Suertek cap. Sensibilidad de ± 0,02 mm). El índice de potencia (IP) 

se calculó a través de la ecuación:  

𝐼𝑃 =
∅ ℎ𝑎𝑙𝑜 ℎ𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠

∅ ℎ𝑎𝑙𝑜 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎
  

2.1.2 Síntesis de xilanasas, β-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis 

E44 durante la FES con residuos agroindustriales 

Los residuos agroindustriales se seleccionaron de acuerdo a su disponibilidad en la 

provincia de Matanzas (tabla 1). El trigo (Triticum aestivum L.) se importó desde 

Alemania en junio de 2015 con la clasificación de grano semi duro, según datos 

aportados por la empresa molinera. 

Tabla 1. Residuos agroindustriales seleccionados para la inducción de las enzimas 

durante la FES.  

Residuo agroindustrial Procedencia Municipios 

Salvado de trigo  
Empresa molinera de 

trigo 
Cárdenas 

Bagazo de caña de azúcar  
Complejo agroindustrial  

Mario Muñoz Monroy 
Colón 

Paja de maíz  
Cultivo de maíz en finca 

particular 
Jovellanos 

Cáscara de arroz  Molino artesanal Jovellanos 

Ecuación 2.1  
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El salvado se obtuvo en las etapas sucesivas del proceso de molturación y cernido 

del trigo para la obtención de la harina. La colecta se realizó de forma aleatoria de 

83 sacos y se trasladó al laboratorio en una bolsa de polietileno con 1,98 kg de peso. 

El bagazo de caña se colectó de forma aleatoria en diferentes puntos de la casa de 

almacenamiento del complejo agroindustrial. En el caso de la paja de maíz se 

recogió directamente del campo después de la cosecha en cinco puntos de la 

parcela. Las muestras se trasladaron al laboratorio en sacos de polietileno con 1,2 

y 1,67 kg de cada residuo, respectivamente.  

La cáscara de arroz se colectó de forma aleatoria en seis sacos obtenidos después 

del proceso de descascarado del arroz (Oryza sativa L.) en el molino artesanal. Se 

trasladó al laboratorio en una bolsa de polietileno con 1,53 kg del subproducto. 

2.1.3 Determinación de la composición química de los residuos 

agroindustriales 

Los residuos se secaron en una estufa a 60 °C durante 72 h. Se trituraron en un 

molino de martillos tipo Fritsch modelo GMbH con un tamaño máximo de partícula 

de 2 mm. El contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina se determinó mediante la 

técnica secuencial descrita por Van Soest et al. (1991), con las modificaciones 

propuestas por ANKOM (1998). Para el análisis se utilizaron bolsas de poliéster 

(ANKOM Corp #57) con un tamaño de poro de 30 µm y unas dimensiones de 4,5 x 

5,5 cm. El nitrógeno se cuantificó mediante el método Kjeldahl (AOAC, 2012), con 

el uso de un equipo de destilación Kjeltec System 1002 (Tecator). La proteína bruta 

se obtuvo al multiplicar el contenido de nitrógeno de la muestra por el factor de 
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conversión 6,25 según se describe en la metodología citada anteriormente (AOAC, 

2012). Se realizaron tres repeticiones de cada determinación por cada residuo. 

2.1.4 Fermentación en estado sólido 

Se pesó 1 g de cada residuo en matraces de 250 mL de capacidad. Se esterilizaron 

a 121 °C durante 15 min y luego se secaron en la estufa a 60 °C durante 48 h hasta 

eliminar completamente la humedad. Cada matraz se inoculó con la suspensión 

microbiana (10% (p/v)) descrita en el acápite 2.1.1 y se incubaron a 37 °C durante 

24 h. Se realizaron tres repeticiones por cada residuo. 

2.1.5 Extracción de las enzimas  

Para la extracción de las enzimas de los residuos fermentados se adicionó a cada 

matraz tampón fosfato de sodio, 0,02 mol L-1, pH 7,0 a la relación 1:10 (p/v). Se 

colocaron en la zaranda orbital a 110 rpm durante 30 min. El contenido de los 

matraces se filtró por gasa, se colectaron en tubos de ensayo de polietileno y se 

centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min a 4 °C. Los extractos se conservaron a 

-20 °C hasta su evaluación. 

2.1.6 Actividades enzimáticas 

A partir de los extractos enzimáticos se determinaron las actividades enzimáticas 

xilanasas, β-mananasas y endocelulasas por triplicado. La reacción se desarrolló 

en tubos de ensayo de cristal que contenían 0,1 mL del extracto enzimático y 0,4 

mL del sustrato específico para cada enzima disueltos en tampón acetato de sodio 

0,1 mol L-1, pH 5,5 y se incubó en baño termostatado a 50 °C durante 10 min.  

Los azúcares reductores se cuantificaron por la metodología descrita por Miller 

(1959) y la densidad óptica se determinó a 546 nm. Los equivalentes de glucosa, 
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xilosa y manosa se calcularon a partir de curvas de calibración para cada 

monosacárido. Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de 

enzima necesaria para producir 1 µmol mL-1 de glucosa, xilosa y manosa por minuto. 

Se estableció como control negativo la mezcla de la reacción enzimática sin el 

extracto enzimático. 

2.1.7 Análisis estadístico 

Los ensayos de la expresión de las enzimas en medios selectivos y la FES con los 

residuos agroindustriales se realizaron según diseño completamente aleatorizado y 

para su evaluación se utilizó un análisis de varianza simple. En el caso de la 

composición química de los sustratos se utilizó la estadística descriptiva, se 

determinó la media, desviación estándar (DE) y coeficiente de variación (CV). Todos 

los procedimientos estadísticos se realizaron con el programa InfoStat (Di-Rienzo 

et al., 2012) y en los casos necesarios se aplicó la dócima de Duncan (1995). 

2.2 Resultados y discusión 

2.2.1 Síntesis de xilanasas, β-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis 

E44 en medios selectivos 

La capacidad de B. subtilis E44 para utilizar los sustratos celulósicos y 

hemicelulósicos como fuente de carbono se evidenció por la presencia de zonas 

claras alrededor de las colonias después del revelado con el colorante (figura 6).  El 

rojo congo forma interacciones fuertes con los polisacáridos unidos por enlaces β-

1,4 y β-1,3, mientras que, en el área donde ocurrió la hidrólisis no se observa la 
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coloración. El diámetro del halo es equivalente al potencial enzimático del 

microorganismo (Teather y Wood, 1982).  

   

(a)                                            (b)                                        (c)   

Figura 6. Halo de hidrólisis formado durante el crecimiento de Bacillus subtilis E44 

en los medios selectivos con: (a) xilano de haya, (b) resina del grano de algarrobo 

y (c) carboximentilcelulosa. 

La formación del halo de hidrólisis se utiliza por varios autores para la selección de 

microorganismos productores de enzimas. En la tabla 2 se destaca que el mayor 

diámetro del halo corresponde a las β-mananasas seguido por xilanasas y 

celulasas.  

Tabla 2. Índice de potencia calculado para las enzimas xilanasas, β-mananasas y 

endocelulasas producidas por Bacillus subtilis E44. 

Enzimas 

φ Halo 

hidrólisis  

(mm) 

Índice de 
potencia 

± EE Signif. 

Xilanasas 24,66 ± 0,15 4,22 a 

0,06 P= 0,0001 β-Mananasas 29,0 ± 0,03 3,67 b 

Endocelulasas 14,06 ± 0,25 3,23 c 

      a, b,c  Letras distintas indican diferencias significativas entre las filas (P<0,05). 

    EE: error estándar 

Los resultados del experimento coinciden con los informados por otros autores para 

las enzimas en estudio en el género Bacillus y se realizaron en condiciones similares 
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(Adebayo-Tayo et al., 2013; Mathew et al., 2017). Sin embargo, según Ghio (2018) 

el IP aporta mayor información porque es una estimación cuantitativa de la habilidad 

de un microorganismo para secretar enzimas que hidrolizan un sustrato 

determinado. 

Los IP de las xilanasas difieren (P<0,05) de las β-mananasas y de las 

endocelulasas. De acuerdo a la escala de evaluación propuesta  por Jani et al. 

(2012), los microorganismos con IP entre 2 y 5 son buenos productores de enzimas 

por lo que B. subtilis E44 se incluye en esta categoría.  

Un aspecto importante de la síntesis enzimática son los mecanismos bioquímicos 

de la inducción y regulación, los que podrían implicar el incremento o la disminución 

de estos sistemas (Nelson y Cox, 2015). Además, el paso de las proteínas a través 

de la membrana es un proceso complejo en el que participan sistemas de secreción 

específicos que involucran varios genes y moléculas reguladores tal como señaló 

Song et al. (2021). 

Los resultados presentados por Latorre et al. (2015) mostraron cierta similitud con 

los informados en el presente estudio para las xilanasas. Dos de las cepas de 

Bacillus en presentaron IP entre 4 y 5, mientras que la tercera cepa superó (IP 6,3) 

el informado en la presente investigación. En el caso de las celulasas del mismo 

estudio, los IP superaron el obtenido por B. subtilis E44 mientras que las 

investigaciones de Akaracharanya et al. (2014) fueron menores (IP entre 1,65 y 

2,95) en Bacillus spp.  

Las β-mananasas, por su parte, también presentan variaciones del IP entre 

especies de Bacillus. Tres de las seis cepas de B. megaterium evaluadas por Ríaz 

et al. (2019) para la selección de la enzima mostraron IP menor que B. subtilis E44 
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y las restantes fueron superiores. Sin embargo, los resultados en la presente 

investigación superaron los informados por Blibech et al. (2019) en cinco cepas de 

Bacillus.  

La diferencia de los resultados en la literatura consultada puede relacionarse a 

factores genéticos de la cepa utilizada según se informó por Latorre et al. (2016). 

En todos los casos, los experimentos se realizaron en condiciones similares a las 

informadas en este estudio (sustratos, temperatura y tiempos de incubación). 

Además, podría atribuirse a la habilidad de la bacteria de secretar enzimas activas 

con velocidades de difusión diferentes tal como se notificó por Rattanasuk y 

Ketudat-Caims (2009).  

En el presente estudio se demuestra el potencial de Bacillus subtilis E44 para 

obtener enzimas que degradan la celulosa y la hemicelulosa. Sin embargo, para la 

producción sostenible de estas biomoléculas por la bacteria, se requieren sistemas 

económicos rentables que garanticen su síntesis.  

La fermentación en estado sólido constituye una metodología eficaz para la 

producción de biocatalizadores. Los residuos agroindustriales utilizados como 

sustratos para el crecimiento de los microorganismos, aportan una fuente 

importante de nutrientes e inducen la síntesis de enzimas (Mansour et al., 2016, 

Ravindran y Jaiswal, 2016).  

2.2.2 Síntesis de xilanasas, β-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis 

E44 durante la FES con residuos agroindustriales  

La composición química de los residuos seleccionados para la FES se muestra en 

la tabla 3. Los resultados evidencian diferencias en el porcentaje de celulosa, 

hemicelulosa y lignina entre los residuos. El bagazo de caña de azúcar tiene el 

mayor contenido de celulosa y el salvado de trigo el menor. En el caso de la 

hemicelulosa, la paja de maíz tiene el valor más alto y la cáscara de arroz el menor. 

También se observan diferencias en la lignina y la proteína bruta. 
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Tabla 3. Composición química (%) de los residuos agroindustriales utilizados 

durante la FES. 

 Sustratos 

 
Bagazo 
de caña  

Salvado 
de trigo  

Cáscara de  
arroz  

Paja de 
maíz  

Celulosa (%) 
 

42,22 
 

4,31 
 

23,68 
 

41,41 

DE 
 

0,97 
 

0,03 
 

0,78 
 

0,60 

CV (%) 
 

1,74 
 

0,43 
 

1,98 
 

1,32 

Hemicelulosa 
(%) 

 
33,95 

 
22,58 

 
20,45 

 
40,02 

DE 
 

0,61 
 

0,40 
 

1,38 
 

0,71 

CV (%) 
 

0,68 
 

1,40 
 

2,30 
 

2,53 

Lignina (%) 
 

13,44 
 

1,62 
 

15,80 
 

4,24 

DE 
 

0,31 
 

0,16 
 

0,66 
 

0,14 

CV 
 

2,32 
 

3,75 
 

4,18 
 

3,29 

Proteína bruta 
(%) 

 
2,01 

 
14,31 

 
7,87 

 
3,59 

DE 
 

0,09 
 

0,30 
 

0,20 
 

0,58 

CV (%) 
 

4,31 
 

2,12 
 

2,53 
 

3,81 
DE: desviación estándar; CV: coeficiente de variación 
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Según Behera y Ray (2016), el porcentaje de celulosa en los residuos 

lignocelulósicos es de 35–50% de su pesos seco, mientras que, para la 

hemicelulosa y la lignina informaron 20–35% y 10–25%, respectivamente,. Sin 

embargo, los rangos no siempre coinciden con los resultados mostrados en la tabla 

3.  

En el bagazo de caña de azúcar, el contenido de celulosa se encuentra entre el 40 

y 50 % y coincide con Saelee et al. (2016), mientras que la hemicelulosa difiere del 

informado por Singh et al. (2012) y Melati et al. (2017) quienes encontraron 16,35% 

y el 26,85% respectivamente. Por su parte, en el salvado de trigo la celulosa y la 

hemicelulosa son menores a los informados por Raghu et al., (2018) los que 

establecieron que la celulosa se ubica en el rango entre 9 y 12% y la hemicelulosa 

con el 55%.  

En la cáscara de arroz, los resultados no coinciden con Raheem y Kareem (2017) 

los que informaron el 35% y 25% a la celulosa y la hemicelulosa, respectivamente. 

Sin embargo, la celulosa de la paja del maíz en el presente estudio se encuentra en 

el rango de 28 a 44 % propuesto por Titiloye et al. (2013), aunque es uno de los 

residuos menos estudiados.  

Las diferencias observadas entre investigaciones pueden asociarse a diversos 

factores.  Por una parte, se considera que el genotipo es una fuente importante de 

variabilidad del contenido de la pared celular. A pesar que las comparaciones se 

realizan entre residuos de la misma especie vegetal, cada una posee una 
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composición varietal que no se tiene en cuenta en la selección de los residuos 

(Wang et al., 2016).   

Por otra parte, las condiciones edafoclimáticas en las que se desarrollan los cultivos, 

las épocas de siembra, los procesos agroculturales que se realizan así como las 

condiciones fisiológicas de las plantas influyen en la composición química de la 

pared celular (Bhatia et al., 2017). Igualmente inciden en la variabilidad del 

contenido de celulosa y hemicelulosa los tratamientos post cosechas (químicos, 

físicos y mecánicos) según se informó por Merali et al. (2015); Raheem y Kareem 

(2017) y Raghu et al. (2018).  

Además de los factores mencionados, los métodos utilizados en las 

determinaciones analíticas inciden en la variabilidad de los resultados. Según 

Hatfield y Fukushima (2005) las  concentraciones de proteínas, minerales y otros 

compuestos orgánicos afectan la exactitud de los análisis químicos. 

Pese a la variabilidad en la composición química observada entre los sustratos, se 

informa su uso en la producción de enzimas (Ravindran et al., 2018). A pesar de las 

diferencias en el contenido de celulosa y hemicelulosa de los residuos, se 

detectaron actividades de las enzimas xilanasas, β-mananasas y endocelulasas 

durante la FES por B. subtilis E44 (tabla 4).  

Las xilanasas mostraron la mayor actividad con los residuos agroindustriales 

evaluados. El salvado de trigo fue el mejor inductor de la síntesis de estas enzimas 

y las endocelulasas. En ambos casos el bagazo de caña de azúcar ocupó el 

segundo lugar, mientras que para las β-mananasas se destacó el bagazo de caña 

de azúcar como el mejor inductor.  
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Tabla 4. Expresión de xilanasas, β-mananasas y endocelulasas en la FES de 

residuos agroindustriales con Bacillus subtilis E44. 

Residuos 

AEz (UI mL-1) 

Xilanasas β-Mananasas Endocelulasas 

Salvado de trigo 25,08 a 2,15 bc 2,75 a 

Bagazo de caña de 
azúcar 

9,32 b 2,52 a 2,58 b 

Cáscara de arroz 6,92 c 2,07 c 0,07 c 

Paja de maíz 6,95 c 2,19 b 2,47 b 

± EE  0,08  0,05  0,04  

Signif. P=0,0001 P=0,0001 P=0,0001 

a, b, c, d Letras distintas indican diferencias significativas entre las columnas (P<0,05);  
EE: error estándar 

 

El salvado de trigo es un residuo fácilmente degradable por los microorganismos y 

se utiliza con frecuencia para la síntesis de xilanasas (Yazid et al., 2017). También  

Gowdhaman et al. (2014) notificaron que este residuo fue el mejor inductor de 

xilanasas en una cepa de Bacillus sp., comparada con el bagazo de caña de azúcar, 

el maíz y la cáscara de arroz. Además, se presentaron resultados similares en otros 

géneros microbianos como Aspergillus spp.(Kaushik et al., 2014) y Penicillium spp. 

(Zhang y Sang, 2015). 

Una de las posibles causas de la elevada actividad xilanolítica obtenida con el 

salvado de trigo en la FES puede relacionarse con su contenido de xilano. Según 

Batalha et al. (2015) este representa el 70% de su peso seco lo que podría favorecer 

el reconocimiento molecular entre el sustrato y las xilanasas, enzimas constitutivas 

en B.subtilis E44 de acuerdo a lo notificado por Matos et al. (2018).  
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La actividad xilanolítica de B. subtilis E44 obtenida  en la FES en el presente estudio 

es superior al informado por Matos et al. (2018) durante la FSm con B. subtilis E44 

(0,32 UI mL-1). Este resultado justifican la selección de la FES como metodología 

para la producción de biocatalizadores y confirma las ventajas del proceso  tal como 

indicaron Cerda et al. (2019). 

Las endocelulasas, por su parte, mostraron menor actividad enzimática que las 

xilanasas. Mejias et al. (2018) planteó que en los residuos que tienen menos de 

30% de celulosa, las actividades celulolíticas no superan el valor de 3 UI mL-1.  En 

la presente investigación, el bagazo de caña de azúcar y la paja de maíz mostraron 

porcentajes de celulosa superior al 30%, sin embargo, las actividades celulolíticas 

no alcanzaron 3 UI mL-1. Los resultados indican que la síntesis de estas enzimas 

podría estar relacionada, además, con tipo de fibra presente en los subproductos 

evaluados.   

Según Bhatia et al. (2017) la composición de la pared celular de los residuos varía 

de acuerdo al tipo de tejido, la capa de la pared celular de la que se obtenga y la 

taxonomía de la planta. El trigo es un cultivo que se cosecha en climas templados. 

El salvado se obtiene de la capa externa del pericarpio del grano y la estructura de 

la pared celular es menos compleja comparada con las hojas y tallos de las 

gramíneas tropicales como la caña de azúcar (Saccharum officinarum L.), maíz (Zea 

mays L.) y arroz (Oryza sativa L.) las que están compuestas por una estructura física 

más rígida y resistentes a la hidrólisis.  

La cáscara de arroz no fue un buen residuo para la obtención de endocelulasas. 

Los resultados pueden relacionarse con el tipo de molino utilizado para realizar el 

descacarado del arroz (artesanales o industriales) debido a las diferencias 
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observadas en las concentraciones de azúcares fermentables según refirió Martín 

(2006). 

En la presente investigación, la cáscara de arroz se colectó en un molino artesanal 

y según López (2013) la concentración de glucosa en este residuo es superior a los 

procesados en molinos industriales (33,5 y 2,1 g L-1, respectivamente) debido a la 

presencia de glucanos fácilmente hidrolizables. La glucosa es el producto final del 

complejo enzimático y a la vez el represor de la síntesis de las enzimas (Sukumaran 

et al., 2005), lo que  puede constituir una de las posibles causas de la baja actividad 

endocelulolítica. 

Por otra parte, la cáscara de arroz de los molinos artesanales contiene 

hidroximetilfurfural (0,3 g L-1) y ácido fórmico (0,2 g L-1) (López, 2013). El 

hidroximetilfurfural a bajas concentraciones, inhibe el complejo enzimático de las 

celulasas y provoca la precipitación de los biocatalizadores (Kim et al., 2011).  

A pesar de los resultados mostrados en el estudio para las endocelulasas con la 

cáscara de arroz, Dhillon et al. (2011) refirieron la obtención de la enzima por 

Aspergillus niger con este residuo. Por su parte, Annamalai et al. (2013) informaron 

además, que fue uno de los mejores para la obtención del biocatalizador por Bacillus 

halodurans. En ninguno de los casos se notificó la procedencia del subproducto. 

Las β-mananasas, a diferencia de xilanasas y endocelulasas, mostraron la mayor 

actividad con el bagazo de caña. Los resultados del  presente experimento fueron 

similares a los de Rahmani et al. (2017) quienes informaron 2 UI mL-1 de actividad 

β-mananolítica durante la FES con B. subtilis en bagazo de caña de azúcar. 

Igualmene, Neelkant et al. (2019) consideraron el residuo como el mejor inductor 

para la síntesis de β-mananasas por Sphingobacterium sp. ksn-1.  
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El bagazo de caña de azúcar es un residuo rico en galactomananos según informó 

Melati et al. (2017) lo que beneficia la producción de β-mananasas. De acuerdo con 

Kaira y Kapoor (2020) los biocatalizadores son inducibles y según Ravindran et al. 

(2018) las especies del género Bacillus tienen una capacidad excelente para 

producir enzimas que hidrolizan el manano en presencia de sustratos ricos en 

galactomananos. Los residuos del coco, el café y la soya se destacan también entre 

los desechos más utilizados para la producción de enzimas mananolíticas (Zurmiati 

et al., 2017; David et al., 2018; Favaro et al., 2020).  

En la presente investigación se demostró el beneficio de los residuos 

agroindustriales para la obtención de enzimas xilanasas, β-mananasas y 

endocelulasas durante la FES con B. subtilis E44. Christianah y Ajoke (2020) 

señalaron que la selección de la fuente de carbono depende del costo del residuo 

agroindustrial y su disponibilidad.  

Según los resultados mostrados, el salvado de trigo fue el mejor inductor de las 

enzimas xilanasas y endocelulasas, sin embargo, en Cuba el trigo se importa para 

la industria alimenticia y el salvado que se genera se utiliza para la fabricación de 

piensos destinados a diferentes especies animales. El bagazo de caña de azúcar, 

por su parte, resultó el mejor inductor de las mananasas y el segundo para xilanasas 

y endocelulasas. Estas razones motivaron la selección del bagazo de caña de 

azúcar para la producción de las enzimas.  

Se conoce que las actividades enzimáticas se pueden incrementar hasta 80 veces 

con la optimización de procesos (Reis et al., 2015; Zhang y Sang, 2015). De ahí la 

necesidad de realizar estos procedimientos para lograr la eficiencia de los sistemas 

involucrados en la síntesis de las enzimas deseadas. 
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CAPÍTULO 3. OPTIMIZACIÓN DE LA FES CON BACILLUS SUBTILIS E44 PARA 

INCREMENTAR LA PRODUCCIÓN DE XILANASAS, β-MANANASAS Y 

ENDOCELULASAS 

Introducción  

La evaluación del potencial enzimático demostró la capacidad de Bacillus subtilis 

E44 para producir las enzimas en estudio durante la FES del bagazo de caña de 

azúcar. Para garantizar la eficiencia y sostenibilidad de su producción se requiere 

optimizar los procesos involucrados para garantizar la máxima síntesis enzimática.  

La temperatura, el pH, el inóculo, el tiempo de incubación y la fuente de nitrógeno 

son factores que inciden en la síntesis de las enzimas (Yadav et al., 2020). La etapa 

de tamizado permite la selección eficaz y rápida de varios factores en un único 

experimento y favorece ahorrar tiempo en la experimentación (Montgomery, 2017). 

Los métodos de superficie de respuesta se aplican en la optimización de procesos 

fermentativos para la producción y extracción de las enzimas (Bagewadi et al., 2018; 

Singh et al., 2019; Zhao et al., 2019). De acuerdo con la importancia de estos 

procesos los objetivos del presente capítulo se dirigen a: 

 Optimizar la FES del bagazo de caña de azúcar con Bacillus subtilis E44 

para incrementar las actividades de las enzimas xilanasas, β-mananasas 

y endocelulasas. 

 Optimizar el proceso de extracción de las enzimas del residuo 

fermentado.  



Capítulo 3 

 

46 
 

3.1 Materiales y métodos  

La optimización de la FES se realizó en tres etapas (anexo 1):  

1) tamizado de factores: Selección las condiciones y componentes del medio de 

cultivo de la FES con el bagazo de caña de azúcar por Bacillus subtilis E44 que 

inciden en la actividad de las enzimas en estudio.  

2) optimización de la FES para la máxima síntesis enzimática. 

3) optimización de la extracción de las enzimas del residuo fermentado.  

3.1.1 Tamizado de los factores en estudio mediante un diseño Plackett-

Burman 

Se evaluó el efecto de la temperatura, humedad, pH inicial, inóculo, tiempo de 

incubación y como fuentes de nitrógeno: urea, extracto de levadura, (NH4)2HPO4, 

KNO3 y peptona en la actividad enzimática. Para ello se utilizó el diseño PcB 

(Ramírez y Castellanos,  2017;  Mount-Batten, 2017; Aita et al., 2019). Los factores 

se estudiaron en dos niveles (tabla 5). Se realizaron 14 combinaciones de acuerdo 

con la matriz experimental obtenida por el programa y las variables respuestas 

fueron las actividades de las enzimas xilanasas, β-mananasas y endocelulasas 

(tabla 6). 

El experimento se realizó en matraces de 250 mL de capacidad que contenían 5 g 

de bagazo de caña de azúcar. Los factores se establecieron de acuerdo a la matriz 

experimental. El medio mínimo se preparó con las sales y se les agregó las fuentes 

de nitrógeno según correspondió a cada caso. El procedimiento para la preparación 

del inóculo, el material vegetal, la extracción y cuantificación de las enzimas se 

describió en el capítulo 2, epígrafe 2.1. Cada corrida se realizó por triplicado. 
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Tabla 5. Condiciones de la FES y componentes del medio de cultivo incluidos en 

el diseño Plackett-Burman  

 

  

Factores 
Niveles 

Referencias 
Inferior Superior 

A: Temperatura       
(°C) 

30 50 (Abo-State et al., 2013) 

B: Humedad (%) 40 80 (El-Shishtawy et al., 2014) 

C: pH inicial 6 8 (Guo et al., 2012; Panwar et al., 2014) 

D: Inóculo (%) 5 20 (Panwar et al., 2014) 

E: Tiempo de 
incubación (h) 

24 120 (Garg et al., 2011; Kumar et al., 2013) 

F: Urea (%) 0,2 0,7 (Adebayo-Tayo et al., 2013) 

G: Extracto de 
levadura (%) 

0,2 0,5 (Dan et al., 2012) 

H: (NH4)2HPO4 
(%) 

0,1 0,5 (Saha y Ghosh, 2014) 

I: KNO3 (%) 0,1 0,5 (Nagar et al., 2010;  Kumar et al., 2014) 

J: Peptona (%) 0,2 0,5 (Chauhan  et al., 2014a) 
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Tabla 6. Matriz experimental del diseño Plackett-Burman para la etapa de tamizado. 

A: Temperatura (°C); B: Humedad (%); C: pH inicial; D: Inóculo (%); E: Tiempo de incubación (h); F: 

Concentración de urea (%); G: Concentración de extracto de levadura (%); H: Concentración de (NH4)2HPO4 

(%); I: Concentración del KNO3 (%); J: Concentración de peptona (%). 

 

 

Corridas 

experimentales 

Factores 

A B C D E F G H I J 

1 30 40 8 20 120 0,2 0,5 0,5 0,1 0,5 

2 40 60 7 12,5 72 0,45 0,35 0,3 0,3 0,35 

3 30 40 6 5 24 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 

4 50 80 8 5 120 0,7 0,2 0,5 0,1 0,2 

5 50 40 8 20 24 0,7 0,2 0,1 0,1 0,5 

6 50 40 6 5 120 0,7 0,5 0,1 0,5 0,5 

7 30 80 8 20 24 0,7 0,5 0,1 0,5 0,2 

8 30 80 6 5 24 0,7 0,5 0,5 0,1 0,5 

9 50 40 8 5 24 0,2 0,5 0,5 0,5 0,2 

10 30 80 8 5 120 0,2 0,2 0,1 0,5 0,5 

11 30 40 6 20 120 0,7 0,2 0,5 0,5 0,2 

12 50 80 6 20 24 0,2 0,2 0,5 0,5 0,5 

13 50 80 6 20 120 0,2 0,5 0,1 0,1 0,2 

14 40 60 7 12,5 72 0,45 0,35 0,3 0,3 0,35 
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3.1.2 Optimización de la FES del bagazo de caña de azúcar con B. subtilis E44 

Los factores seleccionados en el diseño PcB se optimizaron mediante el diseño 

superficie de respuesta compuesto central rotacional con dos niveles para cada 

factor (tabla 7). Se realizaron las 44 corridas experimentales que incluyeron los 

puntos estrellas que se establecen fuera del límite establecido para cada factor 

(tabla 8). Las FES se efectuó según se describió en el acápite anterior. Las variables 

respuesta fueron la actividad xilanasas y β-mananasas. Cada corrida se realizó por 

triplicado.  

3.1.3 Optimización del proceso de extracción de las enzimas del residuo 

fermentado 

Las condiciones para la extracción de las enzimas del bagazo fermentado se 

optimizaron mediante el diseño de superficie de respuesta compuesto central 

rotacional en 3 bloques. La matriz experimental se muestra en el tabla 9. Los 

factores a optimizar fueron:   

 Tipo de disolventes (se evaluó en los bloques):  agua destilada, tampón 

acetato de sodio (0,05 mol L-1, pH 5,5) y tampón fosfato de sodio (0,05 mol 

L-1 pH 7) (Zhang y Sang, 2015; Vijayaraghavan et al., 2016b)  

 Volúmenes del disolvente: 5, 10, 15 y 20 mL g-1 de sustrato fermentado (Díaz-

Sanchez, 2009).  

 Tiempo en la zaranda: 15, 30, 45 y 60 min (Machado de Castro et al., 2014).  

Las condiciones de las FES se definieron a partir de los resultados de la 

optimización. Para la extracción, el disolvente, volumen y tiempo en la zaranda se 

establecieron según la matriz experimental. Una vez retirados los frascos de la 

zaranda, se realizó la filtración por gasa y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 

min a 4 °C. Las variables respuesta fueron la actividad xilanasas y β-mananasas. 

Cada corrida se realizó por triplicado.  
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Tabla 7. Condiciones de la FES y del medio de cultivo para el diseño superficie de 

respuesta.  

Tabla 8. Matriz experimental de la optimización de la FES con Bacillus subtilis E44 

mediante el diseño compuesto central. 

Corridas A B C D E Corridas A B C D E 

1 50 5 0,1 0,1 0,2 23 30 5 0,5 0,5 0,2 

2 30 8 0,5 0,1 0,7 24 50 8 0,5 0,5 0,7 

3 40 6,5 0,3 0,3 0* 25 30 5 0,1 0,5 0,7 

4 30 5 0,1 0,5 0,2 26 40 6,5 0,3 0,3 0,45 

5 64* 6,5 0,3 0,3 0,45 27 40 6,5 0,3 0* 0,45 

6 30 5 0,5 0,1 0,7 28 40 6,5 0,8* 0,3 0,45 

7 40 3 0,3 0,3 0,45 29 30 5 0,1 0,1 0,7 

8 50 5 0,1 0,5 0,7 30 50 8 0,5 0,1 0,7 

9 50 8 0,5 0,5 0,2 31 30 8 0,5 0,5 0,2 

10 50 5 0,1 0,5 0,2 32 30 8 0,1 0,1 0,2 

11 50 5 0,5 0,5 0,7 33 30 5 0,5 0,1 0,2 

12 40 6,5 0,3 0,3 1,04* 34 40 6,5 0,3 0,3 0,45 

13 30 8 0,5 0,5 0,7 35 50 8 0,5 0,1 0,2 

14 16* 6,5 0,3 0,3 0,45 36 40 6,5 0* 0,3 0,45 

15 40 10* 0,3 0,3 0,45 37 50 5 0,5 0,1 0,2 

16 30 8 0,1 0,5 0,2 38 30 5 0,5 0,5 0,7 

17 40 6,5 0,3 0,8* 0,45 39 30 8 0,5 0,1 0,2 

18 50 8 0,1 0,5 0,2 40 30 8 0,1 0,5 0,7 

19 50 5 0,5 0,1 0,7 41 50 8 0,1 0,1 0,7 

20 50 8 0,1 0,1 0,2 42 50 8 0,1 0,5 0,7 

21 30 5 0,1 0,1 0,2 43 50 5 0,1 0,1 0,7 

22 50 5 0,5 0,5 0,2 44 30 8 0,1 0,1 0,7 

A: Temperatura (°C); B: pH inicial; C: Concentración de NH4HPO4 (%), D: 

Concentración de KNO3 (%); E: Concentración de urea (%); *puntos estrella 

Identificador Factores 
Niveles 

Inferior Superior 

A Temperatura de incubación (°C) 30 50 

B pH inicial MM 5,0 8,0 

C (NH4 )2 HPO4 (%) 0,1 0,5 

D KNO3 (%) 0,1 0,5 

E Urea (%) 0,2 0,7 
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Tabla 9. Matriz experimental para la optimización del proceso de la extracción de β-

mananasas y xilanasas mediante el diseño superficie de respuesta.  

Bloques: 

Disolvente 

Volumen del 

disolvente 

(ml) 

Tiempo en la 

zaranda 

(min) 

Bloques: 

Disolvente 

Volumen del 

disolvente 

(ml) 

Tiempo en la 

zaranda 

(min) 

1 15 45 2 10 15 

1 15 15 2 5 15 

1 10 30 2 5 45 

1 10 15 2 15 30 

1 5 30 2 15 60 

1 5 60 2 5 60 

1 10 60 2 15 45 

1 15 60 2 5 30 

1 5 45 3 15 30 

1 20 45 3 20 60 

1 5 15 3 10 45 

1 20 30 3 10 30 

1 20 60 3 20 15 

1 15 30 3 10 60 

1 10 45 3 15 60 

1 20 15 3 5 60 

2 20 45 3 5 15 

2 20 60 3 20 30 

2 20 15 3 15 45 

2 10 45 3 20 45 

2 20 30 3 15 15 

2 15 15 3 10 15 

2 10 60 3 5 45 

2 10 30 3 5 30 

Disolvente 1:  agua destilada; 2: tampón acetato de sodio (0,05 mol L-1, pH 5,5); 3: tampón 

fosfato de sodio (0,05 mol L-1 pH 7) 
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3.1.4 Análisis estadístico 

Durante la etapa de tamizado se aplicó el diseño Plackett Burman (PcB) (Plackett y 

Burman, 1946). Se establecieron dos criterios de selección de los factores 

analizados: P<0,05 y el segundo P<0,5.  

En las etapas de la optimización de la FES y la extracción se utilizó el método de 

superficie de respuesta compuesto central (Montgomery, 2017).  Se aplicó la función 

de deseabilidad de Derringer (Derringer y Suich, 1980) para la obtención simultánea 

de las enzimas en estos procesos. 

Para comparar las actividades enzimáticas en las tres etapas se utilizó el análisis 

de varianza simple con el programa STATGRAPHICS Centurion XVI versión 

16.2.04, 2013. En los casos que fue necesario determinar las diferencias 

significativas entre las medias se aplicó la dócima de rangos múltiples de Duncan 

(1955) (P < 0,05). 

3.2. Resultados y discusión  

3.2.1 Tamizado de los factores en estudio mediante un diseño experimental 

Plackett-Burman  

Las actividades enzimáticas en las corridas experimentales se muestran en la tabla 

10. Los datos se ajustaron a una distribución normal ya que los coeficientes de 

asimetría y curtosis se encuentran en el intervalo entre -2 y 2. 

Las actividades de las enzimas estuvieron en los rangos siguientes: xilanasas 11-

23 UI mL-1, β-mananasas 8-24 UI mL-1 y endocelulasas 7-10 UI mL-1. Los CV 

muestran la variabilidad de las actividades enzimáticas en las condiciones 
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experimentales establecidas, debido a que los biocatalizadores en estudio utilizan 

diferentes mecanismos de síntesis, expresión y regulación (Chen et al., 2013). 

En el diseño PcB se analizó el efecto de 10 factores a la vez en la producción de 

xilanasas, β-mananasas y endocelulasas lo que podría incidir en la variabilidad 

observada. Sin embargo, es una etapa necesaria porque permite establecer los 

factores de mayor incidencia en la producción de enzimas. La variación observada 

demuestra la importancia de la optimización de la FES para incrementar las 

actividades enzimáticas en el extracto microbiano (Kuddus, 2015).  

El análisis de varianza de las enzimas en el diseño experimental, se presenta en los 

Anexos 2, 3 y 4. La temperatura de incubación fue el único factor que influyó de 

forma significativa en la actividad de las xilanasas. En el caso de las endocelulasas 

y las β-mananasas ningún factor mostró significación en el intervalo estudiado.  

La temperatura es importante para el crecimiento microbiano e incide en los 

procesos de transcripción y síntesis enzimática (Brock y Madigan, 2008). Su 

incremento, acelera la velocidad de crecimiento microbiano y las reacciones 

químicas. Cuando la temperatura excede el valor óptimo, las funciones celulares 

empiezan a decaer drásticamente (Ordaz, 2008). 

Durante la FES, la variación de la temperatura puede acelerar o desacelerar la 

velocidad de la producción de las enzimas microbianas (Tao et al., 1997) o detenerla 

por completo (Shah y Madamwar, 2005). En otros casos, su aumento puede 

ocasionar pérdidas excesivas de agua en los soportes y afectar el crecimiento y la 

síntesis de proteínas (Mazutti et al., 2007). 
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Tabla 10. Actividad de las enzimas xilanasas, β-mananasas y endocelulasas 

obtenidas en el diseño Plackett-Burman.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Corridas 

Experimentales 

AEz (UI mL-1) 

Xilanasas β-Mananasas Endocelulasas 

1 17,95 ± 0,63 24,59 ± 0,08 8,54 ± 0,55 

2 17,31 ± 0,18 19,64 ± 3,37 9,11 ± 0,38 

3 17,19 ± 1,60 18,93 ± 2,83 9,91 ± 0,51 

4 15,01 ± 0,73 10,34 ± 0,27 10,04 ± 0,210 

5 17,29 ± 1,26 24,76 ± 2,1 8,48 ± 0,20 

6 15,40 ± 0,45 10,77 ± 0,24 7,16 ± 0,40 

7 13,28 ± 0,85 11,09 ± 0,62 9,26 ± 0,25 

8 12,95 ± 0,96 10,85 ± 0,28 9,79 ± 0,72 

9 11,82 ± 0,27 9,56 ± 0,87 8,63 ± 0,15 

10 12,55 ± 0,66 8,25 ± 0,87 8,04 ± 0,14 

11 20,92 ± 0,58 21,39 ± 1,20 10,49 ± 0,14 

12 23,78 ± 0,81 21,71 ± 1,07 10,97 ± 0,79 

13 15,30 ± 0,22 11,98 ± 0,28 9,82 ± 0,13 

14 15,74 ± 0,25 10,02 ± 0,40 9,61 ± 0,29 

Parámetros estadísticos 

Media (UI mL-1) 16,18 15,28 9,28 

Coeficiente de 

Variación (%) 
20,34 41,66 10,99 

Coeficiente 

Asimetría 
1,40 -0,58 -0,71 

Coeficiente de 

Curtosis 
0,75 -1,35 0,03 
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En la etapa de tamizado no hubo significación del resto de los factores para la 

producción de las enzimas por B. subtilis. El resultado puede deberse a que el 

diseño PcB no analiza las interacciones. No obstante, existen parámetros 

indispensables que afectan el desarrollo microbiano y la síntesis de moléculas que 

deben tenerse en cuenta durante las fermentaciones (Immanuel et al., 2006). 

En las investigaciones realizadas por Rojas et al. (2009) para la estandarización del 

medio de cultivo de Rhizobium sp. también informaron que ninguno de los factores 

analizados en la etapa de tamizado (PcB) fueron significativos para el crecimiento. 

Los autores establecieron el segundo criterio de selección de acuerdo a la 

disponibilidad y el costo de los componentes del medio de cultivo, pero estos 

pueden variar según los objetivos de la investigación.   

Debido a la importancia de los factores incluidos en el estudio para la síntesis de las 

enzimas en estudio, se decidió establecer como segundo criterio de selección el 

valor de la probabilidad menor que 0,5. Los factores que cumplieron con este criterio 

fueron el pH inicial y las fuentes de nitrógeno: KNO3, (NH4)2PO4 y la urea.  

De acuerdo con Sepahy et al. (2011), el pH inicial afecta el crecimiento microbiano, 

las reacciones enzimáticas e influye en el transporte de varios compuestos a través 

de la membrana. Las bacterias del género Bacillus producen enzimas xilanasas,  β-

mananasas y celulasas a pH entre 3 y 10 (Kallel et al., 2016; Islam et al., 2019). 

Respecto a las fuentes de nitrógeno el KNO3 mostró mayor incidencia en la 

producción de endocelulasas y β-mananasas, mientras que la urea, (NH4)2HPO4 y 

KNO3 tuvieron mayor efecto en la síntesis de xilanasas. La selección y optimización 
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de las fuentes de nitrógeno durante la degradación de sustratos lignocelulósicos 

limita la síntesis de proteasas en el extracto enzimático lo que favorece su 

estabilidad a la proteólisis (Subramaniyan et al., 2001).  

La humedad, el porcentaje de inóculo y el tiempo de incubación no mostraron 

criterios para su selección, por lo que se establecieron por el método del camino al 

máximo ascenso del diseño experimental. La humedad en los procesos 

fermentativos, depende en gran medida del sustrato que se utiliza. La disminución 

de la humedad reduce la difusión de los nutrientes, el crecimiento microbiano, la 

estabilidad enzimática y la degradación del sustrato (Pandey, 1992).  

De acuerdo a los resultados, el 80% de humedad favorece la producción de las 

enzimas por B. subtilis E44. Según Martínez (2007) la producción de metabolitos en 

las bacterias se beneficia a valores superiores al 70% por lo que el resultado 

favorecerá la obtención de los biocatalizadores.  

En cuanto al inóculo, los resultados sugieren utilizar el 20% para lograr incrementos 

de las actividades enzimáticas. La velocidad de colonización en la FES depende de 

la concentración del inóculo (Krishna, 2005). Este factor influye en la disminución 

de contaminaciones durante el proceso fermentativo (Alshelmani et al., 2013). 

Raghuwanshi et al. (2014), informó que el 40% del inóculo incrementa la producción 

de endocelulasas y celulasas totales, mientras que al 20% favorece la síntesis de 

β-glucosidasas. Las investigaciones realizadas por otros autores presentan 

diferentes porcentajes del inóculo para la producción eficiente de enzimas, lo que 

demuestra la necesidad de un balance adecuado entre los nutrientes y el 

crecimiento celular para la producción de los biocatalizadores (Ramachandran et 

al., 2004).  
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El tiempo de incubación seleccionado para la FES de B. subtilis E44 fue de 24 h. La 

reducción de este parámetro conlleva a ahorros energéticos e incide en la 

disminución de los gastos del proceso. Olaniyi et al. (2013), observaron diferencias 

en los tiempos de fermentación para producir β-mananasas en cepas bacterianas. 

Bacillus subtilis mostró la máxima actividad enzimática a las 24 h. Por su parte, Kaur 

et al. (2016) informaron 22 h para la producción xilanasas por Bacillus pumilus 

3GAH mientras que Angural et al. (2020) recomedaron 24 h para la producción de 

un cóctel de enzimas lignocelulolíticas y hemicelulolíticas por Bacillus tequilensis 

LXM 55.  

El análisis de varianza de las actividades enzimáticas en el diseño PcB mostró que, 

en las condiciones del ensayo, las xilanasas y β-mananasas difieren de las 

endocelulasas (tabla 11). Este resultado puede asociarse a la disposición de la 

hemicelulosa y la celulosa en la pared celular donde, los residuos de xilanos 

envuelven las miofibrillas de celulosa (Li et al., 2015), mientras que Qing et al. (2010) 

indicaron que el xilano y los xilooligosacáridos son inhibidores de las celulasas y se 

dificulta la inducción del complejo celulolítico. 

Tabla 11. Resultados de las enzimas xilanasas, β-mananasas y endocelulasas en 

el diseño Plackett Burman. 

Enzimas AEz (UI mL-1) ± EE  Signif. 

Xilanasas 16,18 a 

1,08   P= 0,0001 β-Mananasas 15,28 a 

Endocelulasas 9,28 b 

a, b Letras distintas indican diferencias significativas entre las filas (P<0,05) 

EE: error estándar 
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Las celulasas, además, poseen un mecanismo riguroso de control metabólico 

mediado por la glucosa, producto final del complejo enzimático que actúa como 

represor de la síntesis (Behera et al., 2017). Este metabolito se produce también 

por la acción de otras enzimas, por lo que su concentración se incrementa durante 

el crecimiento microbiano. A partir de los resultados se decidió excluir las 

endocelulasas como variable respuesta en las etapas siguientes de la optimización. 

3.2.2 Optimización de la FES del bagazo de caña de azúcar con B. subtilis E44 

La temperatura y el pH inicial resultaron los factores de mayor significación (P<0,05) 

en la actividad de las β-mananasas durante la FES (tabla 12). También fueron 

significativos el KNO3, las interacciones temperatura-pH inicial, (NH4)2PO4- urea y las 

cuadráticas de la temperatura, el pH inicial y la urea.  

Los resultados contrastan con los obtenidos en el diseño PcB donde ningún factor 

fue significativo en la actividad de las β-mananasas y puede asociarse a que el 

diseño compuesto central sí evalúa las interacciones entre los factores (Dean et al., 

2017). Se demuestra además la importancia de la fuente de nitrógeno para el 

crecimiento microbiano, la síntesis enzimática y refuerza la inclusión en la 

optimización. 

El valor de probabilidad de la prueba de Fisher es igual a 0,00 e indica que el modelo 

matemático es representativo para un 5% de significación. Por su parte, la 

probabilidad de la prueba de Durbin-Watson (P=0,40) es mayor que 0,05 para una 

confianza del 95% lo que significa que los errores experimentales no se encuentran 

correlacionados entre sí. Este indicador es importante para evaluar la calidad del 

trabajo experimental, ya que indica que las variables experimentales que inciden en 

la actividad de las enzimas β-mananasas permanecieron controladas durante el 

desarrollo de la experimentación o se contemplaron como factores experimentales 

en la modelación matemática (Neter et al., 1996). 
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Tabla 12.  Resultados del diseño superficie de respuesta para las enzimas β-

mananasas. 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

Medio 

Valor de 

probabilidad 

A: temperatura 66,24 1 66,24 0,0012 

B: pH inicial 127,20 1 127,20 0,0000 

C: (NH4)2HPO4 5,78 1 5,78 0,2852 

D: KNO3 30,52 1 30,52 0,0193 

E: urea 7,91 1 7,91 0,2133 

AA 186,79 1 186,79 0,0000 

AB 28,94 1 28,94 0,0224 

AC 3,12 1 3,12 0,4296 

AD 6,02 1 6,02 0,2755 

AE 4,35 1 4,35 0,3523 

BB 86,72 1 86,72 0,0003 

BC 0,08 1 0,08 0,8997 

BD 13,08 1 13,08 0,1132 

BE 1,37 1 1,37 0,5990 

CC 17,64 1 17,64 0,0684 

CD 1,71 1 1,71 0,5578 

CE 36,89 1 36,89 0,0110 

DD 16,62 1 16,62 0,0764 

DE 0,78 1 0,78 0,6914 

EE 36,58 1 36,58 0,0113 

Error total 110,98 23 4,82  

Total (corr.) 669,24 43   

Fisher    0,00 
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El modelo matemático que relaciona los factores que influyen en la actividad de las 

β-mananasas (Y) se representa por la ecuación siguiente: 

            𝑌 = 78,555 + 2,2617 ∗ 𝐴 + 12,811 ∗ 𝐵 − 16,288 ∗ 𝐷 − 0,024 ∗ 𝐴2 − 0,063 ∗

𝐴 ∗ 𝐵 − 0,729 ∗ 𝐵2 −  21,472 ∗ 𝐶 ∗ 𝐸 − 17,040 ∗ 𝐸2                             Ecuación 3.1 

Las β-mananasas fueron más sensible a la variación del pH inicial (B) que a la 

temperatura de incubación (A). El signo positivo de estos factores en la ecuación 

indica que se favorece de manera positiva la producción de la enzima, no sucede 

igual con el resto de los factores.  

En la figura 7 se muestra el gráfico de superficie de respuesta para las β-

mananasas. La respuesta de la variable dependiente se incrementa cuando la 

temperatura y el pH inicial se encuentran en niveles intermedios, lo que confirma el 

efecto significativo de la interacción. El óptimo de la temperatura, el pH, las fuentes 

de nitrógeno y la predicción de la actividad enzimática en las condiciones 

establecidas para la producción de β-mananasas por Bacillus subtilis se muestran 

en la tabla 13.  

Se conoce que las bacterias poseen un rango amplio de temperatura y pH para su 

desarrollo lo que puede incidir en las variaciones de estos parámetros entre autores. 

Sin embargo, el incremento máximo del crecimiento microbiano se corresponde con 

los valores óptimos de temperatura y pH, y varía de acuerdo a la procedencia de la 

cepa, el medio de cultivo y los metabolitos que se desean obtener (Stahl y Olsson, 

1977).   
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Figura  7. Superficie de respuesta en interacción de la temperatura de incubación y 

el pH inicial para las β-mananasas durante la optimización de la FES. 

Tabla 13. Optimización de la FES con Bacillus subtilis E44 para la producción de β-

mananasas. 

 

 

 

 

  

Factores Óptimos 

Temperatura (°C) 35,71 

pH inicial 7,31 

 (NH4)2HPO4 (%) 0,32 

KNO3 (%) 0,20 

Urea (%) 0,50 

Actividad β-mananasa optimizada (UI mL-1) 20,0 
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La temperatura óptima que favorece la síntesis de β-mananasas en el presente 

estudio es similar a la  informada por Ríaz et al. (2019) en dos cepas de Bacillus 

megaterium (MBL-CW01 y MBL-GN02) (35°C). Sin embargo, difiere con la cepa 

MBL-SP02 (45°C) y además con los resultados de Norizan et al. (2020) para la 

temperatura y el pH (30°C y 6, respectivamente) durante la optimización de β-

mananasas por Bacillus subtilis ATCC11774.  

Los resultados del pH óptimo mostrados coinciden con los informados Chauhan et 

al. (2014b) y Rahmani et al. (2017) en cepas de Bacillus spp. productoras de β-

mananasas (7–8). Mientras que Zurmiati et al. (2017) y Ríaz et al. (2019) obtuvieron 

el óptimo entre 5 y 7.  

Las tres fuentes de nitrógeno evaluadas están incluidas en el medio de cultivo para 

la producción de β-mananasas. Según Yin et al. (2013) el nitrógeno inorgánico se 

utiliza más rápido por los microorganismos. Sus resultados indicaron que el sulfato 

de amonio fue la mejor fuente de nitrógeno durante la optimizaron de β-mananasas 

por Aspergillus niger SN-09, mientras que las investigaciones de Mabrouk y Ahwany 

(2008), con Bacillus amyloliquefaciens 10A1, permitieron seleccionar el  nitrato de 

amonio por sus resultados en la síntesis de la enzima.  

Sin embargo, Rashid et al. (2012) evidenciaron que las fuentes orgánicas mejoran 

la producción de  β-mananasas por Bacillus spp. Resultados similares se informaron 

por Adebayo-Tayo et al. (2013) en cepas de Bacillus spp. productoras de la enzima.  

Por su parte, Chauhan et al. (2014a) informaron la bactopeptona como la mejor 

fuente de nitrógeno para la producción de estas enzimas por Bacillus nealsonii PN-

11, no obstante el nitrato de amonio y la combinación entre el nitrato de sodio con 

el extracto de levadura y el extracto de carne  también mostraron buenos resultados.  
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Las investigaciones citadas anteriormente se realizaron con diferentes residuos 

agroindustriales. Los requerimientos de nitrógeno difieren entre microorganismos  y 

dependen, además, del residuo que se utilice según se notificó por Chauhan et al. 

(2014a). 

La optimización de xilanasas por B. subtilis E44 muestra que los factores estudiados 

no son significativos, para la obtención de la enzima, en el rango establecido en la 

experimentación (tabla 14). En la figura 8 se destaca una superficie cóncava con un 

punto crítico central que representa un mínimo de actividad xilanolítica y difiere del 

máximo obtenido para las β-mananasas. La forma de la curva confirma la falta de 

interacción de los factores para la obtención de esta enzima (Angural et al., 2020).   

Los estudios de la optimización de β-mananasas y xilanasas por B. subtilis E44 

indican que las enzimas se producen en condiciones diferentes. Zhang y Sang 

(2015) refirieron efectos similares en sus investigaciones para la producción de 

xilanasas y mananasas por Penicillium chrysogenum QML-2. Igualmente se notificó  

por Veerabhadrappa et al. (2017) en la optimización de lipasas y proteasas en cepas 

de Aspergillus versicolor CJS-98. 

Por su parte, Mahadeo et al. (2018), informaron resultados similares para las 

xilanasas y proteasas alcalinas por Bacillus spp. durante la optimización. Igualmente  

sucedió en los trabajos publicados por David et al. (2018) en la síntesis de proteasas 

y mananasas a partir de Bacillus nealsonii PN-11, así como Angural et al. (2020) 

con lacasa, mananasa y xilanasas porducidas por Bacillus tequilensis LXM 55.
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Tabla 14. Resultados del diseño superficie de respuesta para la producción de 

xilanasas durante la FES con B. subtilis E44. 

 

  
Fuente 

Suma de 

cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

medio 
Valor de P 

A: temperatura 3,62 1 3,62 0,4837 

B: pH inicial 14,85 1 14,85 0,1629 

C: NH4PO4 0,36 1 0,36 0,8242 

D: KNO3 7,08 1 7,08 0,3297 

E: urea 0,14 1 0,14 0,8885 

AA 10,96 1 10,96 0,2280 

AB 1,59 1 1,59 0,6413 

AC 1,31 1 1,31 0,6721 

AD 5,78 1 5,78 0,3774 

AE 0,24 1 0,24 0,8549 

BB 20,49 1 20,49 0,1038 

BC 0,06 1 0,07 0,9227 

BD 0,37 1 0,38 0,8198 

BE 8,41 1 8,41 0,2892 

CC 3,65 1 3,65 0,4819 

CD 7,05 1 7,05 0,3308 

CE 24,19 1 24,19 0,0787 

DD 23,41 1 23,42 0,0833 

DE 22,24 1 22,24 0,0909 

EE 8,13 1 8,13 0,2970 

Error total 164,35 23 7,14  

Total (corr.) 293,65 43   
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Figura 8. Superficie de respuesta de la interacción entre la temperatura de 

incubación y el pH inicial para las xilanasas durante la optimización de la FES. 
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Al igual que las investigaciones anteriormente citadas, Machado de Castro et al. 

(2014) y Raza et al. (2018) informaron también diferencias entre las enzimas 

durante la optimización conjunta de procesos fermentativos microbianos. Sin 

embargo, en ambos casos, los autores aplicaron la función de deseabilidad de 

Deringer (Derringer y Suich, 1980) para lograr la combinación de los factores que 

satisfagan simultáneamente los requerimientos para cada respuesta. La 

metodología se utilizó satisfactoriamente en procedimientos analíticos o biomédicos 

(Candioti et al., 2014), en la industria textil (Kalantzi et al., 2019) y alimenticia 

(Natabirwa et al., 2018). 

Optimización múltiple de xilanasas y β-mananasas por Bacillus subtilis E44 

con la función de deseabilidad 

El modelo matemático permitió establecer los niveles de los factores que producen 

simultáneamente la mejor actividad de las enzimas (tabla 15). En esas condiciones 

el modelo predice actividades de 17,1 y 19,0 UI mL-1 para β-mananasas y xilanasas, 

respectivamente. El gráfico de superficie de respuesta (figura 9) muestra que las 

variaciones de los factores provocan disminución del coeficiente de deseabilidad 

(D=83,4%) y se afecta la producción simultánea de las enzimas. Según Zivorad 

(2004) el coeficiente de deseabilidad superior al 80% se considera muy bueno para 

la experimentación. 
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 Tabla 15. Optimización de respuestas múltiples para la producción de xilanasas y 

β-mananasas durante la FES con Bacillus subtilis E44. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Superficie de respuesta de la optimización múltiple de β-mananasas y 

xilanasas. 

 

Factores Óptimos 

Temperatura (°C) 32,80 

pH inicial 7,49 

Urea (%) 0,84 

Coeficiente de deseabilidad (%) 83,4 
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En la literatura internacional varios autores informan coeficientes de deseabilidad 

superiores al 80 %. En ese caso se destacan los informados por Machado de Castro 

et al. (2014) para la producción de amilasas, celulasas, xilanasas y proteasas por 

Aspergillus awamori (D=92,5%) y Tabssum et al. (2018) en la obtención de exo y 

endoglucanasas por Bacillus cereus (D=82,5%). Además, Das et al. (2013) durante 

la optimización de enzimas celulolíticas producidas por Aspergillus fumigatus 

quienes denunciaron que el coeficiente obtenido fue alto pero no mostraron su valor.  

La temperatura óptima para β-mananasas informada en el diseño compuesto 

central y en las respuestas múltiples difiere en 2,91 °C, mientras que el pH en 0,18 

unidades. La temperatura regula la síntesis enzimática a nivel transcripcional y 

translocacional por lo que su estudio es de gran importancia para la síntesis de 

proteínas microbianas (Rahman et al., 2005).   

Durante la producción de xilanasas y β-mananasas por Bacillus spp. se informan 

diferentes temperaturas en la literatura consultada. Por ejemplo, Kumar et al. 

(2014b) notificaron 30°C para la síntesis de xilanasas por Bacillus pumilus VLK-1, 

mientras que Mahadeo et al. (2018); Chitchaowana et al. (2016) y Alokika y Singh 

(2020) revelaron 33; 37 y 40 °C, respectivamente en Bacillus subtilis. 

Por su parte, para la obtención de β-mananasas, Kumar y Kapoor (2017) notificaron 

temperaturas entre 37–50 °C para Bacillus spp. La temperatura óptima en el 

presente experimento difiere de la informada por Milián et al. (2017a) para producir 

el crudo enzimático de B. subtilis E44 (37°C) con acción proteolítica durante la 

fermentación sumergida. La diferencia puede asociarse al método fermentativo 
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utilizado, los componentes del medio de cultivo y las enzimas que se desean 

sintetizar. 

El pH óptimo para la producción simultánea de xilanasas y β-mananasas por B. 

subtilis E44 se encuentra en el entorno de la neutralidad y coincide con lo descrito 

por Milián et al. (2017a) para B. subtilis E44. La producción de enzimas depende 

del pH y determina el estado de ionización de metabolitos y nutrientes. En la 

literatura consultada para el género Bacillus, se notifican rangos similares para la 

síntesis de las enzimas en estudio. En el caso de xilanasas se informan valores de 

pH entre 5 y 10 (Kallel et al., 2016), mientras que para β-mananasas ente 5 y 9 

(Rahmani et al., 2017).  

Los resultados de la optimización múltiple, muestran que la urea es la fuente de 

nitrógeno idónea para la producción conjunta de las enzimas por B. subtilis E44 lo 

que se evidencia en los valores óptimos determinados por el programa estadístico. 

Adebayo-Tayo et al. (2013) y Suganthi et al. (2013) informaron también que la urea 

fue la mejor fuente de nitrógeno para el crecimiento y la síntesis de enzimas en 

Bacillus spp. Mientras  que Gowdhaman et al. (2014) estudiaron varias fuentes de 

nitrógenos, sin embargo no recomendaron la urea  para la producción de xilanasas 

por Bacillus aerophilus KGJ2. 

En la literatura consultada existen incongruencias respecto a las fuentes de 

nitrógeno utilizadas por Bacillus spp. según se refiere, lo que dificulta establecer un 

criterio general.  Sin embargo, Bacillus subtilis posee genes estructurales para la 
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síntesis de ureasa que se activan en presencia de urea como única fuente de 

nitrógeno (Cruz-Ramos et al., 1997). 

Las ureasas microbianas, forman ácido carbónico y dos moléculas de amonio que 

se incorporan al metabolismo intracelular (Mobley et al., 1995).  A pesar de los 

diferentes hábitat y ciclos de vida de Bacillus subtilis existen pocas diferencias 

fisiológicas respecto a la asimilación del amonio (Fisher, 1999), su incorporación al 

metabolismo ocurre solamente a través de la glutamina sintetasa (Wray et al., 1994). 

La urea se encuentra en los ambientes donde se desarrollan muchas de las 

especies de Bacillus que incluyen el suelo y los alimentos (Mols y Abee, 2008). 

Según Milián et al. (2014), Bacillus subtilis E44 se aisló de alimentos alterados (jugo 

de tomate) lo que podría justificar la preferencia de la bacteria para utilizar la urea 

como fuente de nitrógeno.   

3.2.3 Optimización del proceso de extracción de las enzimas del residuo 

fermentado 

El análisis de varianza de la optimización del proceso de extracción de las β-

mananasas y xilanasas se muestra en la tabla 16. El modelo matemático es 

representativo de los datos para el 95% de confianza debido a los valores de Fisher 

y Durbin Watson obtenidos para ambas enzimas.  

Los efectos del volumen del disolvente, el tiempo en la zaranda y la interacción 

cuadrática de esos factores influyeron en la extracción de β-mananasas. En el caso 

de las xilanasas incidieron además la interacción volumen * tiempo y los bloques, 

en los que se evaluaron tres disolventes (P<0,05). 
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Tabla 16. Resultados del diseño superficie de respuesta para optimizar la extracción 

de xilanasas y β-mananasas del bagazo de caña de azúcar fermentado. 

Fuente 

β-Mananasas Xilanasas 

Valor de P Valor de P 

A: volumen 0,0000 0,0000 

B: tiempo 0,0005 0,0093 

AA 0,0031 0,0019 

AB 0,1867 0,0015 

BB 0,0058 0,4503 

Bloques 0,2593 0,0000 

P-Fisher 0,0000 0,0001 

P-Durbin-Watson 0,2900 0,1030 

 

Las ecuaciones 3.2 y 3.3 muestran ecuaciones que correlacionan las actividades de 

las enzimas y los factores. 

   𝑌𝑚𝑎𝑛 = 9,59 − 0,17 ∗ t −  0,93 ∗ V −  0,004 ∗ t ∗ V − 0,004 ∗ 𝑡2 −  0,04 ∗ V2 

𝑌𝑥𝑖𝑙 = −3,24 + 0,01 ∗ t +  2,33 ∗ V −  0,01 ∗ t ∗ V + 0,00 ∗ 𝑡2 −  0,05 ∗ V2 

Donde:  

Yman: actividad enzimática de las β-mananasas (UI mL-1) 

Yxil: actividad enzimática de las xilanasas (UI mL-1) 

t: tiempo de incubación (h) 

V: volumen del disolvente (mL) 

Ecuación 3.2  

Ecuación 3.3  
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Las diferencias entre los disolventes para la extracción de xilanasas se muestran 

en la tabla 17. El mejor disolvente para la extracción de la enzima fue el agua 

destilada.  

Tabla 17. Comparación de disolventes que se evaluaron para la extracción de 

xilanasas. 

Bloque: Disolventes 
Medias 

AEz (UI mL-1) 
± EE   Signif. 

Tampón fosfato de sodio 

0,01 mol L-1 pH 7 
5,00 b 

0,92 P= 0,0001 Tampón acetato de sodio 

0,01 mol L-1 pH 5,5 
8,09 b 

Agua destilada 23,96 a 

a, b Letras distintas indican diferencias significativas entre filas (P<0,05); EE: error estándar 

Zhang y Sang (2015) utilizaron el agua destilada para la extracción de xilanasas y 

mananasas por Penicillium chrysogenum QML-2. Los autores refirieron que el 

disolvente posee una constante dieléctrica relativamente elevada que permite 

reducir las fuerzas interactivas entre la enzima y los sustratos lo que favorece su 

separación del residuo.  

Los óptimos de los factores para la extracción conjunta de las enzimas muestran 

diferencias para cada biocatalizador (tabla 18). Las β-mananasas requieren menor 

volumen del disolvente y mayor tiempo en la zaranda, mientras que para las 

xilanasas ocurre lo contrario. El volumen del disolvente afecta el proceso, a 

pequeños volúmenes del disolvente se dificulta su penetración en el residuo 

fermentado, mientras que los volúmenes elevados incrementan la dilución de los 

extractos. La eficiencia de la extracción de las enzimas depende de su solubilidad, 

la distribución en el sustrato y las características físicas del sistema de filtración 

empleado (Ikasari y Mitchell, 1996).  
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Tabla 18. Óptimos para la extracción de xilanasas y β-mananasas del residuo 

fermentado. 

Factores β-Mananasas Xilanasas 

Volumen (mL) 8,71 20,00 

Tiempo (min) 60,00 15,00 

Respuesta optimizada AEz (UI mL-1) 32,71 37,95 

En la literatura internacional existen pocos informes sobre la optimización de la 

extracción conjunta de enzimas. Díaz et al. (2007) evaluaron las condiciones para 

la extracción de xilanasas y poligalacturonasas del residuo de uvas. El tipo de 

disolvente, la velocidad de agitación en la zaranda y la temperatura de extracción 

fueron diferentes entre las enzimas, sin embargo, los autores establecieron los 

óptimos para xilanasas con el argumento que en esas condiciones se incrementaba 

también la actividad de la poligalacturonasa. 

Por su parte, Zhang y Sang (2015) informaron la extracción conjunta de β-

mananasas y xilanasas producidas por Penicillium chrysogenum QML-2 mediante 

la metodología de superficie de respuesta. Sin embargo, las condiciones óptimas 

para la separación de las enzimas fueron similares lo que facilitó el proceso.  

Debido a las diferencias en los óptimos del volumen del disolvente y el tiempo en la 

zaranda para la extracción de β-mananasas y xilanasas, al igual que en la 

optimización de la FES, se aplicó la función de deseabilidad para obtener ambas 

enzimas maximizadas en el proceso (tabla 19). El coeficiente obtenido fue de 90,8% 

por lo que la experimentación se considera muy buena (Zivorad, 2004). Las 

variaciones de los factores causan disminución del coeficiente tal como se muestra 

en la figura 10.
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Tabla 19. Optimización de respuestas múltiples para la extracción de β-mananasas 

y xilanasas del residuo fermentado. 

 

 

 

 

 

Figura 10. Superficie de respuesta de la optimización de la extracción múltiple de 

β-mananasas y xilanasas del residuo fermentado.  

  

Factores Óptimos 

Volumen (mL) 12,27 

Tiempo (min) 60,00 

Coeficiente de Deseabilidad (%) 90,80 
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Las actividades de las enzimas β-mananasas y xilanasas que se predicen durante 

la etapa son de 31,73 y 25,60 UI mL-1. El volumen óptimo para la extracción conjunta 

se ubica entre los obtenidos para las enzimas independientes, mientras que el 

tiempo de extracción favoreció las β-mananasas. Este resultado podría justificar la 

disminución de la actividad xilanolítica respecto a la predicción de la etapa anterior.  

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente capítulo se establecieron las 

condiciones óptimas para la producción y extracción de xilanasas y β-mananasas 

durante la FES del bagazo de caña de azúcar con Bacillus subtilis E44 (figura 11) y 

se realizó la FES para validar las predicciones del programa. 

Las actividades de las enzimas en las condiciones óptimas superaron la FES inicial 

(tabla 20). Los resultados demuestran la utilidad de estas herramientas durante los 

procesos fermentativos para la producción de enzimas microbianas y coincide con 

lo informado por  Abdella et al., 2020 y Chantorn et al., 2021. 

Sin embargo, la ausencia de un método único para determinar la actividad de las 

enzimas dificulta la comparación entre autores debido a que los ensayos se realizan 

a diferentes temperaturas, pH, tiempos de reacción y sustratos. Estos factores 

inciden en las velocidades de las reacciones enzimáticas por lo que resulta más 

conveniente realizar el análisis entre las etapas de la misma investigación (Chen et 

al., 2013).  
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Figura  11. Metodología para la obtención del extracto de enzimas con actividad β-

mananasas y xilanasas durante la FES del bagazo de caña de azúcar con Bacillus 

subtilis E44. En rojo los factores optimizados.
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Tabla 20. Actividades enzimáticas en el extracto de Bacillus subtilis E44 en la FES 

optimizada y sin optimizar.  

 

 

 

 

La actividad xilanolítica de Bacillus subtilis E44 se incrementó 3,06 veces después 

de la optimización de la FES. Los resultados superan los informados por Mahadeo 

et al. (2018) y Raza et al. (2018) quienes notificaron 1,27; 1,46;  1,68 veces, 

respectivamente, en cepas de Bacillus spp. Por el contrario, Kallel et al. (2016) y 

Alokika y Singh (2020) informaron incrementos de 6 y 4,82 veces, respectivamente. 

Por su parte, la actividad mananolítica de la presente investigación, aumentó 13,59 

y fue superior a la xilanolítica. Las β-mananasas superaron los incrementos 

informado por David et al. (2018), Norizan et al. (2020) y Blibech et al. (2020) con 

11,12; 4 y 5,91 veces, respectivamente en especies del género Bacillus. Según 

Ravindran et al. (2018) la optimización de procesos incrementa varias veces la 

producción de enzimas por lo que los resultados de la presente investigación 

reafirman la utilidad de las metodologías aplicadas.  

Etapa 

Xilanasas 

(UI mL-1) 

β-mananasas 

(UI mL-1) 

FES sin optimizar 9,32 2,52 

FES optimizada 28,56 34,25 
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En el presente capítulo se optimizaron los procesos para la obtención de xilanasas 

y β-mananasas por Bacillus subtilis E44. Las AEz xilanolítica debe ser igual o mayor 

a 25,60 UI mL-1, mientras la mananolítica 31,73 UI mL-1.  

Para lograr la aplicabilidad de los resultados es necesario conocer la estabilidad al 

pH y la temperatura de las enzimas en el extracto. Además, resultaría de gran 

interés determinar la presencia de otras enzimas como las endocelulasas, amilasas 

y proteasas ya que la acción conjunta de varias enzimas podría favorecer la 

degradación de las dietas en la alimentación avícola. 
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CAPÍTULO 4. DETERMINACIÓN DE LA ESTABILIDAD DE LAS β-MANANASAS 

EN EL EXTRACTO AL pH Y LA TEMPERATURA  

Introducción 

La obtención del extracto enzimáticos de Bacillus subtilis E44 con actividad 

mananolítica y xilanolítica incrementa las expectativas para su aplicación en dietas 

destinadas a la producción avícola. Sin embargo, la estabilidad al pH y la 

temperatura de los biocatalizadores es un requisito indispensable para su aplicación 

en diversos procesos (Bedford y Partridgord, 2011). Los extractos enzimáticos 

producidos por bacterias contienen diferentes catalizadores que actúan 

sinérgicamente en la reducción del tamaño molecular de los PNA (Bedford, 1995). 

La determinación de las enzimas presentes en estos cócteles permite seleccionar 

los sustratos a los que se le aplicará, predecir sus productos y el efectos en los 

animales (Masey-O’Neill et al., 2014b). 

Los resultados del capítulo anterior revelaron que la actividad de las β-mananasas 

fue superior por lo que los objetivos del presente capítulo se dirigen a: 

 Determinar la estabilidad al pH y la temperatura de las β-mananasas en el 

crudo enzimático de Bacillus subtilis E44.  

 Evaluar la actividad de las enzimas endocelulasas, amilasas y proteasas en 

el extracto enzimático.  
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4.1 Materiales y métodos  

La secuencia experimental se muestra en el anexo 1. El extracto enzimático se 

produjo a partir de las condiciones optimizadas en el capítulo anterior. Se liofilizó y 

se conservó a temperatura ambiente (aproximadamente 30 °C). Las 

determinaciones en este capítulo se realizaron con el producto liofilizado a una 

concentración de 10 mg mL-1 (p/v) en agua destilada estéril. 

4.1.1 Estabilidad al pH de las enzimas β-mananasas en el extracto enzimático 

Para el estudio de la estabilidad al pH se prepararon soluciones de tampones 

acetato de sodio a pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 y 5,5 y para pH superiores se utilizó la 

solución tampón de fosfato de sodio (6,0; 6,5; 7,0 y 7,5). Se incubaron 100 µL del 

extracto enzimático diluido 1:5 (concentración de proteínas de 0,02 mg ml-1) en 0,2 

mmol L-1 del tampón correspondiente.  

El extracto enzimático se incubó a 30 °C en baño termostatado durante 60 min. 

Posteriormente, las muestras se retiraron del baño y se determinó la actividad 

enzimática como se describe en el acápite 2.1.3. Para el cálculo de la actividad 

residual de la enzima, se fijó el 100% de actividad en el valor de pH al cual se obtuvo 

la mayor actividad enzimática. Se realizaron tres repeticiones para cada 

determinación. 
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4.1.2 Estabilidad a la temperatura de las enzimas β-mananasas en el extracto  

Se incubaron 150 µL del extracto enzimático en tubos de 1,5 mL de capacidad a las 

temperaturas de 40, 50, 60, 70 y 80 °C en baño termostatado durante 48 h. Para 

cada temperatura ensayada se retiraron tres tubos a los tiempos t= 0, 0,5, 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 24, 36 y 48 h y se colocaron inmediatamente en hielo durante 2 min. 

Posteriormente se determinó la actividad enzimática como se describe en el acápite 

2.1.3.  

4.1.3 Caracterización enzimática del extracto obtenido de Bacillus subtilis E44 

liofilizado 

Se determinó la actividad de las enzimas β-mananasas, xilanasas y endocelulasas 

por la metodología descrita en el acápite 2.1.3. La cuantificación de amilasas y 

proteasas se realizó según se describe a continuación: 

Actividad de las amilasas 

Se añadieron 100 µL del extracto enzimático a 400 µL de una disolución de almidón 

al 1%, disuelto en el tampón acetato de sodio 0,1 mol L-1 (pH 5,5) y la reacción se 

incubó durante 10 min a 50 °C.  Para calcular los equivalentes de glucosa liberados 

se realizó una curva patrón de glucosa a una concentración de 1 mg mL-1. Una 

unidad de actividad enzimática (UI mL-1) representa la cantidad de enzima que 

produce 1 µmol de glucosa por minuto. El ensayo se realizó por triplicado. 

Actividad proteolítica 

Se añadieron 150 µL del extracto enzimático a tubos de ensayos que contenían 250 

µL de una disolución de azocaseína al 0,5% (p/v) disuelta en el tampón Tris/HCL, 

0,1 mol L-1, pH 9,0. La reacción se incubó a 37 °C durante 30 min. Posteriormente 
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se añadieron 1,2 mL de ácido tricloacético 10% (v/v) a cada tubo para inactivar la 

enzima y la reacción se neutralizó al adicionar 800 µL de NaOH 1,8 mol L-1. Se midió 

la absorbancia a 420 nm contra un blanco sin extracto enzimático. Una unidad de 

actividad enzimática (UI mL-1) representa la cantidad de enzima que produce una 

diferencia unitaria entre el blanco y la muestra por minuto bajo las mismas 

condiciones experimentales. El ensayo se realizó por triplicado.  

La concentración de proteínas de determinó mediante la metodología descrita por 

Lowry et al. (1951). Se utilizó la albúmina bovina sérica (1 mg mL-1) como estándar 

para la curva patrón. Para todas las enzimas determinadas, las actividades 

específicas se calcularon al dividir la actividad enzimática entre la concentración de 

proteínas (UI mg-1). 

4.1.4 Análisis estadístico 

Para el cálculo de la actividad enzimática residual a cada temperatura, se fijó el 

100% de actividad a t= 0.  

Los datos obtenidos se ajustaron a una cinética de inactivación térmica irreversible 

de primer orden de acuerdo al modelo:     N→I 

Donde: 

N: representa el estado nativo de la enzima (población de moléculas con actividad 

enzimática)  

I: el estado inactivo de la enzima (población de moléculas carentes de actividad 

enzimática). 
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Para el análisis del efecto de la temperatura en la estabilidad de las enzimas β-

mananasas se realizó el ajuste no lineal de los datos, a un modelo de decrecimiento 

mono exponencial para cada temperatura con el programa GraphPad Prism versión 

5.0 (San Diego, California, 2003 E.E.U.U.). 

A(t)/A0 = e-k(T)t 

t1/2(T) = ln2/k(T)  

Dónde:  

A(t) [U mL–1]: actividad enzimática de la muestra a un tiempo dado. 

A0 [U mL–1]: actividad enzimática inicial (0 h) 

k(T) [h–1]: constante de velocidad de primer orden del proceso de inactivación 

térmica a una temperatura dada. 

t [h]: tiempo. 

t1/2(T) [h]: tiempo de vida media de la enzima a una temperatura dada (tiempo que 

tarda en reducirse a la mitad la actividad enzimática inicial).   

Se determinó la energía de activación del proceso de inactivación térmica de la β-

mananasas en el intervalo de temperatura de 40 a 80 °C según la ecuación de 

Arrhenius. Se realizó un ajuste lineal de la ecuación logarítmica mediante el 

programa GraphPad Prism versión 5.0 (San Diego, California, 2003 E.E.U.U.). 

K (T) = Ae-Ea/RT 

Ln (k(T)) = Ln A – Ea (1/RT) 

Donde:  

Ecuación 4.1 

Ecuación 4.2 

Ecuación 4.3 

Ecuación 4.4 
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 k(T) [h–1]: constante de velocidad de primer orden del proceso de inactivación 

térmica a una temperatura dada.  

A: factor pre-exponencial o factor de frecuencia. 

Ea [kJ mol–1]: energía de activación del proceso de inactivación térmica de la β-

mananasas. 

R: constante universal de los gases 8,314 J mol-1 k-1 

T[K]: temperatura absoluta. 

Para la comparación de las medias en todos los casos se utilizó el programa InfoStat 

(Di-Rienzo et al., 2012) y en los casos necesarios se aplicó la dócima de Duncan 

(1955), para establecer las diferencias entre las medias. 

4.2 Resultados y discusión  

4.2.1 Estabilidad al pH de las enzimas β-mananasas del extracto enzimático 

Las enzimas son polielectrolitos con diferentes grupos cargados en su estructura. 

La carga neta y los grupos catalíticamente funcionales dependen del pH del medio 

(Nelson y Cox, 2015).  

El perfil de estabilidad de pH de las β-mananasas en el extracto muestra que la 

enzima retuvo entre el 80 y 100% de su actividad inicial en el rango entre 4,0 y 6,0 

(figura 12). Mientras que, desde 3,0 hasta 4,0 y de 6,0 a 7,5 se conserva entre el 60 

y el 80% de su actividad.  

Los resultados evidencian que las β-mananasas son estables al pH entre 3,0 a 7,5. 

Blibech et al. (2019) informaron que, la misma obtenida de Bacillus spp, fue estable 

al pH entre 3 y 9. Por su parte, Regmi et al. (2017) y Kim et al. (2017) notificaron 
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que estos biocatalizadores, obtenidos de Bacillus conservaron su actividad a pH 

entre 5 y 11.  
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Figura 12. Estabilidad al pH de las enzimas β-mananasas del extracto enzimático. 

Los valores representan la media y la desviación estándar (n=3). 

Según  Xu et al. (2013) el perfil de estabilidad de las β-mananasas se relaciona con 

características estructurales como la carga superficial, el número de residuos 

hidrofóbicos y polares así como el pKa de los residuos catalíticos.  Además, la 

mayoría de las reacciones enzimáticas tienen lugar en medios acuosos por lo que 

las proteínas son sensibles a las modificaciones del pH.  

Los extractos enzimáticos contienen proteínas y sales que pueden ejercer efecto 

tampón sobre los biocatalizadores lo que favorece la estabilidad de las proteínas, 

sin embargo, este efecto se pierde durante los procesos de purificación. Este hecho 

constituye una ventaja de los extractos enzimáticos respecto a las enzimas 

purificadas según se informó por Camacho (2009).  
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Las β-mananasas sintetizadas por Bacillus spp. son estables en un rango amplio de 

pH lo que favorece su utilización en diferentes industrias (Kaira y Kapoor, 2020). La 

adición de biocatalizadores estables al pH a los piensos avícolas favorece la 

funcionalidad de las biomoléculas a las variaciones de pH que ocurren en el TGI.  

4.2.2 Estabilidad a la temperatura de las enzimas β-mananasas del extracto 

enzimático 

La mayoría de las enzimas se desnaturalizan cuando se someten a temperaturas 

elevadas, se desestabiliza su conformación estructural, casi siempre 

irreversiblemente y como consecuencia se pierde la actividad catalítica (Purich, 

2010). La figura 13 muestra los perfiles de estabilidad térmica de las β-mananasas 

en el extracto enzimático de B. subtilis E44 de 40 a 80 °C.  

 

Figura 13. Cinética de inactivación térmica de la β-mananasas a las temperaturas 

de 40; 50 y 60, 70 y 80 °C.  
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Durante la incubación del extracto a 40 °C las β-mananasas conservaron el 80% de 

su actividad a las 24 h, pero a las 48 h solo el 70 %.  Mientras que a 50 °C la 

actividad disminuyó drásticamente, aunque después de 1 h conservó más del 45 % 

de actividad. A temperaturas superiores (60, 70 y 80 °C) la actividad de la enzima 

disminuyó por debajo del 40% a las 0,5 h. 

Los estudios de estabilidad térmica que se informan en la literatura se obtienen a 

partir de la incubación durante 1 o 2 h. En la presente investigación, a 40 °C la 

enzima fue muy estable las primeras horas, razón por la cual se extendió el tiempo 

de incubación hasta 48 h. Después de 1 h de incubación a 50, 60, 70 y 80 °C la 

enzima conservó el 63; 35,5; 20,8 y 19,8% de su actividad, respectivamente. Sin 

embargo, al incubar el extracto 2 h a 50 °C las β-mananasas conservaron todavía 

el 50,3% de su actividad.   

Purohit y Yadav (2020) notificaron la máxima actividad mananolítica en el crudo de 

Microbacterium sp. CIAB417 a 50 °C, sin embargo no informaron el tiempo de 

incubación. En la mayoría de las investigaciones publicadas se estudia la estabilidad 

de enzimas purificadas, lo que podría dificultar su comparación ya que la presencia 

de moléculas e iones en los extractos pueden favorecer o afectar su 

termoestabilidad.   

Por otra parte, Selvarajan y Veene (2017) plantearon que la estabilidad térmica de 

las β-mananasas varía, fundamentalmente, de acuerdo al microorganismo que las 

produce y la vía de obtención. Según Lindsay y Creaser (1975) las bacterias poseen 

genes de adaptación térmica en plásmidos que sustituyen aminoácidos específicos 

en las proteínas e incrementan la termoestabilidad.    
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Wang et al. (2018) consideran que las características estructurales de las β-

mananasas como los puentes salinos, los módulos de unión a carbohidratos y las 

estructuras multimodales, afectan su estabilidad. Para incrementar la síntesis de 

enzimas estables se utilizan metodologías de transformación genética dirigidas a 

mejorar sus estructuras y también la identificación de las familias de β-mananasas 

obtenidas de diferentes géneros microbianos (Zhang et al., 2019; Kaira y Kapoor, 

2020; Song et al., 2021). 

Otro parámetro importante que relaciona la desactivación enzimática es el tiempo 

de vida media (t1/2), que se define como el tiempo al que la actividad de la enzima 

se reduce un 50%. En la figura 14 se muestran los t1/2 para las β-mananasas a las 

temperaturas estudiadas. El mayor corresponde a 40 °C, a partir de 50 °C se aprecia 

una disminución del parámetro con el aumento de la temperatura tal como se 

informó por Cayetano-Cruz et al. (2016) y Ismail et al. (2019). 

El t½ mostrado en la presente investigación para las β-mananasas a 60 °C es 

superior a los obtenidos por Zhou et al. (2016) quienes refirieron 25 min para la 

enzima Man1312. Además, Zang et al. (2015) en investigaciones similares, 

notificaron 10 min como el t½ a 70 °C para el biocatalizador. Según Singh et al. 

(2019) los puentes salinos en la estructura de la enzima desempeñan una función 

importante en la estabilidad térmica. Su desestabilización en la ManB-1601 

disminuyó el t½ a 70 °C en 4,09 y 22,5 veces, sin embargo, no se alteró su estabilidad 

funcional.  
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Figura 14. Tiempo de vida media (t½) del proceso de inactivación térmica de las 

enzimas β-mananasas en el extracto enzimático a las temperaturas entre 40-80 °C. 

El t1/2 permite evaluar las condiciones en las que se aplicará el extracto enzimático 

de forma tal que garantice el funcionamiento de las enzimas. Los resultados 

favorecen la aplicación del extracto en condiciones de producción debido a que 

tienen un t1/2 a 40 °C de 15,4 horas. Asimismo, se garantiza la estabilidad de las 

enzimas en el TGI donde los procesos digestivos ocurren a 39 °C y el tiempo de 

tránsito de la digesta desde que se consume el alimento hasta que se comienza a 

excretar es de 2 a 2, 5 h, aunque puede extenderse hasta 8 h. Los resultados de la 

estabilidad de las β-mananasas en el extracto a temperaturas elevadas como 50, 

60, 70 y 80 °C permiten valorar su aplicación en procesos industriales relacionados 

con el procesamiento de alimentos los cuales se realizan a elevadas temperaturas.   
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La energía de activación (Ea) de las β-mananasas para el proceso de inactivación 

térmica fue 106,2 kJ mol-1 (R2=0,9172). Según Tananchai y Chisti (2009), 

generalmente, la Ea de las proteínas de este proceso se encuentra entre 100–400 

kJ mol-1. Por su parte, Kumar et al. (2016) notificaron 87,4 kJ mol-1  para la misma 

enzima aislada de Bacillus sp. CFR1601 de, lo que evidencia una menor estabilidad 

del biocatalizador.  Mientras que Díaz-Sanchez (2009) informó valores de 137,25 y 

128,91 kJ mol-1 para las xilanasas y exo-poligalacturonasas, respectivamente, 

producidas por Aspergillus awamori. 

La estabilidad al pH y la temperatura de las β-mananasas en el extracto de B subtilis 

E44, incrementan las expectativas para su aplicación en la alimentación animal. La 

presencia de otras enzimas en el extracto favorecería la digestibilidad nutrientes  en 

las dietas (Dai et al., 2018).  

4.2.3 Caracterización enzimática del extracto obtenido de Bacillus subtilis E44 

liofilizado 

La capacidad de un microorganismo para crecer en sustratos lignocelulósicos está 

directamente relacionada con su posibilidad de producir diferentes enzimas. Estas 

actúan sinérgicamente en la degradación de la compleja estructura de la pared 

celular hasta obtener azúcares más simples (Lopes et al., 2018).  

La cuantificación de β-mananasas, xilanasas, endocelulasas, amilasas y proteasas 

en el extracto enzimático liofilizado de B. subtilis E44 se muestra en la tabla 21. Se 
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presentan las actividades enzimáticas y específicas, sin embargo, en la mayoría de 

las investigaciones publicadas se refieren a las actividades enzimáticas. 

Tabla 21. Actividades de endocelulasas, amilasas y proteasas en el extracto de 

Bacillus subtilis E44. 

Enzimas 
AEz 

(UI mL-1) 

AEsp 

(UI mL-1 mg- 1) 

β-Mananasas  272,4 ± 8,24 9,72 ± 3,44 

Xilanasas  137,2 ± 9,98 4,89 ± 4,22 

Endocelulasas  8,7 ± 0,27 0,31 ± 5,24 

Amilasas 283,9 ± 3,75 10,1 ± 1,94 

Proteasas 4,7 ± 0,39 0,16± 3,48 

Los resultados mostraron que después de la liofilización se incrementaron las 

actividades de las enzimas β-mananasas y xilanasas. Durante este proceso se 

elimina el agua previamente congelada mediante un vacío que permite la 

sublimación directa hasta la fase gaseosa (Zhai et al., 2005). Esta técnica no sólo 

ofrece la posibilidad de concentrar los extractos enzimáticos, sino que también 

favorece su conservación durante largos períodos de tiempos. Además, debido a la 

estructura porosa que presentan estos productos tras ser liofilizados, se rehidratan 

fácilmente (Díaz-Sanchez, 2009).  

Las actividades de las enzimas endocelulasas, β-mananasas y xilanasas en el 

extracto optimizado, están en correspondencia con los resultados obtenidos en el 

Capítulo 3.  Se demostró que el extracto de B. subtilis E44 posee baja actividad 
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celulolítica, razón que motivó que no se incluyeran las endocelulasas en la segunda 

etapa del proceso de optimización.  

López et al. (2013) también encontraron una menor actividad celulolítica (1,2 UI mL-

1) en comparación con la xilanolítica (12,3 UI mL-1) en el crudo de Aspergillus 

awamori IOC-3914. Por su parte, Delabona et al. (2012) informaron valores de 

actividad xilanolítica de 1055,62 UI g-1, mientras que la celulolítica fue de 160,1 UI 

g-1 en el crudo de Aspergillus fumigatus. En otros ensayos donde se determinó 

solamente la actividad celulolítica en extractos de especies de Bacillus, se 

obtuvieron actividades de la enzima de 0,43 UI mL-1 (Deka et al., 2013) y 2,76 UI 

mL-1 (Islam et al., 2019). 

Según Pengilly et al. (2015) la acción sinérgica de las xilanasas y celulasas 

incrementa la producción de oligosacáridos de glucosa durante la degradación de 

los sustratos lignocelulósicos. Los autores obtuvieron hasta el 80% de conversión 

de la celulosa con una actividad celulolítica menor respecto a la xilanolítica (0,8 y 

7,39 UI mL-1 g-1, respectivamente). 

Las amilasas en el extracto de B. subtilis E44 presentaron niveles altos de actividad. 

Es un complejo enzimático integrado por α-amilasas, β-amilasas y glucoamilasas, 

que actúan en conjunto en la degradación progresiva del almidón hasta obtener 

moléculas de dextrinas y glucosa (Windish y Mhatre, 1995). Varios autores 

coinciden en la efectiva producción de este catalizador por Bacillus subtilis a partir 

de los residuos lignocelulósicos. Además, se sintetizan de forma constitutiva en 

diferentes géneros microbianos (Maity et al., 2015; Kumar et al., 2015). 
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La aplicación de amilasas en la alimentación animal, ya sea solas o en combinación 

con otras enzimas, mejora la calidad de los alimentos (Amerah et al., 2016). Según 

Munir y Maqsood (2013) y Stefanello et al. (2016), la adición del biocatalizador con 

otras enzimas que degradan PNA, incrementa la asimilación de los nutrientes de las 

dietas compuestas por maíz y soya destinadas a la alimentación de las aves, por lo 

que su presencia en el extracto aumenta el espectro de los sustrato susceptibles a 

la hidrólisis enzimática.   

La actividad proteolítica en el extracto fue la más baja de todas las enzimas 

determinadas (4,7 UI mL-1). La producción de estas enzimas durante las 

fermentaciones microbianas depende de factores como las fuentes de carbono y 

nitrógeno, la concentración del inóculo, la temperatura y el tiempo de incubación 

(Boominadhan et al., 2009). Sin embargo, la presencia de proteasas en el extracto 

enzimático, aún en bajas proporciones, puede favorecer la degradación de las 

proteínas atrapadas en las paredes celulares de los vegetales y constituye otra 

fuente de aminoácidos disponibles para el animal (Aftab et al., 2018).  

Singh et al. (2017) plantearon que la adición de proteasas (4 UI g-1 de pienso) 

combinadas con amilasas y xilanasas mejoró la asimilación de alimentos fibrosos 

en pollos de ceba. En otra investigación realizada por Olukosi et al. (2015), en la 

misma categoría animal, demostraron que bajas dosis de esta enzima (2,5 UI g-1 de 

dieta) mezcladas con xilanasas y amilasas (5 y 10 UI g-1, respectivamente) 

incrementan la solubilidad de los PNA.  

La producción de extractos multienzimáticos a partir de  microorganismos se informó 

por  Farhat-Khemakhem et al. (2018), Neelkant et al. (2019) y Angural et al. (2020). 
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La presencia de varias enzimas en los extractos microbianos ofrece nuevas 

posibilidades en el mercado de los biocatalizadores.  

En el presente capítulo se demostró la estabilidad al pH y la temperatura de las β-

mananasas en el extracto de Bacillus subtilis E44 lo que favorece su utilización en 

la alimentación avícola. En el extracto liofilizado se elevó la actividad de las β-

mananasas y xilanasas y se mantienen las endocelulasas. Además, se comprobó 

la presencia de enzimas amilasas y proteasas. La acción sinérgica de estos 

biocatalizadores podría lograr una mayor degradación de los componentes de las 

dietas.  

Los resultados evidencian la necesidad de evaluar el efecto del extracto enzimático 

in vitro en raciones que se utilizan en la producción avícola. Para este propósito se 

seleccionó la dieta que posee el mayor porcentaje fibroso en la avicultura. 
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CAPÍTULO 5. EVALUACIÓN DEL EXTRACTO ENZIMÁTICO EN LA 

DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA DIETA DE DESARROLLO PARA POLLITAS 

DE REEMPLAZO DE GALLINAS PONEDORAS 

Introducción 

La efectividad de las enzimas en la alimentación animal depende del sustrato, las 

dosis aplicadas y la extensión de la hidrólisis (De Souza et al., 2014; Masey-O’Neill 

et al., 2014b; Kryukov et al., 2019). Su utilización genera resultados variables, por 

lo que se requiere realizar ensayos que permitan evaluar las posibles respuestas en 

los procesos digestivos (Walk et al., 2019). 

La digestibilidad de los nutrientes se puede determinar a nivel ileal o fecal, con o sin 

correción de las pérdidas endógenas, y se determina a través de experimentos in 

vivo e in vitro (Wu et al., 2017). Los ensayos in vitro son más económicos, permiten 

evaluar varios tratamientos, predecir la efectividad de la adición de las enzimas a 

las dietas, determinar las dosis y la respuesta en los animales.  Además se pueden 

estimar con facilidad el recobrado de un nutriente determinado (Cowieson et al., 

2017; Jimoh, 2018). 

A partir de la información que brindan los ensayos de digestibilidad in vitro y sus 

ventajas para evaluar la aplicación de enzimas en las dietas, el presente capítulo 

tuvo como objetivo: 

 Evaluar el extracto enzimático en la degradación y digestibilidad in vitro de la 

dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras.
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5.1 Materiales y métodos  

5.1.1 Degradación de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto 

enzimático  

La secuencia experimental se muestra en el anexo 1. Se evaluó la capacidad de 

degradación del extracto enzimático en la modificación de la FDN y la FDA del 

salvado de trigo porque constituye la materia prima que aporta el contenido 

fundamental de la fibra en la dieta de desarrollo de pollitas de reemplazo de gallinas 

ponedoras. El material se trituró en un molino de martillos tipo Fritsch modelo GMbH 

(tamaño de partícula de 1 mm) y se pesaron 0,4 g en bolsas de poliéster (ANKOM 

Corp #57) de 4,5 x 5,5 cm de dimensiones y un tamaño de poro de 30 µm. Se 

evaluaron tres tratamientos que consistieron en dos dosis del extracto 

enzimático antes de liofilizar y el control que se le agregó agua destilada. La 

nomenclatura utilizada para los tratamientos y las dosis fueron: control (SE= sin 

enzima), extracto sin diluir (Es/d= 36 UI mL-1 g-1) y extracto diluido 1:2 (E1/2= 18 

UI mL-1 g-1). La actividad enzimática referida corresponde a la mananolítica. 

Las bolsas se colocaron en bandejas plásticas de 20 x 50 cm según diseño 

completamente aleatorizado y se mantuvieron a temperatura ambiente (27 ± 

0.8 °C) durante 24 h. Posteriormente se sellaron con calor y se determinó el 

contenido de FDN y FDA mediante la técnica secuencial descrita por Van Soest 

et al. (1991) y las modificaciones propuestas por ANKOM (1998). El contenido 

de hemicelulosa se calculó mediante la diferencia entre la FDN y la FDA. 
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5.1.2 Dosis efectiva y el tiempo de incubación del extracto enzimático en la 

degradación de nutrientes de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo 

de gallinas ponedoras 

Para determinar el tiempo de incubación y la dosis efectiva del extracto enzimático 

se seleccionaron tres tiempos (2, 4 y 6 h) y cuatro dosis del extracto enzimático. Se 

evaluaron cinco tratamientos (SE: sin enzima; D1: 135 UI mL-1 g-1; D2: 90 UI mL-1 g-

1; D3: 45 UI mL-1 y D4: 25 UI mL-1 g-1). En todos los casos la actividad enzimática del 

extracto está referida a la actividad de las enzimas β-mananasas y se cuantificaron 

los azúcares reductores producidos.  

Se pesaron 180 mg del extracto liofilizado y se disolvieron en 1 mL de agua 

destilada. La disolución se filtró a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,2 

µm para eliminar las esporas bacterianas. El experimento se realizó en placas Petri 

de 4 cm de diámetro que contenían 0,1 g de la dieta de desarrollo para pollitas de 

reemplazo de gallinas ponedoras. El extracto se aplicó por aspersión y las muestras 

se incubaron a 40 °C porque fue la temperatura a la que las β-mananasas mostraron 

el mayor tiempo de vida media (Capítulo 4). La composición de la dieta se muestra 

en el anexo 5.  

La extracción de los productos de hidrólisis se realizó al adicionar agua destilada 

(1:5 p/v) a las placas y se colocaron en la zaranda orbital a 110 rpm durante 30 min. 

Las muestras se colectaron por decantación en tubos de 5 mL de capacidad y se 

centrifugaron a 5 000 rpm durante 15 min a 4 °C. Los sobrenadantes se conservaron 

y posteriormente se determinaron los azúcares reductores mediante el método 

descrito por Miller (1959). La cuantificación de los azúcares reductores para los 
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monosacáridos se realizó a partir de las curvas patrón de manosa, xilosa y glucosa 

a 1 mg mL-1.  

5.1.3 Degradación de la fibra y digestibilidad in vitro de nutrientes de la dieta 

de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras tratadas con 

el extracto enzimático 

En el presente acápite se realizaron dos experimentos, el primero consistió en la 

evaluación del extracto enzimático en la degradación de la FDN, FDA y la HEM de 

la dieta seleccionada. El ensayo se realizó en bolsas de muselina que contenían 5 

g del alimento y el extracto enzimático se aplicó mediante aspersión a la dosis de 

25 UI mL-1 g-1 y se incubó a 40 °C durante 6 h. La FDN y FDA se determinó según 

se describió en el acápite 5.1.1, la MS según AOAC (2012) y la HEM se calculó 

mediante la diferencia de la FDN y la FDA. Se incluyó como control la dieta sin tratar.  

El segundo experimento consistió en la digestibilidad de la dieta de desarrollo para 

pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras. Se utilizó la técnica in vitro descrita por 

Marrero et al. (1998) con inóculo fecal de cerdo. Como donante se utilizaron cerdos 

mestizos (Yorkshire, Landrace x Duroc), las heces se colectaron en bolsas de 

poliestireno después de la estimulación anal. Los animales se alimentaron con 1,5 

kg de pienso compuesto por maíz-soya y el agua se suministró ad libitum.  

Se evaluaron tres tratamientos: la dieta sin tratar, la dieta previamente hidrolizada 

con el extracto enzimático (D4: 25 UI mL-1 g-1, 6 horas a 40 °C) y la dieta mezclada 

con el extracto enzimático sin incubar. Se realizaron seis repeticiones de cada 

tratamiento. Posteriormente se determinó en los residuos el contenido de MS, FDN, 
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la FDA y HEM según se describió en el acápite 5.1.1. Para calcular la digestibilidad 

se utilizó como blanco el medio de incubación. 

5.1.4 Análisis estadístico 

Los experimentos de la degradación de la fibra del salvado de trigo y en la dieta de 

desarrollo de pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras con el extracto 

enzimático, así como el de digestibilidad in vitro, se realizaron de acuerdo al diseño 

completamente aleatorizado con tres repeticiones. En el ensayo para determinar la 

dosis efectiva y el tiempo de incubación del extracto se utilizó el diseño 

completamente aleatorizado en arreglo factorial (3x5) donde el factor A fueron los 

tres tiempos de incubación y B las dosis. 

Todos los datos se procesaron según el modelo de clasificación simple, con la 

ayuda del paquete estadístico InfoStat, versión 1.0 (2012) (Di-Rienzo et al., 2012). 

En los casos necesarios comparar las medias se aplicó la dócima de Duncan (1955).  

5.2 Resultados y discusión 

5.2.1 Degradación de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto 

enzimático 

En la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras el salvado 

de trigo aporta la fibra (26,0%). El tratamiento con el extracto enzimático disminuyó 

el porcentaje de FDN y de HEM respecto al control. No se observaron diferencias 

entre las dosis del extracto enzimático (tabla 22).  
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Tabla 22. Fraccionamiento de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto 

enzimático de Bacillus subtilis E44. 

Indicadores 

Tratamientos 

± EE Signf. 

SE Es/d E1/2 

FDN (%) 32,93 b 28,94 a 28,22 a 0,42; P=0,0410 

FDA (%) 6,28 6,15 5,95 0,24; P=0,6366 

HEM (%) 26,82 b 23,10 a 22,26 a 0,69 P=0,0075 

a, b Letras diferentes indican diferencias significativas entre columnas (P<0,05) 

SE: sin enzima, Es/d: extracto enzimático sin diluir, E1/2: dilución 1:2 del extracto enzimático  

Los resultados sugieren que la disminución del porcentaje de FDN y HEM se deben 

a la acción hidrolítica de las enzimas xilanasas y β-mananasas. Por otra parte, no 

se modificó la FDA, lo que puede relacionarse con la ausencia de las enzimas que 

participan en su descomposición, o sus actividades son muy bajas para provocar la 

hidrólisis de esta fracción.  

Se conoce que los xilanos y los mananos son los componentes mayoritarios de la 

hemicelulosa de la pared celular de las plantas. Según Tahir et al. (2008), la 

hidrólisis de esta fracción, constituye una reacción limitante en la degradación 

posterior de otros nutrientes que quedan atrapados, mientras que las celulasas son 

menos efectivas en la hidrólisis de los PNA.  

La degradación de la fibra debido al efecto de las enzimas se investigó con diversas 

fuentes fibrosas. Saenphoom et al. (2011), informaron la reducción de la FDN y la 

hemicelulosa del palmiche por la acción de enzimas comerciales que contenían β-

mananasas, celulasas y α-galactosidasas. A diferencia de los resultados en la 
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presente investigación, los autores notificaron disminución de la FDA y la celulosa 

debido a la presencia de celulasas en el cóctel enzimático. 

Feng et al. (2019) informaron también la disminución de la FDN y HEM en el salvado 

de trigo tratado con xilanasas, amilasas y proteasas obtenidas de B. cereus, pero 

no se modificó la FDA. Por su parte, Yacoubi et al. (2018) evidenciaron la 

disminución en el grado de polimerización de la fibra bruta del salvado de trigo con 

el tratamiento con xilanasas y glucanasas. 

Los resultados en el experimento demuestran la capacidad de las enzimas del 

extracto para catalizar la hidrólisis de la FDN y hemicelulosa en el salvado de trigo 

Sin embargo, el éxito del tratamiento enzimático depende además de la 

composición química de la dieta, la dosis y la extensión de la hidrólisis (Kryukov et 

al., 2019; Hosseindoust et al., 2019), por lo que se requiere evaluar su efecto en la 

dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras y determinar 

las condiciones adecuadas para su aplicación. 

5.2.2 Dosis efectiva y el tiempo de incubación del extracto enzimático en la 

degradación de nutrientes de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo 

de gallinas ponedoras 

Los resultados de este experimento se muestran en la tabla 23. Se observan 

interacciones entre los factores en estudio. Se observó una relación directamente 

proporcional entre el tiempo de incubación y la concentración de azúcares 

reductores, mientras que fue inversa para la dosis de enzima (P<0,05).  
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Tabla 23.  Efecto de la dosis y el tiempo de incubación del extracto enzimático en 

la producción de azúcares reductores en la dieta de desarrollo para pollitas de 

reemplazo de gallinas ponedoras. 

Azúcares 

reductores 

(mg g-1) 

Tiempo 

(h) 

Dosis del extracto enzimático 

± EE Signif 

SE D1 D2 D3 D4 

Manosa 

2 3,69 a 8,22 b 11,08 c 15,54 e 15,61 e 

0,26 P=0,0001 4 3,38 a 13,92 d 19,35 g 21,86 h 22,15 h 

6 3,72 a 17,14 f 19,05 g 28,00 i 28,25 i 

Xilosa 

2 4,49 a 8,10 b 10,96 c 14,79 e 14,80 e 

0,28 P=0,0001 4 4,54 a 13,20 d 17,46 g 19,86 h 19,64 h 

6 4,75 a 16,47 f 19,26 h 24,35 i 24,26 i 

Glucosa 

2 5,05 a 11,80 b 13,73 c 19,03 e 18,86 e 

0,28 P=0,0001 4 5,57 a 16,80 d 22,75 g 26,67 h 27,21 h 

6 5,11 a 21,07 f 27,55 I 33,40 j 33,58 j 

a, b, c, d, e, f, g, h, i, j Letras diferentes muestran diferencias significativas entre filas y columnas para cada 

monosacárido (P< 0,05) 

SE: Sin enzima; D1 (135 UI mL-1g-1); D2 (90 UI mL-1g-1); D3 (45 UI mL-1g-1); D4 (25 UI mL-1g-1); EE: 

error estándar 

En cuanto a las dosis evaluadas se aprecian diferencias entre D1, D2 y D3 y no entre 

D3 y D4 (P< 0,05). Los resultados demuestran que, a menor dosis del extracto, se 

incrementan los azúcares reductores. Este efecto puede asociarse con la acción 

inhibitoria que ejercen los productos de hidrólisis de la dieta sobre las enzimas o al 

efecto competitivo entre las moléculas proteicas y el sustrato a altas dosis, mientras 

que a menores se favorece la adhesión (Bedford y Partridge, 2010).  



Capítulo 5 

  

91 
 

Existen evidencias en la literatura internacional que demuestran que la respuesta al 

incremento de la dosis de enzimas que hidrolizan los PNA no es proporcional 

(Masey-O’Neill et al., 2014b). Las investigaciones publicadas por Chapla et al. 

(2012) demostraron que la menor de las dosis de xilanasas fue efectiva para la 

degradación del xilano del maíz, mientras que Braga et al. (2014) informaron que 

durante la hidrólisis del bagazo de caña de azúcar se requieren dosis más altas de 

la misma enzima. 

Por su parte, Rad-Spice (2017) seleccionó la menor dosis de carbohidrasas para la 

degradación efectiva de los PNA de la harina de canola en experimentos in vitro e 

in vivo. La variabilidad entre los resultados puede asociarse al tipo de sustrato y la 

afinidad de las enzimas por los mismos (Kryukov et al., 2019). La selección correcta 

del alimento al cual se le aplicarán estos biocatalizadores influye en el éxito del 

tratamiento en los animales (Masey-O’Neill et al., 2014b).  

De acuerdo con los resultados en el presente experimento se seleccionó 6 h como 

el tiempo de incubación del extracto con la dieta. Respecto a la dosis, se seleccionó 

25 UI mL-1 g-1 como la dosis efectiva del extracto enzimático debido a que conlleva 

un ahorro de extracto enzimático.  

5.2.3 Degradación de la fibra y digestibilidad in vitro de nutrientes de la dieta 

de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras tratadas con 

el extracto enzimático 

El tratamiento a la dieta con el extracto enzimático disminuyó (P< 0,05) el porcentaje 

de la FDN y de la HEM, mientras que los contenidos de MS y de la FDA no se 

modificaron (tabla 24). La variación de la fracción fibrosa obtenida puede deberse a 
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la acción de las β-manannasas y xilanasas sobre las estructuras de los PNA de la 

dieta y a la vez se modifican sus propiedades físico-químicas según se informó por 

Habte-Tsion et al. (2018). 

Las investigaciones realizadas por Díaz et al. (2013), informaron la disminución de 

la FDN y la FDA del maíz y la paja de arroz después del tratamiento con enzimas 

comerciales xilanasas y endoglucanasas. Sin embargo, los autores notificaron que 

la reducción del contenido de la fibra, por sí sola, no explica su efecto en los 

animales por lo que se recomienda el estudio in vivo o in vitro.    

Tabla 24. Fraccionamiento fibroso de la dieta para pollitas de reemplazo tratada con 

el extracto enzimático de Bacillus subtilis E44.  

Indicadores  

(%) 

Tratamientos 

± EE   Signf. Dieta  

control 

Dieta 

tratada  

MS 88,0  89,02  0,68   P= 0,3530 

FDN 20,48 a 15,54 b 0,35  P= 0,0006 

FDA 4,13  4,16   0,08  P= 0,2360 

HEM 15,76 a 11,37 b 0,41 P= 0,0017 

a, b Letras distintas indican diferencias significativas entre columnas (P<0,05) 

MS: materia seca, FDN: fibra detergente neutra, FDA: fibra detergente ácida, HEM: 

hemicelulosa, EE: error estándar 

No obstante, la transformación enzimática de los sustratos permite una mayor 

disponibilidad de la fibra para su posterior digestión. Los resultados del ensayo in 

vitro de la digestibilidad así lo confirmaron.  La digestibilidad de la MS, la FDN y la 

HEM (tabla 25) se incrementó después del tratamiento enzimático (P<0,05). 
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Sin embargo, la DFDA no se modificó con el tratamiento enzimático. Este resultado 

confirma la ausencia o la baja actividad de las enzimas que catalizan la degradación 

de esta fracción. De los tratamientos enzimáticos evaluados, la incubación previa 

de la dieta con el extracto mostró los mejores resultados de la digestibilidad de la 

MS, la FDN y la HEM.  

Tabla 25. Digestibilidad in vitro de los nutrientes de la dieta tratada con el extracto 

de enzimas de B. subtilis E44. 

Digestibilidad 

(%) 

Tratamientos 

± EE   Signf. Dieta sin 

Enzimas 

Dieta incubada 

con enzimas 

Dieta 

mezclada con 

enzimas 

MS 81,01 c 90,71 a 85,95 b 0,67  P= 0,0001 

FDN 76,62 c 88,79 a 83,25 b 0,22  P= 0,0001 

FDA 64,16  64,82  66,62  0,44  P= 0,0958 

HEM 88,12 c 96,37 a  93,16 b 0,34  P= 0,0003 

a, b, c Letras distintas indican diferencias significativas entre columnas (P<0,05) 

MS: materia seca, FDN fibra detergente neutra, FDA: fibra detergente ácida, HEM: hemicelulosa, EE: 

error estándar. 

Según Handique et al. (2018), la aplicación de enzimas exógenas en soluciones 

acuosas a los alimentos antes del consumo, tiene un efecto positivo en el 

rendimiento animal. Esta acción permite la hidrólisis pre ingestiva de la fibra vegetal 

lo que favorece la formación de un complejo estable entre los alimentos y las 

enzimas que protege a estas proteínas de la proteólisis (Rode et al., 1999). 

Jimoh y Atteh (2015) informaron incrementos de la digestibilidad de la fibra 

detergente neutra del salvado de trigo tratado con cócteles enzimáticos. Por su 

parte, Jimoh (2018) evaluó combinaciones de enzimas en la degradación de la FDN 

y la FDA del palmiche y observó incrementos significativos en su digestibilidad 
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mientras que, Park et al. (2016) y Recharla et al. (2019) demostraron que el 

tratamiento del maíz, el salvado y la soya con carbohidrasas incrementó la 

digestibilidad de la MS.  

Entre los componentes fundamentales de la dieta de desarrollo para pollitas de 

reemplazo de gallinas ponedora se destacan el salvado de trigo, maíz y soya según 

se muestra en el anexo 5. Las enzimas presentes en el extracto podrían actuar 

sobre estas materias primas y descomponer algunas de sus estructuras.  

La soya se encuentra al 14% y contiene β-mananos que se consideran factores 

antinutricionales para los monogástricos (Blibech et al., 2019). Según Ferreira et al. 

(2016) el tratamiento con β-mananasas mejora la digestibilidad de los nutrientes y 

aporta beneficios al crecimiento y la salud animal.  

Por su parte, Ryu et al. (2017) demostraron que las β-mananasas mejoraron el valor 

nutritivo de las dietas compuestas por maíz y soya. Además, los biocatalizadores 

favorecieron la producción de oligosacáridos de manano a partir de sustratos 

naturales, los que poseen efecto prebiótico en los animales (Harnpicharnchai et al., 

2016).  

El salvado de trigo se encuentra al 26 % en la dieta y se conoce que contiene 

arabinoxilanos, los que se hidrolizan por la acción de las xilanasas. Se favorece la 

liberación del almidón, proteínas atrapadas en las paredes celulares del cereal y se 

reduce así la viscosidad de la digesta (Masey-O’Neill et al., 2014a; Aftab et al., 

2018). Según Cowieson (2010), en las aves alimentadas con maíz y soya, no se 

aprovechan entre 400 y 450 kcal de energía por kg de dieta, por lo que la aplicación 
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de xilanasas en estas raciones incrementa la eficiencia de la utilización energética 

de los alimentos (Govil et al., 2017; Habte-Tsion et al., 2018).  

El maíz, por su parte, aporta el 56% en la dieta evaluada. Los arabinoxilanos de 

este cereal son más complejos estructuralmente que los del trigo y poseen mayor 

grado de sustituciones (Ravindran, 2013). Según notificó Rios et al. (2017) su 

contenido de PNA varía de acuerdo al lugar de cosecha y la variedad. El tratamiento 

enzimático, en este caso, podría constituir una alternativa cuando se utilice esta 

materia de menor calidad.  

La aplicación de xilanasas a las dietas compuestas por maíz incrementa la 

absorción de nutrientes según afirmó Regassa et al. (2017). Por su parte, las 

investigaciones realizadas por Lee et al. (2017) y Vangsøea et al. (2021) revelaron 

que estas enzimas no actúan directamente sobre la pared celular del maíz, sino que 

su acción se relaciona con mecanismos indirectos que incrementan la capacidad de 

absorción de los nutrientes en las aves.  

Los resultados del presente capítulo demuestran la capacidad degradativa del 

extracto enzimático al disminuir la FDN y la HEM del salvado de trigo y la dieta. 

Además, su aplicación incrementó la digestibilidad in vitro de la FDN, HEM y la MS 

de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras. 

  



Discusión general 

 

96 
 

CAPÍTULO 6. DISCUSIÓN GENERAL 

La búsqueda de alternativas para minimizar el efecto de los polisacáridos no 

amiláceos presentes en las dietas destinadas a la alimentación avícola constituye 

un reto para los investigadores y productores del sector. La adición de enzimas que 

degradan estas moléculas constituye una práctica frecuente utilizada a nivel 

mundial. 

La presente investigación cumplió con el objetivo propuesto de obtener un extracto 

enzimático de Bacillus subtilis E44 a escala de laboratorio, que mejore la 

digestibilidad in vitro de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de 

ponedoras ya que se logró demostrar la expresión de las enzimas xilanasas, β-

mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis E44 en medios selectivos y durante 

la FES del bagazo de caña a escala de laboratorio. Una vez optimizado los procesos 

de síntesis y extracción se maximizó la actividad enzimática en el crudo. El empleo 

de la dosis mínima en la dieta, establecida, mejoró de forma significativa el 

porcentaje de digestibilidad in vitro de la MS, FDN y la HEM.  

Las xilanasas fueron las enzimas de mayor actividad seguidas por las β-mananasas 

y las endocelulasas. Los IP obtenidos en medios selectivos (4,22; 3,67 y 3,23, 

respectivamente), demuestran que la bacteria es buena productora de estas 

enzimas según la escala de evaluación propuesta por Jani et al. (2012).  
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Por su parte, Ravindran et al. (2018) planteó que los residuos agroindustriales 

favorecen la síntesis de estos catalizadores en la FES. Al evaluar la FES de varios 

residuos para la obtención del extracto a escala de laboratorio, se seleccionó el 

bagazo de caña de azúcar como fuente de carbono más promisoria no solo por los 

valores de actividad enzimática obtenidos sino por su disponibilidad en la provincia.  

Los resultados de la etapa de tamizado de los factores en la FES mostraron una 

baja actividad celulolítica de la cepa, lo que motivó su exclusión como variable de 

respuesta. La optimización de los procesos de la FES de B. subtilis para la síntesis

 de las xilanasas y β-mananasas, así como su extracción del residuo fermentado 

permitió maximizar las actividades de los biocatalizadores en el extracto y 

establecer las condiciones óptimas del proceso.  

A partir de estos resultados se estableció que: el medio mínimo (MM), además de 

las sales, requiere 0,84 % de urea como fuente de nitrógeno y el pH final de la 

disolución es de 7,49. La bacteria se inocula al 20 %, se completa la humedad de la 

FES con el MM hasta el 80 % y el proceso se incuba a la temperatura de 32,8 °C 

durante 24 h. La extracción de las enzimas se realiza con 12,27 mL de agua 

destilada por gramo de bagazo fermentado y se coloca en la zaranda orbital durante 

60 min.   

Según Raza (2018) la optimización de varias enzimas microbianas en un extracto 

incrementa las potencialidades del mismo en la degradación de sustratos fibrosos y 

aumenta el valor agregado de estos productos. El proceso mostró actividades de 

34,25 UI mL-1 para β-mananasas y 28,56 UI mL-1 para xilanasas (13,59 y 3,06 veces 

las actividades enzimáticas iniciales, respectivamente). Después de liofilizar, para 



Discusión general 

 

98 
 

su conservación, las actividades fueron de 272,4 y 137,2 UI mL-1, respectivamente. 

Al estudiar la estabilidad de las β-mananasas (enzimas que presentaron la actividad 

más alta en el extracto) se demostró que el biocatalizador mantiene su actividad al 

pH (3 – 7,5) y a 40 °C (t1/2 =15,4 h).  

El extracto enzimático presenta además actividades amilolíticas y proteolíticas, 

(283,9; 4,7 UI mL-1, respectivamente) y mantuvo la actividad endocelulolíticas 

notificadas al inicio de la investigación (8,7 UI mL-1). La aplicación de productos con 

múltiples enzimas en la alimentación animal favorece la degradación de los 

sustratos indigestibles de las dietas y se incrementan los indicadores de la salud 

intestinal (Govil et al., 2017; Yacoubi et al., 2018). 

Para comprobar la actividad degradativa del extracto en los componentes de la fibra, 

se seleccionó la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas 

ponedoras porque es la de mayor contenido de fibra en la producción avícola. Con 

la menor dosis del extracto (25 UI mL-1 g1) y el tiempo de incubación de 6 h a 40 °C 

se incrementaron los azúcares reductores en la dieta.  

La transformación de sustratos con enzimas permite una mayor disponibilidad de la 

fibra para su posterior digestión (Handique et al., 2018) lo cual se demostró en los 

resultados de la digestibilidad in vitro de la FDN, la HEM y la MS de la dieta de 

desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras. La degradación de los 

PNA en las dietas mediante el tratamiento enzimático, incrementa la producción de 

los oligosacáridos disponibles para las fermentaciones microbianas en los ciegos 

(Cadogan y Choct, 2015). Además contribuye al aporte energético y generalmente 

promueve el crecimiento de bacterias benéficas (Ravn et al., 2018b) 
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Hasta la fecha, en Cuba no se desarrollan productos enzimáticos para mejorar la 

calidad de las dietas que se aplican en la alimentación avícola. Desde el punto de 

vista práctico, los resultados de la presente investigación brindan la metodología de 

la obtención del extracto enzimático (figura 11).  

El extracto enzimático de Bacillus subtilis E44 se obtiene fundamentalmente a partir 

del bagazo de caña de azúcar, residuo de la industria azucarera de fácil 

accesibilidad en la provincia de Matanzas. El precio de comercialización de la 

tonelada es de 363,00 pesos cubanos por consiguiente la obtención del extracto 

tendrá ventajas económicas. 

La fermentación en estado sólido a nivel industrial es un proceso complejo que 

implica una etapa de escalado por lo que se dificulta realizar la valoración 

económica anticipada. No obstante, a partir del precio de las materias primas, el 

costo estimado para obtener 10 L del producto, a escala de laboratorio, es del 

extracto es de 0,07 USD y con esa cantidad se tratan, aproximadamente, 7 kg de la 

dieta.  Los precios de comercialización de los aditivos enzimáticos  en el mercado 

internacional oscilan entre   $ 20,00 (1 kg) de SUNSON (hasta  297,00 (50 g) de 

Pentopan mono BG® (Ravindran et al., 2018) 
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CONCLUSIONES 

1. Bacillus subtilis E44 tiene mayores potencialidades para la síntesis de las 

enzimas xilanasas y β-mananasas durante la FES con la utilización del 

bagazo de caña de azúcar como fuente de carbono.  

2. El proceso de optimización de la FES a escala de laboratorio incrementó las 

actividades de las enzimas xilanasas y β-mananasas en el extracto. 

3. Las β-mananasas son estables a la temperatura y variaciones del pH. Se 

detectaron además en el extracto enzimático, actividades endocelulolíticas, 

amilolíticas y proteolíticas.  

4. El extracto de B. subtilis E44 mejoró la digestibilidad in vitro de la dieta de 

desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras. 
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RECOMENDACIONES 

1. Evaluar el efecto del extracto enzimático de B. subtilis E44 en la digestibilidad 

de otras fuentes fibrosas utilizadas en la alimentación avícola. 

2. Determinar la estabilidad al pH y la temperatura de las enzimas del extracto. 

3. Incorporar los resultados de la investigación en la formación académica de 

estudiantes de pregrado y postgrado. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Organización de la tesis 
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Anexo 2. Resultados del diseño experimental Plackett-Burman para la producción 

de xilanasas. 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

Medio 
Valor de P 

A: temperatura 47,38 1 47,38 0,0385 

B: humedad 4,31 1 4,31 0,3641 

C: pH inicial 28,49 1 28,49 0,0712 

D: % inóculo 5,63 1 5,63 0,3098 

E: tiempo incubación 2,54 1 2,54 0,4729 

F: urea 7,98 1 7,98 0,2426 

G: extracto levadura 1,18 1 1,18 0,6150 

H: (NH4)2HPO4 17,90 1 17,90 0,1181 

I: KNO3 13,54 1 13,54 0,1551 

J: peptona 0,46 1 0,46 0,7491 

Error total 11,36 3 3,78  

Total (corr.) 140,82 13   
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Anexo 3. Resultados del diseño experimental Plackett-Burman para la producción 

de β-mananasas. 

Fuente 
Suma de 

cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

medio 
Valor de P 

A: temperatura 147,33 1 147,33 0,2399 

B: humedad 0,36 1 0,36 0,9464 

C: pH inicial 40,63 1 40,63 0,4985 

D: % inóculo 38,75 1 38,75 0,5078 

E: tiempo incubación 11,36 1 11,36 0,7120 

F: urea 0,56 1 0,56 0,9336 

G: extracto levadura 0,07 1 0,07 0,9764 

H: (NH4)2HPO4 3,35 1 3,35 0,8396 

I: KNO3 38,53 1 38,53 0,5089 

J: peptona 2,18 1 2,18 0,8699 

Error total 206,82 3 68,94  

Total (corr.) 489,99 13   
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Anexo 4. Resultados del diseño experimental Plackett-Burman para las enzimas 

endocelulasas. 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

Medio 

Valor de 

P 

A: temperatura 0,34 1 0,34 0,7053 

B: humedad 1,01 1 1,01 0,5281 

C: pH inicial 1,39 1 1,39 0,4645 

D: % inóculo 1,05 1 1,05 0,5198 

E: tiempo de incubación 0,01 1 0,01 0,9576 

F: urea 0,02 1 0,02 0,9217 

G: extracto de levadura 0,52 1 0,52 0,6442 

H: (NH4)2HPO4 0,02 1 0,02 0,9217 

I: KNO3 2,76 1 2,76 0,3245 

J: peptona 0,45 1 0,45 0,6673 

Error total 6,00 3 2,00 0,7053 

Total (corr.) 13,61 13   
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Anexo 5. Composición química de la dieta de crecimiento para pollitas de reemplazo 

de gallinas ponedoras. 

Componentes de la dieta (%) 

Maíz 56,00 

Soya 14,15 

Salvado de Trigo 26,00 

Fosfato monocálcico 1,25 

Carbonato de calcio 1,60 

Sal común 0,30 

DL Metionina 0,17 

Lisina 0,10 

Colina 0,13 

Premezcla vitaminas (1) –minerales 
(2) 

0,30 

Aporte de nutrientes calculados 

Proteína bruta 14,55 

Energía metabolizable (MJ/kg) 2 760 

Fibra bruta 4,07 

Fósforo disponible 0,41 

Calcio 0,91 

(1) Suplemento vitamínico: vitamina A, 10000 UI; vitamina D3, 2000 UI; vitamina E, 10 mg; 
vitamina K3, 2 mg; tiamina, 1 mg; riboflavina, 5 mg; piridoxina, 2 mg; vitamina B12, 15.4 µg; 
ácido nicotínico, 125 mg; pantotenato de Ca, 10 mg; ácido fólico, 0.25 mg; biotina, 0.02 mg. 

(2) Suplemento mineral: selenio, 0.1 mg; hierro, 40 mg; cobre, 12 mg, zinc, 120 mg; 
magnesio, 100 mg; iodo, 2.5 mg; cobalto, 0.75mg. 

 

 

 

  


