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Sintesis

Sintesis

La aplicacion de enzimas en los piensos destinados a la alimentacion avicola,
constituye una alternativa para disminuir los polisacaridos no amilaceos de las
dietas. El objetivo de la tesis fue obtener el extracto enzimatico de Bacillus subtilis
E44, para el tratamiento del contenido fibroso de dietas en la alimentacion
avicola. Se evalud la sintesis de las enzimas xilanasas, B-mananasas y
endocelulasas por la cepa en medios selectivos y durante la fermentacién en
estado sélido (FES) con salvado de trigo, bagazo de cafia, cascara de arroz y
paja de maiz como fuentes de carbono. Se optimiz6 la FES y la extraccién de los
biocatalizadores mediante disefio compuesto central. Se determind la estabilidad
de las enzimas B-mananasas al pH y la temperatura porque mostraron mayor
actividad. Se evaluo el efecto en la degradacion de la fibra y la digestibilidad in
vitro de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras.
La optimizacion de la FES con el bagazo de cafia de azucar mediante la funcion
de deseabilidad de Derringer favorecio la produccion simultdnea de f-mananasas
y xilanasas en el extracto, con incrementos de 13,59 y 3,06 veces,
respectivamente. Las 3-mananasas fueron estables a 40 °Cy al pH (3y 7,5). El
extracto enzimatico modifico la FDN, la hemicelulosa en la dieta e incremento la

digestibilidad in vitro de la MS, FDN y HEM.



indice

INDICE DE CONTENIDOS
INTRODUGCCION ..o e ettt 1

CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA .....coo oo, 5

1.1 Caracteristicas anatomo- fisiolégicas del tracto gastrointestinal de las aves. 5

1.2 Dietas utilizadas en la produccion avicola ..............cceeeviiieeiiiiieiiiiiiiee e, 8
1.2.1 Principales requerimientos nutricionales en las dietas para las aves ...... 8
1.2.2 Polisacaridos amilaceos de reserva en la alimentacion avicola. ............. 9

1.2.3 Polisacaridos estructurales de la pared celular en las dietas.

Polisacaridos no amilaceos (PNA) ..., 10
1.2.4 Otras fuentes energéticas de las dietas...........cceeeeeeeeeiriiiiiiiiiiieiee e 12
1.3 Aditivos enziméticos en la alimentacion avicola..............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeee, 13

1.3.1 Principales enzimas glucoliticas utilizadas como aditivos en la

PrOAUCCION AVICOIA......ccciiiieeiiie et e e e e e e e e e e eeaees 14
1.3.2 Resultados de la aplicaciéon de los aditivos enzimaticos en las aves..... 18
1.4 Métodos de digestibilidad in vitro de nutrientes..............cccevvvevviiiiiiee e, 23
1.5 Obtencion de enzimas MICrobIANAS ...........ooiiuiiiiiiiieeee e 25
1.5.1 Fermentacién en estado soOlido (FES)..........coouviiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeees 26
1.6 Bacillus subtilis E44 y su empleo en la produccion animal .......................... 28

CAPITULO 2. EVALUACION DE LA EXPRESION DE XILANASAS, B-MANANASAS
Y ENDOCELULASAS POR BACILLUS SUBTILIS E44 EN MEDIOS SELECTIVOS
Y DURANTE LA FES ... 30

2.1 MaterialeS Y MELOUOS .....uuuuiie e eeeeieeiee et e e e e e e e e e 31

2.1.1 Sintesis de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis

E44 en Medios SCIECHIVOS ... ..oeeeeee e 31



indice

2.1.2 Sintesis de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis

E44 durante la FES con residuos agroindustriales .............ccccevvviviiiiinneieieenns 32

2.1.3 Determinacioén de la composicién quimica de los residuos

AGTOINAUSTIIAIES ...ttt aeneennnnnnes 33
2.1.4 Fermentacion en estado SOlidO...........ccovvvviviiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
2.1.5 Extraccion de 1as €NZIMAS .........ccovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 34
2.1.6 Actividades eNZIMALICAS..........ccvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 34
2.1.7 ANAliSiS eStadiStiCO ......coevviiiiiiiiiiiii 35
2.2 ResUltados Y AISCUSION ......ccoeeiiiiiieie e 35

2.2.1 Sintesis de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis

E44 en Medios SCIECHIVOS ......oeeeeeeeee e 35

2.2.2 Sintesis de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis

E44 durante la FES con residuos agroindustriales.............ccccoeeeeeeieeeeeen, 38

CAPITULO 3. OPTIMIZACION DE LA FES CON BACILLUS SUBTILIS E44 PARA
INCREMENTAR LA PRODUCCION DE XILANASAS, B-MANANASAS Y

ENDOCELULASAS ...ttt ettt e e e et e e e e e e e e e e annees 45
(1o o [N ol ox o] o H TP U TP PRI 45
3.1 Materiales Y MELOAOS .........uuuiiiiiiieieee e 46

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

BUTI I AN <o 46

3.1.2 Optimizacion de la FES del bagazo de cafia de azucar con B. subtilis

3.1.3 Optimizacion del proceso de extraccion de las enzimas del residuo

11161 01= 01 €= To [0 1S 47
3.2. Resultados Y dISCUSION .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 48

3.2.1 Tamizado de los factores en estudio mediante un disefio experimental
PlaCKett-BUIMMAN ...t e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeanes 48



indice

3.2.2 Optimizacion de la FES del bagazo de cafia de azucar con B. subtilis

3.2.3 Optimizacion del proceso de extraccion de las enzimas del residuo

(000121 017 o [0 FTu TP 60

CAPITULO 4. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS B-MANANASAS
EN EL EXTRACTO AL pH Y LATEMPERATURA ..., 67

4.1 MaterialeS Y MELOUOS ......ccooviiiiiiie e e 68

4.1.1 Estabilidad al pH de las enzimas 3-mananasas en el extracto enzimatico

4.1.3 Caracterizacion enziméatica del extracto obtenido de Bacillus subtilis E44

103111 72=To [0 PP TP PPPPPPPPPPPPP 69
Actividad de 1as amilaSas. .............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiii 69
Actividad ProteOITICA. ... ...cceeiieieeeice e 69
4.1.4 ANAIISIS €StAdISICO ...eeeiieiiiiiiiiiii e 70
4.2 Resultados Y AISCUSION ........uuiiiiiiiiieeee et e e 72

4.2.1 Estabilidad al pH de las enzimas B-mananasas del extracto enzimético72

4.2.2 Estabilidad a la temperatura de las enzimas B-mananasas del extracto

LYV | (4T 1L [o10 FUTEUT TR TP URTRPRUPTRPR 74

4.2.3 Caracterizacion enzimatica del extracto obtenido de Bacillus subtilis E44
110 ) {1T2= Uo [0 I UE TP 78

CAPITULO 5. EVALUACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO EN LA
DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA DIETA DE DESARROLLO PARA POLLITAS DE
REEMPLAZO DE GALLINAS PONEDORAS ... 83

5.1 MaterialeS Y MELOUOS .. ... e e eieieeiiiiiie e e et e e et e e e e e e e eanannnanes 84



indice

5.1.1 Degradacion de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto

BNIZIMABTICO . e e e, 84

5.1.2 Dosis efectiva y el tiempo de incubacién del extracto enzimatico en la
degradacion de nutrientes de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo

de gallinas PONEAOIAS........ciiie e e e e e e e eeaaans 85

5.1.3 Degradacion de la fibra y digestibilidad in vitro de nutrientes de la dieta

de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras tratadas con el

EXIFACO ENZIMALICO - .. e e, 86
B.1.4 ANALISIS @STAUISTICO .uiveieieee ettt ettt et e e e e e e e e e eeeeeaenes 87
5.2 Resultados Y dISCUSION ........uuuiiiiiiiieiiiiieieeeee e 87

5.2.1 Degradacion de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto

BNIZIMATICO . .o 87

5.2.2 Dosis efectiva y el tiempo de incubacién del extracto enzimético en la
degradacion de nutrientes de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo

de gallinas PONEAOIAS........oiii e e e e 89

5.2.3 Degradacion de la fibra y digestibilidad in vitro de nutrientes de la dieta
de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras tratadas con el

Lo = (e (o =T g AT 1= L (o o PO 91
CAPITULO 6. DISCUSION GENERAL .....cocoveietecieeeeectceee e, 96
CONCLUSIONES.........cooiieeeieeteeeee et ee e ee e e e en et en e e, 100
RECOMENDACIONES ......oooiuiiiieeeeeeeeeeeee e ee e en e en e 101
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ovovieieieeeeeee e 102

ANEXOS e 159



indice

ABREVIATURAS

TGI: tracto gastrointestinal

PNA: polisacaridos no amilaceos
FES: fermentacién en estado sélido
PcB: Plackett Burman

tu2: tiempo de vida media

EE: error estandar

%: porcentaje

FDN: fibra detergente neutra
FDA: fibra detergente acida

MS: materia seca

MM: medio minimo

DE: desviacion estandar

HEM: hemicelulosa

AEz: actividad enziméatica

CV: coeficiente de variacion

IP: indice de potencia

°C: grados Celsius

pL: microlitros

mL: mililitros

L: litros

mol: moles

mg: miligramos

g: gramos

kg: kilogramos

Ul: unidades internacionales

h: horas

min: minutos

NacCl: cloruro de sodio

KH2POa: dihidrogeno fosfato de potasio
K2HPOa: hidrégeno fosfato de potasio
MgSOa: sulfato de magnesio

KNOs: nitrato de potasio

(NH4)2HPOu4: hidrogeno fosfato de amonio



indice

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Residuos agroindustriales seleccionados para la induccién de las enzimas
AUIANTE & FES. ..o 32
Tabla 2. indice de potencia calculado para las enzimas xilanasas, B-mananasas y
endocelulasas producidas por Bacillus subtilis E44. ...........coooveiiiiiiiiieeeiieeeeiiiinn, 36
Tabla 3. Composicién quimica (%) de los residuos agroindustriales utilizados
AUIANTE A FES. ..o 36
Tabla 4. Expresion de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas en la FES de
residuos agroindustriales con Bacillus subtilis E44. ..........cccooooiiiiiiiiiiiiiiiiie s 41
Tabla 5. Condiciones de la FES y componentes del medio de cultivo incluidos en el
diSEN0 PlacKett-BUIMAN .....cccoeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 48

Tabla 6. Matriz experimental del disefio Plackett-Burman para la etapa de tamizado.

Tabla 7. Condiciones de la FES y del medio de cultivo para el disefio superficie de
(121 01U =TS = VPP 49
Tabla 8. Matriz experimental de la optimizacion de la FES con Bacillus subtilis E44
mediante el disefio COMPUESLO CENTral. .............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeee 49
Tabla 9. Matriz experimental para la optimizacion del proceso de la extraccion de [3-
mananasas Yy xilanasas mediante el disefio superficie de respuesta. ................... 50
Tabla 10. Actividad de las enzimas xilanasas, B-mananasas y endocelulasas
obtenidas en el disefio Plackett-Burman. ............cooouiiiiiiiiiiiiieiee e 52
Tabla 11. Resultados de las enzimas xilanasas, 3-mananasas y endocelulasas en
el diseflo Plackett BUIMaN. ..o 52
Tabla 12. Resultados del disefio superficie de respuesta para las enzimas -
L= TS L= LTS L PPN 55
Tabla 13. Optimizacion de la FES con Bacillus subtilis E44 para la produccion de B-
R E= T = T F Tz L PP PUPPPP 56
Tabla 14. Resultados del disefio superficie de respuesta para la produccion de
xilanasas durante la FES con B. subtilis E44. ............cooiiiiiiiiiiieiee e, 56
Tabla 15. Optimizacion de respuestas multiples para la produccion de xilanasas y

B-mananasas durante la FES con Bacillus subtilis E44. ............cccviiiiiieeeeeeeennns 58



indice

Tabla 16. Resultados del disefio superficie de respuesta para optimizar la extraccion
de xilanasas y B-mananasas del bagazo de cafia de azucar fermentado. ............ 61
Tabla 17. Comparacion de disolventes que se evaluaron para la extraccion de
D= 1 = TS T3PS 62
Tabla 18. Optimos para la extraccién de xilanasas y B-mananasas del residuo
FEIMENTATO. ...eei e 63
Tabla 19. Optimizacion de respuestas multiples para la extraccién de B-mananasas
y xilanasas del residuo fermentado. ... 63
Tabla 20. Actividades enziméticas en el extracto de Bacillus subtilis E44 en la FES
optimizada y SIN OPLIMIZA. ........uuiieiiiiie e e e e e e e e e eaaaas 65
Tabla 21. Actividades de endocelulasas, amilasas y proteasas en el extracto de
BaCIlluS SUDLIlIS E44. ... ..ottt e e e e e e e e e eeeenes 79
Tabla 22. Fraccionamiento de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto
enzimatico de Bacillus subtilis E44..........ccoooi oo 88
Tabla 23. Efecto de la dosis y el tiempo de incubacion del extracto enzimatico en
la produccién de azucares reductores en la dieta de desarrollo para pollitas de
reemplazo de gallinas PONEAOIaS. ...........uuuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 90
Tabla 24. Fraccionamiento fibroso de la dieta para pollitas de reemplazo tratada con
el extracto enzimatico de Bacillus subtilis E44. ..., 92
Tabla 25. Digestibilidad in vitro de los nutrientes de la dieta tratada con el extracto
de enzimas de B. SUDLIliS E44. ..o 93



indice

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Tracto gastrointestinal de 10S PolloS. ............ueuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 5
Figura 2. Esquema general simplificado de los principales componentes de la pared
Celular VEGELAL. .......ove i 11
Figura 3. Esquema del mecanismo sinérgico de los componentes celuloliticos... 15
Figura 4. Enzimas que participan en la degradacion del xilano..................c......... 17
Figura 5. Enzimas que participan en la degradacion del galactomanano............. 18
Figura 6. Halo de hidrélisis formado durante el crecimiento de Bacillus subtilis E44
€N 10S MEAIOS SEIECHIVOS. ....ovviiiiiie e e e 36
Figura 7. Superficie de respuesta en interaccion de la temperatura de incubacion y
el pH inicial para las B-mananasas durante la optimizacion de la FES. ................ 56
Figura 8. Superficie de respuesta de la interaccion entre la temperatura de
incubacion y el pH inicial para las xilanasas durante la optimizacion de la FES. .. 57
Figura 9. Superficie de respuesta de la optimizacion multiple de B-mananasas y
XIBNASES. ...coiiiiiiiiiiee e 58
Figura 10. Superficie de respuesta de la optimizacion de la extraccion multiple de
B-mananasas y xilanasas del residuo fermentado. .............cccccuviieiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 63
Figura 11. Metodologia para la obtencion del extracto de enzimas con actividad [3-
mananasas Y xilanasas durante la FES del bagazo de cafia de aztcar con Bacillus
ST o] {1 = PP 66

Figura 12. Estabilidad al pH de las enzimas B-mananasas del extracto enzimatico.

Figura 13. Cinética de inactivacion térmica de la f-mananasas a las temperaturas
de 40; 50y 60, 70 Y 80 °C...uuiiiiieieeiieiiiiiiiiie e e e e e e e e e 74
Figura 14. Tiempo de vida media (t».) del proceso de inactivacion térmica de las

enzimas -mananasas en el extracto enzimatico a las temperaturas entre 40-80 °C.



indice

INDICE DE ANEXOS
Anexo 1. Organizacion de lateSIS ......cciieeeiiiiiiiiie e 159
Anexo 2. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para la produccion
(0 LoD F= 1 F= LT USSR 160
Anexo 3. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para la produccion
A€ B-MANANASAS. ... .ccceeeeeeieeie e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e aaa 161
Anexo 4. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para las enzimas
(=] L0 [oTo =] (1] F= TS TS 162
Anexo 5. Composicion quimica de la dieta de crecimiento para pollitas de

reemplazo de gallinas PONEAOras..........coeeiiiiiiiieiieiie e 163



Introduccién

INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacibn mundial demanda el incremento de los bienes
provenientes del sector ganadero a la cadena de produccion alimenticia. Este hecho
constituye una de las necesidades mas 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 produccion (Raza et al., 2019).

Las aves son una importante fuente de proteinas y micronutrientes de alta calidad
para el consumo humano a nivel mundial. La alimentacion, en esta especie,
constituye el 70-75% de los costos. Se basa fundamentalmente en granos de
cereales como maiz, trigo, soya y proteinas 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 alimentacion
avicola, se incrementaron considerablemente en los ultimos afios (Raza et al.,
2019). Los paises pobres son los mas afectados, por lo que resulta necesario la
busqueda de alternativas encaminadas a satisfacer los requerimientos de las aves
para lograr producciones sostenibles, econdmicas y saludables (Peinado, 2015;
Alagawany et al., 2017).

Debido al paradigma que se presenta, los productores tratan de encontrar fuentes
energéticas y proteicas mas econdmicas, sin embargo, poseen menor valor
nutricional. Estas materias primas contienen factores antinutricionales como los
polisacéaridos no amilaceos (PNA) que no se digieren por los monogastricos, debido
a la carencia de enzimas enddgenas y se comprometen los rendimientos

productivos (De Souza et al., 2014 ; Habte-Tsion et al., 2018; Raza et al., 2019).



Introduccioén

La adicion de enzimas carbohidrasas exogenas 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 polisacaridos estructurales de las paredes celulares
de los vegetales hasta oligosacaridos. 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 morfologia del intestino (Saleh et al., 2018).

Las enzimas que se aplican en la alimentacion animal se caracterizan por su
estabilidad al pH y la temperatura (Aftab et al., 2018). Las B-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 unicas, en cocteles y en
extractos enzimaticos producidos por diferentes microorganismos (Aftab et al.,
2018; Alagawany et al., 2018; Saeed et al., 2019).

El aumento de la produccion industrial de enzimas, en las ultimas décadas, se debe
al desarrollo de los procesos fermentativos, los métodos de recuperaciéon de estas
proteinas y a una mejor comprension de las reacciones bioquimicas que ocurren
(Habte-Tsion et al., 2018). Actualmente, el 75% de los biocatalizadores que se
comercializan, se producen por compafias internacionales con un mercado
altamente competitivo. Segun informes del mercado global de enzimas (BCC
Research, 2020), en 2020 se alcanzaron 5,9 billones de dolares por la venta de

estos productos y se estima que para el 2026 se superen los 8,7 billones.



Introduccién

En Cuba no se utilizan los aditivos enzimaticos para el tratamiento de las dietas
destinadas a la produccion animal. Las investigaciones desarrolladas por la
Universidad de Matanzas y el Instituto de Ciencia Animal identificaron cepas
promisorias para la produccién de enzimas estables como Bacillus subtilis E44
(Milian et al., 2017b), sin embargo, hasta la fecha no se informa la produccién de
biocatalizadores para el tratamiento a las dietas.

A partir de lo anteriormente planteado en la presente investigacion se declaro el
siguiente problema cientifico:

En Cuba no se dispone de un aditivo enziméatico de produccion nacional para
disminuir el contenido de los PNA y mejorar la digestibilidad de la fibra en las dietas
avicolas.

Para dar respuesta a la problematica se propuso la siguiente hipotesis cientifica:
La obtencidn de enzimas xilanasas, B-mananasas y endocelulasas a partir de
Bacillus subtilis E44 mediante la fermentaciéon en estado soélido con residuos
agroindustriales, mejora la degradacion del contenido fibroso de las dietas que se
suministran en la alimentacién avicola.

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

Objetivo general: Obtener el extracto enzimético de Bacillus subtilis E44, para el
tratamiento del contenido fibroso de dietas en la alimentacion avicola.

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

1. Evaluar la expresion de las enzimas xilanasas, [B-mananasas Yy
endocelulasas por Bacillus subtilis E44 en medios selectivos y en la
fermentacién en estado sélido de residuos agroindustriales.

2. Optimizar los procesos de la FES con Bacillus subtilis E44 y la extraccion de
las enzimas xilanasas, PB-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 enzimatico en la degradacion y digestibilidad in vitro de la

dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras.

Novedad cientifica

» Se informa el extracto enzimatico producido por Bacillus subtilis E44 a escala
de laboratorio y su efecto en la degradacién de la fibra de la dieta de
desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras.

Los aportes cientificos se resumen en:

» Se informa la metodologia de la obtencion del extracto enzimatico por la cepa
Bacillus subtilis E44 durante la fermentacion en estado sélido del bagazo de
cafia de azucar.

» Se caracteriza el extracto enzimatico de Bacillus subtilis E44 obtenido en las
condiciones estudiadas.

» Se informa a la comunidad cientifica un nuevo producto con accion
enzimatica para el tratamiento de las dietas destinadas a la alimentacion

avicola.
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Caracteristicas anatomo- fisiolégicas del tracto gastrointestinal de las
aves

El tracto gastrointestinal (TGI) de las aves es una region con un habitat microbiano
muy complejo que favorece el proceso de la digestion (McWhorter et al., 2009). Se
subdivide en las regiones siguientes: pico, eséfago, buche, proventriculo, molleja,
intestino delgado e intestino grueso (Jozefiak et al., 2004) (figura 1). Se caracteriza
por poseer intestinos mas pequefos y tiempos de transito mas cortos que otras
especies monogastricas de interés econdémico. Uno de los factores que afecta el
desarrollo de las aves es la dieta ya que el alimento sirve como estimulo para

promover el crecimiento del TGI (Jiménez-Moreno et al., 2009).
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Figura 1. Tracto gastrointestinal de los pollos (Gauthier, 2002).
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El pico ejerce la funcion recolectora del alimento, las glandulas salivares suministran
saliva como secrecidn mucosa, pero carecen de enzimas por lo que no ocurren
procesos digestivos en esta region. El alimento continda su transito hasta el buche
que se considera un érgano reservorio. Se plantea que en este sitio se segregan
enzimas, pero no se conoce si provienen de la regurgitacion del contenido intestinal,
molleja, proventriculo o de las bacterias existentes (Grist, 2006).
El proventriculo y la molleja son regiones independientes con funciones
relacionadas. El primero se encarga de secretar acido clorhidrico, lo que provoca la
disminucién 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 digestion quimica y la
absorcion de nutrientes. Entre las enzimas digestivas mas importantes estan la
tripsina y la quimotripsina, las amilasas y las lipasas que permiten la degradacion
de las proteinas, el almidon y los acilglicéridos, respectivamente.
El pancreas se encuentra entre las dos ramas del asa duodenal cubierto por la
serosa Yy fijado al duodeno por dos ligamentos pancreéaticos duodenales y es el
organo encargado de la secrecion de las enzimas. Posteriormente, el producto de
la digestion pasa al intestino grueso mediante la valvula ileocecal que desemboca
en los dos ciegos (McLelland, 1989).
La funcion de los ciegos consiste, principalmente, en la degradacion de los
compuestos menos digestibles, absorber el agua, la glucosa y los acidos grasos
volatiles. Ademas, se producen inmunoglobulinas y participan en el metabolismo del

acido urico en aminoacidos.
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En los pollos, los ciegos tienen una motilidad activa que mezcla y evacua
periodicamente 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 idéneas
para la fermentacion de almidones resistentes, polisacaridos (celulosa,
hemicelulosa y otros) y oligosacéaridos no digestibles. A partir de estos compuestos
se producen &cidos organicos, especialmente lactico, acético, propidnico y butirico,
gue se absorben por el epitelio intestinal (Sergeant et al., 2014). Luego pasan a la
sangre portal, al higado y finalmente a los tejidos periféricos y a los musculos donde
se metabolizan. Esta constituye la ruta principal por la que el animal hospedero
obtiene energia de los carbohidratos no digeridos en el intestino delgado.

El bolo digerido, después del paso por la valvula ileocecal, se traslada al colon,
donde la absorcion de nutrientes es minima. Finalmente, el bolo fecal pasa a la
cloaca, se mezcla con la orina procedente de los riflones y se expulsa al exterior
(Clench, 1999)

En los pollitos y en las aves en general, la capacidad de absorcion 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 mas rapido (Obst y Diamond, 1992; Noy y
Sklan, 1998; Uni et al., 1999), motivo por lo que la composicion 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 produccién avicola

1.2.1 Principales requerimientos nutricionales en las dietas para las aves

Los componentes nutricionales de los piensos tienen una funcién decisiva en el
crecimiento y el desarrollo de las aves. Sus requerimientos dependen de la
categoria y las etapas de la crianza.

Los requerimientos generales se basan en un suplemento de proteinas y
aminoacidos que favorecen el desarrollo muscular y la sintesis de proteinas. De los
aminoacidos esenciales, la lisina, la metionina y la treonina son limitantes en la
mayoria de las raciones para las aves por lo que se incluyen en las dietas
(Ravindran et al., 2014).

Las grasas y los acidos grasos, ademas de favorecer el aporte energético, mejoran
la palatabilidad de la racion. El &cido linoleico y linolénico se consideran esenciales
para las aves y deben estar presentes en la dieta. Son esenciales para el cerebro,
espermatogénesis, musculo cardiaco y los bastones de la retina del ojo (Sardifias,
2005).

Los minerales tienen funciones vitales muy variadas, tales como la formacién de los
huesos, el metabolismo basal y el mantenimiento del equilibrio acido-base y
electrolitico de las membranas celulares. El calcio y el fésforo mantienen
fundamentalmente el esqueleto en buen estado y debido al rapido crecimiento de
estos animales, es fundamental que las raciones contengan niveles apropiados de
estos nutrientes lograr el desarrollo 6seo adecuado (Sardifias, 2005).

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

desequilibrio &cido-base. Este desbalance puede alterar el pH fisiologico y otros
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procesos metabolicos como el crecimiento, el desarrollo éseo, la hidratacion
corporal y la utilizacion de aminoacidos, lo que provocaria reduccion de los
rendimientos (Blair, 2018). Los oligoelementos como el cobre, el yodo o el hierro
funcionan basicamente como coenzimas de las reacciones metabdlicas y se
requieren en la dieta en muy bajas concentraciones (Gous, 2010).

Las vitaminas, tanto las de tipo liposoluble como las hidrosolubles, deben afadirse
en el pienso. La vitamina C es un caso excepcional ya que las aves la sintetizan.
Estos elementos actian como mediadores y participan en procesos bioquimicos del
organismo (Peinado, 2015).

La energia es esencial en la formulacion de los piensos y se obtiene a partir de los
carbohidratos simples, las grasas y las proteinas. La fuente energética y los
macronutrientes se adquieren a través de la ingestion de alimentos naturales,
fundamentalmente cereales y soya, mientras que los minerales, vitaminas y
aminodacidos esenciales se suministran como suplementos sintéticos (FAO y OCDE,
2013).

La mayor parte de la energia de la dieta la aportan los cereales en forma de
estructuras quimicas sencillas, como azucares libres, disacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos. Englyst (1989) clasificO estos compuestos en dos grupos: los
polisacaridos amilaceos de reserva (a-glucanos) y los estructurales de la pared
celular que se abordan a continuacion.

1.2.2 Polisacaridos amilaceos de reserva en la alimentacion avicola.

Los hidratos de carbono son los componentes mas abundantes en los alimentos
destinados a los animales monogastricos, constituyendo generalmente mas del

60% de la materia seca. Los cereales proporcionan la mayor parte de la energia de
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la dieta en forma de estructuras quimicas sencillas, como los azucares libres,
disacaridos, oligosacaridos y complejas, como el almidon.

El alImidén representa una fraccion importante en los cereales (maiz y trigo) y se
encuentra en un rango del 30 al 80%. Su hidrdlisis ocurre por accion de las amilasas
secretadas en el jugo pancreatico (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
(disacéridos y trisacaridos) no se absorben por la pared intestinal o lo hacen en

pequefas proporciones (Gutiérrez y Savon, 2014).

1.2.3 Polisacaridos estructurales de la pared celular en las dietas.
Polisacaridos no amilaceos (PNA)

Los PNA son polimeros de azlcares simples unidos por enlaces glucosidicos entre
el grupo hemiacetal de un azucar y el hidroxilo del siguiente. Se nombran de acuerdo
al nimero de atomos de carbono en cada azlcar involucrado en el enlace y la
orientacion del atomo de oxigeno hemiacetal (a o B) (Koolman et al., 2005). La
mayoria, forman parte de la pared celular de las plantas y su solubilidad se
determina no solo por su estructura primaria, sino también por la relacion 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 pequefia hidrolisis de la celulosa, aunque la energia

procedente de la fibra es muy limitada comparada con el total (Blair, 2018). La
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presencia de tales polisacaridos afecta la digestibilidad debido a la formacién de un
entorno viscoso en el lumen intestinal que dificulta la digestién (Choct y Annison,
1992; Choct et al., 1996; Smith y Annison, 1996).

La pared celular vegetal (figura 2) estd compuesta por: la celulosa, un polimero
insoluble formado por residuos de glucosa unidos por enlaces glucosidicos B (1,4).
La hemicelulosa agrupa diferentes heteropolisacaridos que incluyen los polimeros
de xilosa (llamados genéricamente xilanos), manosa, arabinosa y ademas la lignina.
Este ultimo, es un compuesto polifendlico 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).

Celulosa

S
Hemicelulosa\ 2 A
Lignina ~&~ 7 /

Vi

PCP Pectina Celulosa PCS

LM
PCP
PCS

MP

Lignina

Hemicelulosa

Figura 2. Esquema general simplificado de los principales componentes de la pared
celular vegetal, que incluye los polimeros de celulosa, hemicelulosa y lignina. LM:
laminilla media; PCP: pared celular primaria; PCS: pared celular secundaria; MP:

membrana plasmética (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 interaccion directamente con las moléculas de agua. Al aumentar su
concentracion, 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 formacion 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-Garcia,
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 acidos biliares y disminuye la capacidad del ave para
digerir los lipidos. Los PNA desestabilizan las proteasas pancreaticas, afectan la
digestion de las proteinas, reducen la digestion del nitrégeno y la absorcion 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 mayoria de las dietas, la grasa se adiciona entre 0,5 a 6,5% (Gutiérrez y

Savon, 2014). La digestion de las grasas en las aves tiene lugar fundamentalmente

12
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en el duodeno. Cuando llega el alimento a esta region se estimula la secrecion de
la hormona intestinal colecistoquinina que produce la contraccién de la vesicula
biliar y la secrecion de jugos del pancreas (Gutiérrez y Savon, 2014).

Los movimientos del tracto intestinal, junto con el efecto detergente de las sales
biliares, rompen los glébulos de grasa, lo que aumenta la superficie de contacto
entre la grasa y las lipasas pancreaticas encargadas de su hidrélisis. Estos
productos son fundamentalmente acidos grasos libres y monoglicéridos que deben
incorporarse en formas de micelas para su absorcion por difusién pasiva en la
mucosa intestinal (Alvarez et al., 2014).

Las grasas y los aceites se utilizan en la alimentacion animal por su alto valor
energético. Ademas, mejoran la eficiencia de la utilizacién de los nutrientes con
menor produccion de calor, gasto energético y mayor capacidad adaptativa ante los
cambios ambientales (Gutiérrez y Savon, 2014).

Entre las practicas utilizadas para disminuir el efecto antinutricional de los PNA en
los alimentos se destaca el tratamiento enzimatico. Su aplicacion aporta beneficios
en la produccion avicola.

1.3 Aditivos enzimaticos en la alimentacion avicola

Las enzimas son proteinas cuya funcion es catalizar las reacciones quimicas que
ocurren en las células vivas, poseen una extraordinaria eficiencia y especificidad
(Nelson y Cox, 2015). El incremento de las investigaciones relacionadas con la
tecnologia enzimética permite que las aplicaciones de estas proteinas se extiendan
a diferentes campos como la alimentacion animal (Habte-Tsion et al., 2018).
Actualmente se considera una opcion prometedora desde el punto de vista

econdmico, ambiental y de sostenibilidad (Asmare, 2014). Los biocatalizadores se

13
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incorporan a las dietas, por lo que se consideran enzimas exdgenas, 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 adicion de estas biomoléculas en raciones avicolas. Los resultados
alcanzados fueron variables y generalmente con una escasa respuesta productiva
(Brenes, 1992).

En las ultimas décadas el uso de las enzimas se incrementd considerablemente.
Esta practica ofrece nuevas oportunidades en el mercado para cultivos como la
canola, el girasol y el algodon (De Souza et al., 2014), ademas para otras fuentes
alternativas como la saccharina (Lon-Wo et al., 2002) y los pastos (Igbal et al., 2019)
al permitir el aprovechamiento de sus propiedades nutricionales.

1.3.1 Principales enzimas glucoliticas utilizadas como aditivos en la
produccién avicola

Las enzimas utilizadas como aditivos en la alimentacién animal son abundantes y
variadas. Aquellas que catalizan la hidrélisis de los enlaces glucosidicos de los
polisacaridos se clasifican como glucosil hidrolasas y constituyen un grupo muy
amplio (Irdizoz, 2011).

En la actualidad, también, se aplican aditivos que contienen mas de una enzima. Su
utilizacién favorece la accion sinérgica de estas proteinas en los sustratos mas
complejos presentes en los alimentos (Aftab et al., 2018; Handique et al., 2018).
Entre las enzimas que se utilizan como aditivos en los monogastricos para reducir
el efecto de los PNA se destacan las celulasas, xilanasas y [-mananasas
(Fernandez y Gonzalez, 2011).

Celulasas

Las celulasas agrupa una serie de actividades enzimaticas y su accion sinérgica
conduce a la despolimerizacion de la celulosa. El complejo enzimatico esta formado

14
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por: B-(1,4) endocelulasa (E.C. 3.2.1.4), celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y 3-(1,4)
glucosidasa (E.C. 3.2.1.21) (Lee et al., 1997). El modelo tradicional que describe el
mecanismo de degradacion de la celulosa se presenta en la figura 3. Las enzimas
actuan sinérgica y secuencialmente para liberar los monémeros de glucosa.

Inicialmente las 3-(1,4) endocelulasas hidrolizan aleatoriamente los enlaces - (1,4)
glucosidicos internos de la regién amorfa de la celulosa, generan nuevos extremos
que facilitan la accion de las celobiohidrolasas (CBH) y se liberan unidades de
celobiosa desde los extremos terminales. Dentro de las CBH se distinguen las
formas CBH | que actian desde el extremo reductor de la cadena de celulosa y las

CBH Il que liberan celobiosa desde el extremo no reductor (Sukumaran et al., 2005).
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Figura 3. Esquema del mecanismo sinérgico de los componentes celuloliticos
(Irdizoz, 2011). CBH |y II: celobiohidrolasas.
Una vez degradadas las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la hidrdlisis de la

region cristalina por la accion sinérgica de las endo y exocelulasas. Las -

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

Las hemicelulasas constituyen un grupo de enzimas que catalizan las reacciones
de degradacion de la hemicelulosa. Debido a la variabilidad de los sustratos que
hidrolizan, se clasifican segun el tipo de hemicelulosa o del enlace que hidrolizan.
Se distinguen xilanasas, B-mananasas, xilosidasas, arabinasas y galactosidasas
(Irdizoz, 2011). Entre las més utilizadas en la alimentacion animal para disminuir el
efecto de los PNA se destacan las xilanasas y las 3-mananasas (Craig et al., 2019;
Saeed et al., 2019).

Xilanasas

Las xilanasas (EC 3.2.1.8) catalizan la hidrdlisis al azar de los enlaces B-(1,4)
glucosidicos del xilano para producir xilooligomeros (Malhotra y Chapadgaonkar,
2018). El xilano es el polimero mas 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 degradacion es fundamental para aprovechar los productos de
los materiales lignocelulésico como fuente de energia util (Polizeli et al., 2005).

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

principales (figura 4):

- Enzimas implicadas en la despolimerizacion de la cadena principal de xilosas:
xilanasas (B-1,4-D-xilano-xilanohidrolasas) y B-xilosidasas (B-1,4-D-xilano-
xilohidrolasas).

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

llamadas también accesorias o desramificantes: a-L-arabinofuranosidasas, a-D-
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glucuronidasas, acetilxilano esterasas, y ferdlico y p-cumarico esterasas
(hidroxicinamico esterasas).
La extension de la actividad enzimatica depende en gran medida de la conformacion
fisica y la interaccion de la molécula de xilano con otros componentes de la pared
celular. Las cadenas laterales del polimero determinan su solubilidad en agua

(Chakdar et al., 2016).

Xilano ", o-D-Glucuronidasas Acetilxilano esterasas
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Figura 4. Enzimas que participan en la degradacion del xilano (Gallardo, 2007).
B-Mananasas

Las enzimas involucradas en la hidrolisis de los polimeros lineales de manano son
las B-mananasas (EC 3.2.1.78), B-manosidasas (EC 3.2.1.25) y B-glucosidasas (EC

3.2.1.21) (figura 5). Se requieren ademas otras enzimas como las a-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 mas importante de este complejo es la B-mananasa, la que libera
oligbmeros cortos de B-(1,4) manano que luego se convierten en moléculas de
manosa por accion de las B-manosidasas (Chauhan et al., 2012). Estas proteinas
catalizan la hidrélisis al azar de los enlaces [(-(1,4)-D-mananosidicos de los

mananos, galactomananos y glucomananos (Yamabhai et al., 2016).
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Figura 5. Enzimas que participan en la degradacion del galactomanano. Mecanismo
de accion de A: B-mananasas y B-manosidasas y B: B-galactosidasas y B-
glucosidasas. rombo blanco, negro y gris manosa, glucosa Yy galactosa,
respectivamente (Soni y Kango, 2013).

1.3.2 Resultados de la aplicacion de los aditivos enziméticos en las aves
En los ultimos afos el uso efectivo de las celulasas, xilanasas y B-mananasas como

aditivos en las dietas para monogastricos, generd 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 obtencion de los
biocatalizadores, la dosis aplicada, actividades de otras enzimas, composicion de la
dieta, asi como la edad, salud y productividad de los animales en los que se apliquen
(Bedford y Cowieson, 2012; Salem et al., 2013).

Los aditivos enzimaticos pueden actuar directamente sobre los alimentos, antes que
se consuman o0 a partir de modificaciones que ocurren durante los procesos
digestivos en los animales tratados con estos productos (Carro et al., 2006).
Generalmente su utilizacion se dirige a la solucion de dos problemas fundamentales,
mejorar la disponibilidad de polisacéaridos, lipidos y proteinas, 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 digestién,
absorcion y utilizacién de los nutrientes (McDonald et al., 2011).

La aplicacion de biocatalizadores facilita una mejor utilizacion de los nutrientes en
el pienso, favorece el uso de ingredientes de menor calidad, materias primas
alternativas y subproductos (Cortés etal., 2002). Ademas, incrementa la
digestibilidad total de las dietas, de determinados nutrientes y complementa la
actividad de las enzimas enddgenas (Alagawany et al., 2018; Thavasiappan et al.,
2020).

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

animales jovenes. Estas categorias se caracterizan por poseer una menor
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capacidad digestiva y por lo general, no tienen desarrollado completamente su
sistema enzimatico (Ravindran, 2010; Chotinsky, 2015).

Segun Bedford (1996), las enzimas reducen la capacidad formadora de geles de los
PNA, por consiguiente mejoran la difusion de los nutrientes a través de la mucosa
intestinal y limitan la proliferacion microbiana en tramos posteriores del tracto
digestivo. Varios autores mostraron mejoras en la salud de las aves al reducir las
infecciones ocasionadas por patégenos (Vanderplas, 2010; Martinez-Cummer et al.,
2015; Sozcu, 2019).

Desde el punto de vista histologico, Sozcu (2019) sugirio que la reduccion de la
viscosidad por la suplementacion enzimatica causa modificaciones estructurales del
tracto digestivo, reduce la longitud, el peso intestinal y el espesor de la mucosa.
Este efecto puede relacionarse con la disminucién del gasto energético y una mejor
utilizacion de los nutrientes. Por otra parte, se comprobo que la suplementacion con
enzimas incrementa la altura de las microvellosidades del duodeno. Este efecto
favorece una maxima absorcion de nutrientes debido al incremento del area
superficial en esta zona del intestino (Imran y Pasha, 2014).

Los beneficios econdmicos de la aplicacién de enzimas en la alimentacion animal
dependen de los ingredientes de los piensos, su calidad, proporcion, el cultivar, asi
como del contenido de factores antinutricionales (Asmare, 2014; Suresh et al.,
2019). La suplementacion enzimatica de las dietas permite elevar su calidad
nutricional (Alagawany et al., 2017; Jimoh, 2018).

La eleccion del preparado enzimatico se debe realizar de acuerdo con la naturaleza

del sustrato contenido en el pienso (Amerah, 2015). En el caso de la alimentacién
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en especies monogastricos se emplean varios ingredientes con diferentes
estructuras quimicas, por lo que se recomienda la combinacién 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 aplicacion
exitosa de enzimas en piensos destinados a la produccion avicola. A continuacion,
se analizan los resultados de algunas investigaciones en dietas compuestas por
maiz, soyay trigo las que justifican la seleccion de la dieta de desarrollo para pollitas
de reemplazo de gallinas ponedoras para la evaluacion del extracto enzimatico de
Bacillus subtilis E44.

En pollos de ceba, la aplicacion de xilanasas en las dietas compuestas por trigo y
maiz favorecié la formacion de acidos grasos volatiles en el ciego, debido al efecto
prebiotico de los oligosacaridos producidos después de la hidrélisis. Ademas se
comprobd la disminucién de la temperatura del duodeno en los animales
alimentados con piensos que contenian trigo debido al incremento en la velocidad
de la digestion (Masey-O’Neill et al., 2014a).

En gallinas ponedoras la adicion de xilanasas a las dietas de gallinas ponedoras
favorecié la produccién de huevos (Bobeck et al., 2014). Ademas se detectaron
cambios adaptativos en el microbioma de las aves y se incremento la capacidad
para degradar las fuentes fibrosas que no se hidrolizan en el intestino de esta
especie (Bedford, 2018).

Por su parte, la inclusién de 3-mananasas en dietas que contenian soya para pollos
de ceba en la etapa de inicio, aumentd el contenido de glucosa en sangre, la
homeostasis de las hormonas anabdlicas y la digestibilidad de los aminoacidos

(Caldas et al., 2018). Asimismo, la adicion de esta enzima en dietas compuestas
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por maiz y soya aumentd el rendimiento de los pollos de ceba al disminuir el
contenido de galactomananos del pienso (Latham et al., 2018).

Ademas, el uso de cocteles enzimaticos en gallinas ponedoras, mejoro la retencion
de nutrientes y mostré una tendencia al incremento de la actividad de las enzimas
en el intestino (Wen et al., 2012). El-Hack et al. (2017) sefial6 que en esta misma
categoria, la sustitucion de soya por fabas (Vacia faba L.), suplementada con

celulasas, xilanasas, a-amilasas y proteasas, mejor6 la eficiencia alimentaria sin

afectar la calidad y la productividad de los huevos.

También Cassia et al. (2019) y Polat y Denli (2019) notificaron que los aditivos
enzimaticos mejoraron la digestibilidad ileal de las proteinas y la calidad de los
huevos en gallinas ponedoras alimentadas con maiz, soyay trigo. Mientras que en
pollos de ceba, la adicién de estos biocatalizadores aumenté el rendimiento y la
ganancia de peso (Nikam et al., 2017).

Las enzimas que degradan los PNA, también benefician el microbioma del ileon y
el ciego (Bedford y Apajalahti, 2001; McCracken et al., 2006; Gonzalez-Ortiz et al.,
2015). La degradacion y solubilizacion de estos compuestos por accion de estas
proteinas, incrementan la disponibilidad de sustratos para las fermentaciones
microbianas en los ciegos de pollos de ceba (Cadogan y Choct, 2015). Como
consecuencia, se producen acidos grasos de cadena corta, que se utilizan como
fuente de energia directa (Ravn et al., 2018a).

Tang et al. (2014) plantearon que la suplementacién de enzimas en dietas de maiz
y soya en pollos de ceba mejoroé la digestibilidad de la materia seca, la retencion de

nitrégeno. El efecto se relaciond con la hidrolisis de los PNA, la liberacién de los
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nutrientes y una mayor disponibilidad. Keyser et al. (2018) verificaron que la adicion
de B-(1,4) xilanasas y B-(1,3 (4)) endocelulasas en dietas con maiz, soya y trigo en
pollos de ceba, durante la etapa de inicio y crecimiento, favorecio la degradacion 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
suplementacion de enzimas en la digestibilidad de nutrientes en diferentes
categorias avicolas. 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 transformacién de los alimentos en
sustancias utiles para la nutricion e incluye los procesos digestivos y la absorcién
(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 enzimatico, la repercusion en la salud
de los animales y su utilizacion (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 precision 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 mas tiempo; mientras que las
técnicas de incubacion in vitro imitan los mecanismos de digestion in vivo, son
relativamente menos costosos, simples y rapidos (Peiretti, 2020). No obstante, los
métodos de laboratorio deben ser facilmente 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 (Lopez, 2005).

De acuerdo con Karunaratne et al. (2018) las técnicas de digestibilidad in vitro
constituyen una herramienta Gtil para predecir los ensayos in vivo, sin embargo,
destacan que ambos métodos deben tener buena correlacion. Alabi et al. (2015)
informaron que existe una buena correlacion 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 metodologia que utiliza el contenido intestinal de las especies

monogastricas, principalmente el cerdo. A partir de estos estudios se realizaron
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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 monogastricas requieren un inoculo fecal o cecal que garantice la
presencia de las enzimas y/o los microorganismos responsables de su sintesis.
Estos métodos se utilizan con éxito para evaluar la inclusion de enzimas fibroliticas
en las dietas de animales monogastricos y rumiantes (Garcia 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 sintesis de enzimas estables al pH y la temperatura.
Ademas poseen altas tasas de actividad enzimatica durante las fermentaciones y
sus productos son facilmente recuperados (Maki et al., 2009; Chakdar et al., 2016).
1.5 Obtencién 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 mas utilizados para la produccion de enzimas se destaca Bacillus.
Sus especies se distribuyen en diversos habitats, sobreviven en condiciones

adversas debido a la formacion de endosporas, no se consideran patégenas y se
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recomiendan para la elaboracion de productos enziméticos (Cheng et al., 2016;
Milian 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 B-mananasas (Pangsri y Pangsri, 2017) y las xilanasas (Kallel et al.,
2016).

La fermentacion es uno de los procesos utilizados para la produccion de enzimas
microbianas ya sea en condiciones sumergidas (FSm) o en estado sélido (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 habitat natural, el sistema posee menor riesgo de contaminacion, los
productos se obtienen mas concentrados y se generan menor cantidad de efluentes
contaminantes del medio ambiente (Yazid et al., 2017; Ravindran et al., 2018). De
acuerdo con Barrios-Gonzalez (2012) la FES estimula los procesos de transcripcion
de genes involucrados en la biosintesis de metabolitos y por tanto se incrementa su
produccion.

1.5.1 Fermentacion en estado sélido (FES)

En la FES el agua presente se encuentra en forma compleja dentro de la matriz
sélida o como una capa fina que se absorbe dentro de las particulas de la superficie

con uniones menos fuertes en la region capilar del sélido (Thomas et al., 2013). El
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limite de humedad del proceso depende del tipo de sustrato, el microorganismoy el
producto que se desea obtener (Raimbault, 1998).

En la FES se utilizan materiales lignocelulésicos como soporte. Las propiedades
fisico-quimicas de estos compuestos sirven como sustratos para el crecimiento de
los microorganismos vy facilita la separacion de los productos (Ravindran et al.,
2018). La reutilizacion de residuos agricolas e industriales disminuye los costos de
produccion de los metabolitos y contribuye a reducir contaminantes del medio
ambiente (Zhang et al., 2012; Serrano, 2015).

Ente los bioproductos mas 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 produccion eficiente de biocatalizadores en
la FES se deben tener en cuenta factores como el inoculo, la temperatura del
sistema, el pH, las fuentes de nitrégeno y el tiempo de fermentacion (Immanuel
et al.,, 2006). Para lograr la rentabilidad econ6mica de sus producciones se
recomienda la optimizacion de los procesos involucrados tales como la fermentacion
y la extraccion del producto (Govarthanan et al., 2014).

La optimizacion 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 metodologia no determina la
concentracion Optima ni la interaccion entre los componentes del medio (Kumar et
al., 2018).

En los ultimos afos, se utilizan con mayor frecuencia métodos estadisticos

eficientes y precisos para optimizar la produccién de enzimas. La metodologia de
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superficie de respuesta es una herramienta novedosa y confiable que permite
disminuir el nimero de ensayos experimentales y evalla el efecto individual de los
factores (Montgomery, 2017; Bagewadi et al., 2018).

Entre los disefios utilizados para optimizar la produccién 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 produccion simultanea 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 produccién 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 alimentacion ganadera. La cepa se aislé de productos alterados de la
industria de alimentos (jugo de tomate) y se realizo la evaluacion taxonémica por
métodos morfoldgicos, bioquimicos y moleculares (Milian 2009).

El extracto enzimético de B. subtilis E44 obtenido en un medio de cultivo con
componentes nacionales se utilizé para elaborar el biopreparado PROBIOLEV®
(patente 2014-0617) a partir de la hidrolisis de la pared celular de la crema de
Saccharomyses cereviciae (Pérez et al., 2006). El producto se evalué en la
produccion ganadera con resultados satisfactorios. Su aplicacion mejoré la
respuesta inmunoldgica y hematoldgica de pollitas de reemplazo de gallinas

ponedoras, mientras que en ponedoras mejoré la conversion alimenticia e
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incrementd el numero de huevos (Piad et al., 2005; 2006). Ademas, se demostro su
efecto prebidtico in vitro por Pérez et al. (2016) y la accién antibacteriana in vitro e
in vivo (Rodriguez et al., 2015; 2019).

SUBTILPROBIO®, es un bioproducto con capacidades probidticas elaborado a partir
de las endosporas de B. subtilis E44 (Milian et al., 2017b, 2014). Se evalud en la
salud pulmonar de cerdos y en pollos de ceba como promotor del crecimiento,
indicadores digestivos e inmunoldgicos con resultados satisfactorios (Ayala et al.,
2012; Milidn et al., 2013; Pérez et al., 2015).

Por otra parte, Pérez et al. (2012) evaluaron la accibn de una mezcla de
Lactobacillus salivarius C65 y Bacillus subtilis E44. en gallinas ponedoras. Los
autores verificaron el aumento del numero de las posturas y mejoras en los
indicadores de conversion en huevos por kg de alimento. Ademas, Rodriguez et al.,
(2015) resaltaron los beneficios del producto en aves de inicio de lineas puras
pesadas B4 con incrementos del peso, mejoras en la conversion alimenticia por ave,
el porcentaje de mortalidad y la viabilidad.

Estos resultados avalan las potencialidades de Bacillus subtilis E44 para la
produccion de enzimas estables y su utilidad en la produccion avicola cubana. Los
biocatalizadores obtenidos mediante la FES de residuos agroindustriales podrian
potenciar el tratamiento de las dietas que se suministran a las aves y mejorar la

digestibilidad de los nutrientes.
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CAPITULO 2. EVALUACION DE LA EXPRESION DE XILANASAS, B-
MANANASAS Y ENDOCELULASAS POR BACILLUS SUBTILIS E44 EN MEDIOS
SELECTIVOS Y DURANTE LA FES

Introduccioén

Las especies del género Bacillus poseen sistemas de expresion que favorecen la
produccion de enzimas industriales. Los procesos fermentativos permiten la
obtencién de los biocatalizadores a partir de residuos agroindustriales que son
relativamente baratos y aportan nutrientes para el crecimiento microbiano (Liu et al.,
2013).
La utilizacion de las fuentes renovables en los procesos fermentativos es cada vez
mas frecuente. Sin embargo, el desarrollo de sistemas de expresion estables,
viables econdémicamente y que permitan su produccion sustentable (Ravindran y
Jaiswal, 2016; Bharathiraja et al., 2017; Ravindran et al., 2018).
A partir de lo anteriormente expuesto el objetivo del presente capitulo se dirigio a:
v' Evaluar la expresion de las enzimas xilanasas, 3-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 Sintesis de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis
E44 en medios selectivos

Cultivo microbiano

La secuencia experimental del presente capitulo se ilustra en el anexo 1. Se utilizé
la cepa de Bacillus subtilis E44 procedente del Laboratorio de Microbiologia 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 contenian agar nutriente por el método de
agotamiento y se incubaron a 37°C durante 24 h. A partir del cultivo se realiz6 una
suspension microbiana equivalente a una concentracion de 108 UFC mL* (densidad
Optica a 600 nm de 0,8) y se adicion6 a dos Erlenmeyers que contenian 50 mL de
caldo nutriente (relacién 1:10). Luego se incubaron a 37 °C en zaranda orbital a 110
rpm hasta obtener una densidad Optica 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%)-B-mananasas) se
adicionaron al medio minimo (MM) compuesto por NaCl (0,1%), KH2PO4 (0,3%),
K2HPO4 (0,6%), MgSOa4 (0,12%), peptona (0,5%) y extracto de levadura (0,3%), se
ajusté el pH a 7,5 con KOH (1 mol L). Se dispensaron 50 mL en tres Erlenmeyer
de 250 mL de capacidad y se adicion6 15 g L* de agar microbioldgico a cada frasco,
se esterilizaron a 120 °C durante 15 min, se sirvieron en placas Petri y se enfriaron

a temperatura ambiente. La suspensidn bacteriana se sembrd por puncion con la
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agujay 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 hidrolisis se adicionaron 5 mL de la disolucion 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. Los didmetros de los halos y las colonias se midieron con un pie de rey
Vernier (marca Suertek cap. Sensibilidad de + 0,02 mm). El indice de potencia (IP)

se calcul6 a través de la ecuacion:

_ @ halo hidroélisis

Ecuacién 2.1
@ halo colonia

2.1.2 Sintesis de xilanasas, B-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 importdé desde
Alemania en junio de 2015 con la clasificacion de grano semi duro, segun datos
aportados por la empresa molinera.

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

durante la FES.

Residuo agroindustrial Procedencia Municipios

Empresa molinera de

Salvado de trigo ) Cardenas
trigo
o , Complejo agroindustrial ,
Bagazo de cafia de azucar p ) Ng Colon
Mario Muinoz Monroy
) , Cultivo de maiz en finca
Paja de maiz . Jovellanos
particular
Céscara de arroz Molino artesanal Jovellanos
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El salvado se obtuvo en las etapas sucesivas del proceso de molturacion y cernido
del trigo para la obtencién de la harina. La colecta se realizé de forma aleatoria de
83 sacos y se traslado al laboratorio en una bolsa de polietileno con 1,98 kg de peso.
El bagazo de cafa se colect6é de forma aleatoria en diferentes puntos de la casa de
almacenamiento del complejo agroindustrial. En el caso de la paja de maiz se
recogid 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 cascara de arroz se colect6é de forma aleatoria en seis sacos obtenidos después
del proceso de descascarado del arroz (Oryza sativa L.) en el molino artesanal. Se

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

2.1.3 Determinaciobn de la composicion quimica de los residuos
agroindustriales

Los residuos se secaron en una estufa a 60 °C durante 72 h. Se trituraron en un
molino de matrtillos tipo Fritsch modelo GMbH con un tamafio maximo de particula
de 2 mm. El contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina se determiné mediante la
técnica secuencial descrita por Van Soest et al. (1991), con las modificaciones
propuestas por ANKOM (1998). Para el andlisis se utilizaron bolsas de poliéster
(ANKOM Corp #57) con un tamafo de poro de 30 um y unas dimensiones de 4,5 x
5,5 cm. El nitrégeno se cuantific6 mediante el método Kjeldahl (AOAC, 2012), con
el uso de un equipo de destilacion Kjeltec System 1002 (Tecator). La proteina bruta

se obtuvo al multiplicar el contenido de nitrégeno de la muestra por el factor de
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conversién 6,25 segun se describe en la metodologia citada anteriormente (AOAC,

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

2.1.4 Fermentacion en estado solido

Se peso 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 inoculé con la suspension
microbiana (10% (p/v)) descrita en el acapite 2.1.1 y se incubaron a 37 °C durante
24 h. Se realizaron tres repeticiones por cada residuo.

2.1.5 Extraccién de las enzimas

Para la extraccion de las enzimas de los residuos fermentados se adiciono a cada
matraz tampon fosfato de sodio, 0,02 mol L, pH 7,0 a la relacién 1:10 (p/v). Se
colocaron en la zaranda orbital a 110 rpm durante 30 min. El contenido de los
matraces se filtré6 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 evaluacion.

2.1.6 Actividades enzimaticas

A partir de los extractos enzimaticos se determinaron las actividades enziméaticas
xilanasas, B-mananasas y endocelulasas por triplicado. La reaccion se desarrollo
en tubos de ensayo de cristal que contenian 0,1 mL del extracto enzimatico y 0,4
mL del sustrato especifico para cada enzima disueltos en tampon acetato de sodio
0,1 mol L%, pH 5,5y se incubé en bafio termostatado a 50 °C durante 10 min.

Los azlcares reductores se cuantificaron por la metodologia descrita por Miller

(1959) y la densidad 6ptica se determin6 a 546 nm. Los equivalentes de glucosa,
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xilosa y manosa se calcularon a partir de curvas de calibracibn para cada
monosacarido. Una unidad de actividad enzimética se definié6 como la cantidad de
enzima necesaria para producir 1 pmol mL™* de glucosa, xilosa y manosa por minuto.
Se estableci6 como control negativo la mezcla de la reaccion enzimatica sin el
extracto enzimatico.

2.1.7 Analisis estadistico

Los ensayos de la expresion de las enzimas en medios selectivos y la FES con los
residuos agroindustriales se realizaron segun disefio completamente aleatorizado y
para su evaluacion se utiliz6 un analisis de varianza simple. En el caso de la
composicién quimica de los sustratos se utilizd la estadistica descriptiva, se
determiné la media, desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV). Todos
los procedimientos estadisticos se realizaron con el programa InfoStat (Di-Rienzo
et al., 2012) y en los casos necesarios se aplicé la docima de Duncan (1995).

2.2 Resultados y discusion

2.2.1 Sintesis de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis
E44 en medios selectivos

La capacidad de B. subtilis E44 para utilizar los sustratos celulésicos y
hemiceluldsicos como fuente de carbono se evidencio 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 polisacaridos unidos por enlaces -

1,4 y B-1,3, mientras que, en el area donde ocurrié la hidrélisis no se observa la
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coloracion. El diametro del halo es equivalente al potencial enzimético del

microorganismo (Teather y Wood, 1982).

(@) (b) ()

Figura 6. Halo de hidrdlisis 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 formacion del halo de hidrolisis se utiliza por varios autores para la seleccion de
microorganismos productores de enzimas. En la tabla 2 se destaca que el mayor
didmetro del halo corresponde a las B-mananasas seguido por xilanasas y
celulasas.

Tabla 2. indice de potencia calculado para las enzimas xilanasas, B-mananasas y

endocelulasas producidas por Bacillus subtilis E44.

¢ Halo indice d
Enzimas hidrolisis ce de + EE Signif.
potencia
(mm)
Xilanasas 24,66 + 0,15 4,222
B-Mananasas 29,0 £ 0,03 3,67° 0,06 P= 10,0001
Endocelulasas 14,06 £ 0,25 3,23¢

abe | etras distintas indican diferencias significativas entre las filas (P<0,05).
EE: error estandar

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

36



Capitulo 2

(Adebayo-Tayo et al., 2013; Mathew et al., 2017). Sin embargo, segun Ghio (2018)
el IP aporta mayor informacion porque es una estimacion 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 [B-mananasas y de las
endocelulasas. De acuerdo a la escala de evaluacion 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 categoria.

Un aspecto importante de la sintesis enzimatica son los mecanismos bioquimicos
de la induccion y regulacion, los que podrian implicar el incremento o la disminucién
de estos sistemas (Nelson y Cox, 2015). Ademas, el paso de las proteinas a través
de la membrana es un proceso complejo en el que participan sistemas de secrecion
especificos que involucran varios genes y moléculas reguladores tal como sefialo
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 supero (IP 6,3)
el informado en la presente investigacion. 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 B-mananasas, por su parte, también presentan variaciones del IP entre
especies de Bacillus. Tres de las seis cepas de B. megaterium evaluadas por Riaz

et al. (2019) para la seleccion 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
investigacion 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 segun se informé 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 incubacion).
Ademas, podria atribuirse a la habilidad de la bacteria de secretar enzimas activas
con velocidades de difusion diferentes tal como se notific6 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
produccion sostenible de estas biomoléculas por la bacteria, se requieren sistemas
econdmicos rentables que garanticen su sintesis.

La fermentacion en estado solido constituye una metodologia eficaz para la
produccion de biocatalizadores. Los residuos agroindustriales utilizados como
sustratos para el crecimiento de los microorganismos, aportan una fuente
importante de nutrientes e inducen la sintesis de enzimas (Mansour et al., 2016,
Ravindran y Jaiswal, 2016).

2.2.2 Sintesis de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis
E44 durante la FES con residuos agroindustriales

La composicion quimica 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 cafia de azUcar tiene el
mayor contenido de celulosa y el salvado de trigo el menor. En el caso de la
hemicelulosa, la paja de maiz tiene el valor mas alto y la cascara de arroz el menor.

También se observan diferencias en la lignina y la proteina bruta.

38



Capitulo 2

Tabla 3. Composicion quimica (%) de los residuos agroindustriales utilizados

durante la FES.

Sustratos
Bagazo Salvado Cascarade Paja de

de caila detrigo arroz maiz

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
Proteina 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: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion
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Segun Behera y Ray (2016), el porcentaje de celulosa en los residuos
lignocelulésicos 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 cafa de azucar, 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 cascara 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 maiz 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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composicién varietal que no se tiene en cuenta en la seleccion de los residuos
(Wang et al., 2016).

Por otra parte, las condiciones edafoclimaticas en las que se desarrollan los cultivos,
las épocas de siembra, los procesos agroculturales que se realizan asi como las
condiciones fisiolégicas de las plantas influyen en la composicion quimica de la
pared celular (Bhatia et al., 2017). Igualmente inciden en la variabilidad del
contenido de celulosa y hemicelulosa los tratamientos post cosechas (quimicos,
fisicos y mecanicos) segun se informo por Merali et al. (2015); Raheem y Kareem
(2017) y Raghu et al. (2018).

Ademés de los factores mencionados, los métodos utilizados en las
determinaciones analiticas inciden en la variabilidad de los resultados. Segun
Hatfield y Fukushima (2005) las concentraciones de proteinas, minerales y otros
compuestos organicos afectan la exactitud de los analisis quimicos.

Pese a la variabilidad en la composicién quimica observada entre los sustratos, se
informa su uso en la produccion 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, B-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 sintesis de estas enzimas
y las endocelulasas. En ambos casos el bagazo de cafia de azucar ocupé el

segundo lugar, mientras que para las B-mananasas se destaco el bagazo de cafa

de azucar como el mejor inductor.
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Tabla 4. Expresion de xilanasas, B-mananasas y endocelulasas en la FES de

residuos agroindustriales con Bacillus subtilis E44.

AEz (Ul mL1)
Residuos
Xilanasas B-Mananasas Endocelulasas
Salvado de trigo 25,08 2 2,15 be 2,752
Bagazo d'e cafa de 9.32b 252a 2580
azucar
Céscara de arroz 6,92 ¢ 2,07¢ 0,07°¢
Paja de maiz 6,95 ¢ 2,19°b 2,47 °
+ EE 0,08 0,05 0,04
Signif. P=0,0001 P=0,0001 P=0,0001

a.b.c.d| etras distintas indican diferencias significativas entre las columnas (P<0,05);
EE: error estandar

El salvado de trigo es un residuo facilmente degradable por los microorganismos y
se utiliza con frecuencia para la sintesis 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 cafia de azlcar,
el maiz y la cascara de arroz. Ademas, 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 xilanolitica obtenida con el
salvado de trigo en la FES puede relacionarse con su contenido de xilano. Segun
Batalha et al. (2015) este representa el 70% de su peso seco lo que podria 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 xilanolitica 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 Ul mL1). Este resultado justifican la seleccion de la FES como metodologia
para la produccion de biocatalizadores y confirma las ventajas del proceso tal como
indicaron Cerda et al. (2019).

Las endocelulasas, por su parte, mostraron menor actividad enzimatica que las
xilanasas. Mejias et al. (2018) planteé que en los residuos que tienen menos de
30% de celulosa, las actividades celuloliticas no superan el valor de 3 Ul mLt. En
la presente investigacion, el bagazo de cafia de azucar y la paja de maiz mostraron
porcentajes de celulosa superior al 30%, sin embargo, las actividades celuloliticas
no alcanzaron 3 Ul mL. Los resultados indican que la sintesis de estas enzimas
podria estar relacionada, ademas, con tipo de fibra presente en los subproductos
evaluados.

Segun Bhatia et al. (2017) la composicion de la pared celular de los residuos varia
de acuerdo al tipo de tejido, la capa de la pared celular de la que se obtenga y la
taxonomia 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
gramineas tropicales como la cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), maiz (Zea
mays L.) y arroz (Oryza sativa L.) las que estan compuestas por una estructura fisica
mas rigida y resistentes a la hidrolisis.

La cascara de arroz no fue un buen residuo para la obtencion 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 azucares fermentables segun refirié Martin
(2006).

En la presente investigacion, la cascara de arroz se colecté en un molino artesanal
y segun Lopez (2013) la concentracion de glucosa en este residuo es superior a los
procesados en molinos industriales (33,5 y 2,1 g L, respectivamente) debido a la
presencia de glucanos facilmente hidrolizables. La glucosa es el producto final del
complejo enzimatico y a la vez el represor de la sintesis de las enzimas (Sukumaran
et al., 2005), lo que puede constituir una de las posibles causas de la baja actividad
endocelulolitica.

Por otra parte, la cascara de arroz de los molinos artesanales contiene
hidroximetilfurfural (0,3 g L) y acido férmico (0,2 g L% (L6épez, 2013). El
hidroximetilfurfural a bajas concentraciones, inhibe el complejo enzimético de las
celulasas y provoca la precipitacion de los biocatalizadores (Kim et al., 2011).

A pesar de los resultados mostrados en el estudio para las endocelulasas con la
cascara de arroz, Dhillon et al. (2011) refirieron la obtenciéon de la enzima por
Aspergillus niger con este residuo. Por su parte, Annamalai et al. (2013) informaron
ademas, que fue uno de los mejores para la obtencion del biocatalizador por Bacillus
halodurans. En ninguno de los casos se notificd la procedencia del subproducto.
Las B-mananasas, a diferencia de xilanasas y endocelulasas, mostraron la mayor
actividad con el bagazo de cafia. Los resultados del presente experimento fueron
similares a los de Rahmani et al. (2017) quienes informaron 2 Ul mL* de actividad
B-mananolitica durante la FES con B. subtilis en bagazo de cafia de azucar.
Igualmene, Neelkant et al. (2019) consideraron el residuo como el mejor inductor

para la sintesis de B-mananasas por Sphingobacterium sp. ksn-1.
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El bagazo de cafia de azUcar es un residuo rico en galactomananos segun informo
Melati et al. (2017) lo que beneficia la produccion de B-mananasas. De acuerdo con
Kaira y Kapoor (2020) los biocatalizadores son inducibles y segun 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 més utilizados para la produccion de enzimas mananoliticas (Zurmiati
et al., 2017; David et al., 2018; Favaro et al., 2020).

En la presente investigacion se demostrdo el beneficio de los residuos
agroindustriales para la obtencién de enzimas xilanasas, B-mananasas Yy
endocelulasas durante la FES con B. subtilis E44. Christianah y Ajoke (2020)
sefalaron que la seleccion de la fuente de carbono depende del costo del residuo
agroindustrial y su disponibilidad.

Segun 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 fabricacion de
piensos destinados a diferentes especies animales. El bagazo de cafia de azucar,
por su parte, resulto el mejor inductor de las mananasas y el segundo para xilanasas
y endocelulasas. Estas razones motivaron la seleccién del bagazo de cafia de
azucar para la produccion de las enzimas.

Se conoce gque las actividades enzimaticas se pueden incrementar hasta 80 veces
con la optimizacion de procesos (Reis et al., 2015; Zhang y Sang, 2015). De ahi la
necesidad de realizar estos procedimientos para lograr la eficiencia de los sistemas

involucrados en la sintesis de las enzimas deseadas.
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CAPITULO 3. OPTIMIZACION DE LA FES CON BACILLUS SUBTILIS E44 PARA

INCREMENTAR LA PRODUCCION DE XILANASAS, B-MANANASAS Y

ENDOCELULASAS
Introduccidn

La evaluacion del potencial enzimatico demostré la capacidad de Bacillus subtilis
E44 para producir las enzimas en estudio durante la FES del bagazo de cafa de
azucar. Para garantizar la eficiencia y sostenibilidad de su produccion se requiere
optimizar los procesos involucrados para garantizar la maxima sintesis enzimatica.
La temperatura, el pH, el indculo, el tiempo de incubacion y la fuente de nitrégeno
son factores que inciden en la sintesis de las enzimas (Yadav et al., 2020). La etapa
de tamizado permite la seleccion eficaz y rapida de varios factores en un anico
experimento y favorece ahorrar tiempo en la experimentacion (Montgomery, 2017).
Los métodos de superficie de respuesta se aplican en la optimizacion de procesos
fermentativos para la produccién y extraccion 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 capitulo se dirigen a:
v Optimizar la FES del bagazo de cafia de azlcar con Bacillus subtilis E44
para incrementar las actividades de las enzimas xilanasas, B-mananasas
y endocelulasas.
v' Optimizar el proceso de extraccion de las enzimas del residuo

fermentado.
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3.1 Materiales y métodos

La optimizacion de la FES se realizo en tres etapas (anexo 1):

1) tamizado de factores: Seleccion las condiciones y componentes del medio de
cultivo de la FES con el bagazo de cafa de azucar por Bacillus subtilis E44 que
inciden en la actividad de las enzimas en estudio.

2) optimizacion de la FES para la maxima sintesis enzimatica.

3) optimizacion de la extraccion de las enzimas del residuo fermentado.

3.1.1 Tamizado de los factores en estudio mediante un disefio Plackett-
Burman

Se evalud el efecto de la temperatura, humedad, pH inicial, inéculo, tiempo de
incubacion y como fuentes de nitrégeno: urea, extracto de levadura, (NH4)2HPOa,
KNOs y peptona en la actividad enzimatica. Para ello se utilizé el disefio PcB
(Ramirez 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, B-mananasas y endocelulasas
(tabla 6).

El experimento se realizdé en matraces de 250 mL de capacidad que contenian 5 g
de bagazo de cafia de azUcar. Los factores se establecieron de acuerdo a la matriz
experimental. El medio minimo se prepar6 con las sales y se les agrego las fuentes
de nitrdgeno segun correspondié a cada caso. El procedimiento para la preparaciéon
del in6culo, el material vegetal, la extraccion y cuantificacion de las enzimas se

describi6 en el capitulo 2, epigrafe 2.1. Cada corrida se realizé por triplicado.
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Tabla 5. Condiciones de la FES y componentes del medio de cultivo incluidos en

el disefio Plackett-Burman

Niveles :
Factores : : Referencias
Inferior Superior

égemperatura 30 50  (Abo-State et al., 2013)
B: Humedad (%) 40 80 (EI-Shishtawy et al., 2014)
C: pH inicial 6 8 (Guo et al., 2012; Panwar et al., 2014)
D: Inéculo (%) 5 20 (Panwar et al., 2014)
.E: T|em_p,o de 24 120 (Garg et al., 2011; Kumar et al., 2013)
incubacién (h)
F: Urea (%) 0,2 0,7 (Adebayo-Tayo et al., 2013)
G: Extracto de
levadura (%) 0,2 0,5 (Dan et al., 2012)
'(j/:o)(NH“)ZHPO“ 0.1 05  (Sahay Ghosh, 2014)
I: KNOs3 (%) 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 disefio Plackett-Burman para la etapa de tamizado.

Corridas Factores
experimentales A B C D E F G H | J
1 30 40 8 20 120 0,2 05 05 01 05
2 40 60 7 125 72 045 035 0,3 0,3 0,35
3 30 40 6 5 24 02 02 01 01 0,2
4 50 80 8 5 120 07 02 05 01 0,2
5 50 40 8 20 24 07 02 01 01 05
6 50 40 6 5 120 07 05 01 05 05
7 30 80 8 20 24 07 05 01 05 0,2
8 30 80 6 5 24 07 05 05 01 05
9 50 40 8 5 24 02 05 05 05 0,2
10 30 80 8 5 120 0,2 02 01 05 05
11 30 40 6 20 120 o7 02 05 05 02
12 50 80 6 20 24 02 02 05 05 05
13 50 80 6 20 120 02 05 01 01 0,2
14 40 60 7 125 72 045 035 0,3 03 0,35

A: Temperatura (°C); B: Humedad (%); C: pH inicial; D: Inéculo (%); E: Tiempo de incubacion (h); F:
Concentracion de urea (%); G: Concentracion de extracto de levadura (%); H: Concentracion de (NH4)2HPO4
(%); I: Concentracion del KNOs (%); J: Concentracion de peptona (%).
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3.1.2 Optimizacion de la FES del bagazo de cafia de azucar con B. subtilis E44
Los factores seleccionados en el disefio PcB se optimizaron mediante el disefio
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 limite establecido para cada factor
(tabla 8). Las FES se efectud segun se describio en el acapite anterior. Las variables
respuesta fueron la actividad xilanasas y B-mananasas. Cada corrida se realizo por
triplicado.
3.1.3 Optimizacion del proceso de extraccion de las enzimas del residuo
fermentado
Las condiciones para la extraccion de las enzimas del bagazo fermentado se
optimizaron mediante el disefio de superficie de respuesta compuesto central
rotacional en 3 bloques. La matriz experimental se muestra en el tabla 9. Los
factores a optimizar fueron:
e Tipo de disolventes (se evalué en los bloques): agua destilada, tampodn
acetato de sodio (0,05 mol L%, pH 5,5) y tamp6n fosfato de sodio (0,05 mol
L't pH 7) (Zhang y Sang, 2015; Vijayaraghavan et al., 2016b)
e Volumenes del disolvente: 5, 10, 15y 20 mL g* de sustrato fermentado (Diaz-
Sanchez, 2009).
e 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
optimizacién. Para la extraccion, el disolvente, volumen y tiempo en la zaranda se
establecieron segun la matriz experimental. Una vez retirados los frascos de la
zaranda, se realiz0 la filtracion por gasa y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15
min a 4 °C. Las variables respuesta fueron la actividad xilanasas y -mananasas.

Cada corrida se realiz6 por triplicado.
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Tabla 7. Condiciones de la FES y del medio de cultivo para el disefio superficie de

respuesta.
Identificador Factores . Niveles .
Inferior Superior

A Temperatura de incubacion (°C) 30 50
B pH inicial MM 5,0 8,0
C (NH4)2 HPO4 (%) 0,1 0,5
D KNOs3 (%) 0,1 0,5
E Urea (%) 0,2 0,7

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

mediante el disefio compuesto central.

Corridas A B C D E |Corridas A B C D E
1 50 5 01 01 0,2 23 30 5 05 05 0,2
2 30 8 05 01 0,7 24 50 8 05 05 0,7
3 40 65 03 03 O 25 30 5 001 05 0,7
4 30 5 01 05 0,2 26 40 65 03 03 045
5 64* 65 03 03 045 27 40 6,5 0,3 0* 0,45
6 30 5 05 01 0,7 28 40 65 08 03 045
7 40 3 03 03 045 29 30 5 o1 01 0,7
8 50 5 01 05 0,7 30 50 8 05 01 0,7
9 50 8 05 05 0,2 31 30 8 05 05 0,2
10 50 5 01 05 0,2 32 30 8 001 01 0,2
11 50 5 05 05 0,7 33 30 5 05 01 0,2
12 40 65 0,3 0,3 1,04* 34 40 65 03 03 045
13 30 8 05 05 0,7 35 50 8 05 01 0,2
14 16* 65 03 0,3 045 36 40 6,5 0* 0,3 0,45
15 40 10* 0,3 0,3 0,45 37 50 5 05 01 0,2
16 30 8 01 05 0,2 38 30 5 05 05 0,7
17 40 65 03 0,8 045 39 30 8 05 01 0.2
18 50 8 01 05 0,2 40 30 8 01 05 0,7
19 50 5 05 01 0,7 41 50 8 01 01 0,7
20 50 8 01 01 0,2 42 50 8 001 05 07
21 30 5 01 01 0,2 43 50 5 01 01 0,7
22 50 5 05 05 0,2 44 30 8 01 01 0,7

A: Temperatura (°C); B: pH inicial; C: Concentracion de NHsHPOs (%), D:
Concentracion de KNOs (%); E: Concentracion de urea (%); *puntos estrella
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Tabla 9. Matriz experimental para la optimizacion del proceso de la extraccion de B-

mananasas Yy xilanasas mediante el disefio superficie de respuesta.

. Volumen del Tiempo en la . Volumen del Tiempo en la
Bloques: . Bloques: .
Disolvente disolvente zargnda Disolvente disolvente zargnda
(ml) (min) (ml) (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: tampén acetato de sodio (0,05 mol L1, pH 5,5); 3: tampén
fosfato de sodio (0,05 mol L pH 7)
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3.1.4 Analisis estadistico

Durante la etapa de tamizado se aplico el disefio Plackett Burman (PcB) (Plackett y
Burman, 1946). Se establecieron dos criterios de seleccion de los factores
analizados: P<0,05 y el segundo P<0,5.

En las etapas de la optimizacion de la FES y la extraccion se utilizé el método de
superficie de respuesta compuesto central (Montgomery, 2017). Se aplico la funcion
de deseabilidad de Derringer (Derringer y Suich, 1980) para la obtencion simultdnea
de las enzimas en estos procesos.

Para comparar las actividades enziméticas en las tres etapas se utilizé el andlisis
de varianza simple con el programa STATGRAPHICS Centurion XVI versién
16.2.04, 2013. En los casos que fue necesario determinar las diferencias
significativas entre las medias se aplico la décima de rangos multiples de Duncan
(1955) (P < 0,05).

3.2. Resultados y discusion

3.2.1 Tamizado de los factores en estudio mediante un disefio experimental
Plackett-Burman

Las actividades enzimaticas en las corridas experimentales se muestran en la tabla
10. Los datos se ajustaron a una distribucion normal ya que los coeficientes de
asimetria y curtosis se encuentran en el intervalo entre -2 y 2.

Las actividades de las enzimas estuvieron en los rangos siguientes: xilanasas 11-
23 Ul mL?, B-mananasas 8-24 Ul mL*! y endocelulasas 7-10 Ul mLt. Los CV

muestran la variabilidad de las actividades enzimaticas en las condiciones
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experimentales establecidas, debido a que los biocatalizadores en estudio utilizan
diferentes mecanismos de sintesis, expresion y regulacion (Chen et al., 2013).
En el disefio PcB se analizo el efecto de 10 factores a la vez en la produccion de

xilanasas, B-mananasas y endocelulasas lo que podria incidir en la variabilidad

observada. Sin embargo, es una etapa necesaria porque permite establecer los
factores de mayor incidencia en la produccién de enzimas. La variacion observada
demuestra la importancia de la optimizacion de la FES para incrementar las
actividades enziméticas en el extracto microbiano (Kuddus, 2015).

El analisis de varianza de las enzimas en el disefio experimental, se presenta en los
Anexos 2, 3y 4. La temperatura de incubacién fue el Unico factor que influy6 de
forma significativa en la actividad de las xilanasas. En el caso de las endocelulasas
y las B-mananasas ningun factor mostro significacion en el intervalo estudiado.

La temperatura es importante para el crecimiento microbiano e incide en los
procesos de transcripcion y sintesis enzimatica (Brock y Madigan, 2008). Su
incremento, acelera la velocidad de crecimiento microbiano y las reacciones
guimicas. Cuando la temperatura excede el valor 6ptimo, las funciones celulares
empiezan a decaer drasticamente (Ordaz, 2008).

Durante la FES, la variacion de la temperatura puede acelerar o desacelerar la
velocidad de la produccion 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

sintesis de proteinas (Mazutti et al., 2007).
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Tabla 10. Actividad de las enzimas xilanasas, B-mananasas y endocelulasas

obtenidas en el disefo Plackett-Burman.

Curtosis

Corridas AEz (Ul mL™)

Experimentales Xilanasas B-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

Pardmetros estadisticos

Media (Ul mL™) 16,18 15,28 9,28

Coeficiente de

Variacién (%) 20,34 41,66 10,99

Coeficiente de 0.75 135 0.03
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En la etapa de tamizado no hubo significacion del resto de los factores para la
produccion de las enzimas por B. subtilis. El resultado puede deberse a que el
disefio PcB no analiza las interacciones. No obstante, existen pardmetros
indispensables que afectan el desarrollo microbiano y la sintesis 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 estandarizacion 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 seleccion de acuerdo a la
disponibilidad y el costo de los componentes del medio de cultivo, pero estos
pueden variar segun los objetivos de la investigacion.

Debido a la importancia de los factores incluidos en el estudio para la sintesis de las
enzimas en estudio, se decidié establecer como segundo criterio de seleccion el
valor de la probabilidad menor que 0,5. Los factores que cumplieron con este criterio
fueron el pH inicial y las fuentes de nitrégeno: KNOs, (NH4)2PO4Yy la urea.

De acuerdo con Sepahy et al. (2011), el pH inicial afecta el crecimiento microbiano,
las reacciones enzimaticas e influye en el transporte de varios compuestos a traves
de la membrana. Las bacterias del género Bacillus producen enzimas xilanasas, -
mananasas Yy celulasas a pH entre 3y 10 (Kallel et al., 2016; Islam et al., 2019).

Respecto a las fuentes de nitrogeno el KNOs mostrd mayor incidencia en la
produccion de endocelulasas y B-mananasas, mientras que la urea, (NH4)2HPOasy

KNOs tuvieron mayor efecto en la sintesis de xilanasas. La seleccion y optimizacion
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de las fuentes de nitrégeno durante la degradacién de sustratos lignocelulésicos
limita la sintesis de proteasas en el extracto enzimatico lo que favorece su
estabilidad a la protedlisis (Subramaniyan et al., 2001).

La humedad, el porcentaje de inéculo y el tiempo de incubacibn no mostraron
criterios para su seleccion, por lo que se establecieron por el método del camino al
maximo ascenso del disefio experimental. La humedad en los procesos
fermentativos, depende en gran medida del sustrato que se utiliza. La disminucion
de la humedad reduce la difusion de los nutrientes, el crecimiento microbiano, la
estabilidad enzimatica y la degradacion del sustrato (Pandey, 1992).

De acuerdo a los resultados, el 80% de humedad favorece la produccion de las
enzimas por B. subtilis E44. Segun Martinez (2007) la produccion de metabolitos en
las bacterias se beneficia a valores superiores al 70% por lo que el resultado
favorecera la obtencion de los biocatalizadores.

En cuanto al inéculo, los resultados sugieren utilizar el 20% para lograr incrementos
de las actividades enzimaticas. La velocidad de colonizacion en la FES depende de
la concentracion del indculo (Krishna, 2005). Este factor influye en la disminucion
de contaminaciones durante el proceso fermentativo (Alshelmani et al., 2013).
Raghuwanshi et al. (2014), informé que el 40% del indculo incrementa la produccién
de endocelulasas y celulasas totales, mientras que al 20% favorece la sintesis de
B-glucosidasas. Las investigaciones realizadas por otros autores presentan
diferentes porcentajes del indculo para la produccién eficiente de enzimas, lo que
demuestra la necesidad de un balance adecuado entre los nutrientes y el
crecimiento celular para la produccién de los biocatalizadores (Ramachandran et

al., 2004).
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El tiempo de incubacién seleccionado para la FES de B. subtilis E44 fue de 24 h. La
reduccion de este pardmetro conlleva a ahorros energéticos e incide en la
disminucién de los gastos del proceso. Olaniyi et al. (2013), observaron diferencias
en los tiempos de fermentacion para producir f-mananasas en cepas bacterianas.
Bacillus subtilis mostré la maxima actividad enzimética a las 24 h. Por su parte, Kaur
et al. (2016) informaron 22 h para la produccién xilanasas por Bacillus pumilus
3GAH mientras que Angural et al. (2020) recomedaron 24 h para la produccion de
un céctel de enzimas lignoceluloliticas y hemiceluloliticas por Bacillus tequilensis
LXM 55.

El analisis de varianza de las actividades enzimaticas en el disefio PcB mostré que,
en las condiciones del ensayo, las xilanasas y B-mananasas difieren de las
endocelulasas (tabla 11). Este resultado puede asociarse a la disposicién 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 xilooligosacaridos son inhibidores de las celulasas y se
dificulta la induccion del complejo celulolitico.

Tabla 11. Resultados de las enzimas xilanasas, 3-mananasas y endocelulasas en

el disefio Plackett Burman.

Enzimas AEz (UImL?') +EE Signif.
Xilanasas 16,182
B-Mananasas 15,282 1,08 P=0,0001
Endocelulasas 9,28"

&b _etras distintas indican diferencias significativas entre las filas (P<0,05)
EE: error estandar
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Las celulasas, ademas, poseen un mecanismo riguroso de control metabdlico
mediado por la glucosa, producto final del complejo enzimético que actia como
represor de la sintesis (Behera et al., 2017). Este metabolito se produce también
por la accion de otras enzimas, por lo que su concentracion se incrementa durante
el crecimiento microbiano. A partir de los resultados se decidié excluir las

endocelulasas como variable respuesta en las etapas siguientes de la optimizacion.

3.2.2 Optimizacién de la FES del bagazo de cafia de azicar con B. subtilis E44
La temperatura y el pH inicial resultaron los factores de mayor significacion (P<0,05)
en la actividad de las B-mananasas durante la FES (tabla 12). También fueron
significativos el KNOg, las interacciones temperatura-pH inicial, (NH.).PO.- ureay las
cuadraticas de la temperatura, el pH inicial y la urea.

Los resultados contrastan con los obtenidos en el disefio PcB donde ningun factor
fue significativo en la actividad de las -mananasas y puede asociarse a que el
disefio compuesto central si evallUa las interacciones entre los factores (Dean et al.,
2017). Se demuestra ademas la importancia de la fuente de nitrégeno para el
crecimiento microbiano, la sintesis enzimatica y refuerza la inclusién en la
optimizacion.

El valor de probabilidad de la prueba de Fisher es igual a 0,00 e indica que el modelo
matematico es representativo para un 5% de significacion. 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 si. 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 B-mananasas permanecieron controladas durante el
desarrollo de la experimentacién o se contemplaron como factores experimentales

en la modelacion matematica (Neter et al., 1996).
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Tabla 12. Resultados del disefio superficie de respuesta para las enzimas -

mananasas.
Fuente Sumade Gl Cuadrgdo Valor.c'zle
Cuadrados Medio 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: KNOs 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
CcC 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 matematico que relaciona los factores que influyen en la actividad de las
B-mananasas (Y) se representa por la ecuacion siguiente:

Y = 78,555+ 2,2617 * A+ 12,811 * B — 16,288 * D — 0,024 * A?> — 0,063 *
A*B—0,729 % B? — 21,472+ C * E — 17,040 * E? Ecuacion 3.1
Las B-mananasas fueron mas sensible a la variacion del pH inicial (B) que a la
temperatura de incubacion (A). El signo positivo de estos factores en la ecuacion
indica que se favorece de manera positiva la produccion de la enzima, no sucede
igual con el resto de los factores.

En la figura 7 se muestra el grafico de superficie de respuesta para las -
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 interaccion. El 6ptimo de la temperatura, el pH, las fuentes
de nitrogeno y la prediccion de la actividad enzimética en las condiciones
establecidas para la produccion de 3-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 parametros entre autores.
Sin embargo, el incremento méximo del crecimiento microbiano se corresponde con
los valores Optimos de temperatura y pH, y varia 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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c[KNO;]:0,20 %:; c[(NH,4),HPO,]: 0,32 %; c[urea]: 0,50 %

Py
o
l

Actividad enzimatica (Ul mL™")

PR 4
pH inicial 28

Temperatura (°C)
Figura 7. Superficie de respuesta en interaccion de la temperatura de incubacion y

el pH inicial para las B-mananasas durante la optimizacion de la FES.

Tabla 13. Optimizacién de la FES con Bacillus subtilis E44 para la produccion de 8-

mananasas.
Factores Optimos
Temperatura (°C) 35,71
pH inicial 7,31
(NHa):HPO4 (%) 0,32
KNO3 (%) 0,20
Urea (%) 0,50

Actividad B-mananasa optimizada (Ul mL?) 20,0
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La temperatura 6ptima que favorece la sintesis de B-mananasas en el presente
estudio es similar a la informada por Riaz et al. (2019) en dos cepas de Bacillus
megaterium (MBL-CWO01 y MBL-GNO2) (35°C). Sin embargo, difiere con la cepa
MBL-SP02 (45°C) y ademas con los resultados de Norizan et al. (2020) para la
temperatura y el pH (30°C y 6, respectivamente) durante la optimizacion de -
mananasas por Bacillus subtilis ATCC11774.

Los resultados del pH 6ptimo mostrados coinciden con los informados Chauhan et
al. (2014b) y Rahmani et al. (2017) en cepas de Bacillus spp. productoras de B-
mananasas (7-8). Mientras que Zurmiati et al. (2017) y Riaz et al. (2019) obtuvieron
el optimo entre 5y 7.

Las tres fuentes de nitrégeno evaluadas estan incluidas en el medio de cultivo para
la produccion de B-mananasas. Segun Yin et al. (2013) el nitrégeno inorgénico se
utiliza mas rapido por los microorganismos. Sus resultados indicaron que el sulfato
de amonio fue la mejor fuente de nitrégeno durante la optimizaron de 3-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 sintesis de la enzima.

Sin embargo, Rashid et al. (2012) evidenciaron que las fuentes organicas mejoran
la produccion de B-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 nitrdgeno para la produccion de estas enzimas por Bacillus nealsonii PN-
11, no obstante el nitrato de amonio y la combinacién entre el nitrato de sodio con

el extracto de levaduray 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 nitrégeno difieren entre microorganismos y
dependen, ademas, del residuo que se utilice segun se notific6 por Chauhan et al.
(2014a).

La optimizacién de xilanasas por B. subtilis E44 muestra que los factores estudiados
no son significativos, para la obtencion de la enzima, en el rango establecido en la
experimentacion (tabla 14). En la figura 8 se destaca una superficie concava con un
punto critico central que representa un minimo de actividad xilanolitica y difiere del
maximo obtenido para las B-mananasas. La forma de la curva confirma la falta de
interaccién de los factores para la obtencién de esta enzima (Angural et al., 2020).
Los estudios de la optimizacion de B-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 produccion de
xilanasas y mananasas por Penicillium chrysogenum QML-2. Igualmente se notifico
por Veerabhadrappa et al. (2017) en la optimizacion 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 optimizacion. Igualmente
sucedio en los trabajos publicados por David et al. (2018) en la sintesis de proteasas
y mananasas a partir de Bacillus nealsonii PN-11, asi como Angural et al. (2020)

con lacasa, mananasa Yy xilanasas porducidas por Bacillus tequilensis LXM 55.
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Tabla 14. Resultados del disefio superficie de respuesta para la produccién de

xilanasas durante la FES con B. subtilis E44.

Fuente Suma de Gl Cuadrgdo Valor de P

cuadrados medio

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

CcC 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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c[KNO5]:0,20 %; c[(NH,),HPO,]: 0,32 %; c[urea]: 0,50 %
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Figura 8. Superficie de respuesta de la interaccién entre la temperatura de

incubacion y el pH inicial para las xilanasas durante la optimizacién 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 optimizaciéon conjunta de procesos fermentativos microbianos. Sin
embargo, en ambos casos, los autores aplicaron la funcién de deseabilidad de
Deringer (Derringer y Suich, 1980) para lograr la combinacion de los factores que
satisfagan simultaneamente los requerimientos para cada respuesta. La
metodologia se utiliz6 satisfactoriamente en procedimientos analiticos o biomédicos
(Candioti et al., 2014), en la industria textil (Kalantzi et al., 2019) y alimenticia
(Natabirwa et al., 2018).

Optimizacion multiple de xilanasas y B-mananasas por Bacillus subtilis E44
con la funcién de deseabilidad

El modelo matematico permitio establecer los niveles de los factores que producen
simultdneamente la mejor actividad de las enzimas (tabla 15). En esas condiciones
el modelo predice actividades de 17,1y 19,0 Ul mL™* para B-mananasas y xilanasas,
respectivamente. El grafico de superficie de respuesta (figura 9) muestra que las
variaciones de los factores provocan disminucion del coeficiente de deseabilidad
(D=83,4%) y se afecta la produccion simultdnea de las enzimas. Segun Zivorad
(2004) el coeficiente de deseabilidad superior al 80% se considera muy bueno para

la experimentacion.
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Tabla 15. Optimizacién de respuestas multiples para la producciéon de xilanasas y

B-mananasas durante la FES con Bacillus subtilis E44.

Factores Optimos
Temperatura (°C) 32,80
pH inicial 7,49
Urea (%) 0,84
Coeficiente de deseabilidad (%) 83,4
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Figura 9. Superficie de respuesta de la optimizacibn multiple de B-mananasas y

xilanasas.
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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 produccion de amilasas, celulasas, xilanasas y proteasas por
Aspergillus awamori (D=92,5%) y Tabssum et al. (2018) en la obtencién de exo y
endoglucanasas por Bacillus cereus (D=82,5%). Ademas, Das et al. (2013) durante
la optimizacion de enzimas celuloliticas producidas por Aspergillus fumigatus
quienes denunciaron que el coeficiente obtenido fue alto pero no mostraron su valor.
La temperatura Optima para p-mananasas informada en el disefio compuesto
central y en las respuestas multiples difiere en 2,91 °C, mientras que el pH en 0,18
unidades. La temperatura regula la sintesis enzimatica a nivel transcripcional y
translocacional por lo que su estudio es de gran importancia para la sintesis de
proteinas microbianas (Rahman et al., 2005).

Durante la produccion de xilanasas y B-mananasas por Bacillus spp. se informan
diferentes temperaturas en la literatura consultada. Por ejemplo, Kumar et al.
(2014b) notificaron 30°C para la sintesis 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 obtencién de B-mananasas, Kumar y Kapoor (2017) notificaron
temperaturas entre 37-50 °C para Bacillus spp. La temperatura Optima en el
presente experimento difiere de la informada por Milidn et al. (2017a) para producir
el crudo enzimético de B. subtilis E44 (37°C) con accion proteolitica durante la

fermentacion 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 6ptimo para la produccion simultanea de xilanasas y p-mananasas por B.
subtilis E44 se encuentra en el entorno de la neutralidad y coincide con lo descrito
por Milian et al. (2017a) para B. subtilis E44. La produccidon de enzimas depende
del pH y determina el estado de ionizacibn de metabolitos y nutrientes. En la
literatura consultada para el género Bacillus, se notifican rangos similares para la
sintesis de las enzimas en estudio. En el caso de xilanasas se informan valores de
pH entre 5y 10 (Kallel et al., 2016), mientras que para B-mananasas ente 5y 9
(Rahmani et al., 2017).

Los resultados de la optimizacion mdaltiple, muestran que la urea es la fuente de
nitrdgeno idénea para la produccion conjunta de las enzimas por B. subtilis E44 lo
gue se evidencia en los valores 6ptimos determinados por el programa estadistico.
Adebayo-Tayo et al. (2013) y Suganthi et al. (2013) informaron también que la urea
fue la mejor fuente de nitrégeno para el crecimiento y la sintesis de enzimas en
Bacillus spp. Mientras que Gowdhaman et al. (2014) estudiaron varias fuentes de
nitrdgenos, sin embargo no recomendaron la urea para la produccion de xilanasas
por Bacillus aerophilus KGJ2.

En la literatura consultada existen incongruencias respecto a las fuentes de
nitrdgeno utilizadas por Bacillus spp. segun se refiere, lo que dificulta establecer un

criterio general. Sin embargo, Bacillus subtilis posee genes estructurales para la
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sintesis de ureasa que se activan en presencia de urea como Unica fuente de
nitrégeno (Cruz-Ramos et al., 1997).

Las ureasas microbianas, forman &cido carbénico y dos moléculas de amonio que
se incorporan al metabolismo intracelular (Mobley et al., 1995). A pesar de los
diferentes habitat y ciclos de vida de Bacillus subtilis existen pocas diferencias
fisioldgicas respecto a la asimilacién del amonio (Fisher, 1999), su incorporacion al
metabolismo ocurre solamente a traves 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).
Segun Milidn et al. (2014), Bacillus subtilis E44 se aislé de alimentos alterados (jugo
de tomate) lo que podria justificar la preferencia de la bacteria para utilizar la urea
como fuente de nitrégeno.

3.2.3 Optimizacion del proceso de extraccion de las enzimas del residuo
fermentado

El andlisis de varianza de la optimizacion del proceso de extraccion de las -
mananasas y Xxilanasas se muestra en la tabla 16. EI modelo matematico 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 interaccion
cuadrética de esos factores influyeron en la extraccion de -mananasas. En el caso
de las xilanasas incidieron ademas la interaccién volumen * tiempo y los bloques,

en los que se evaluaron tres disolventes (P<0,05).
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Tabla 16. Resultados del disefio superficie de respuesta para optimizar la extraccion

de xilanasas y 3-mananasas del bagazo de cafa de azucar fermentado.

B-Mananasas Xilanasas
Fuente
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 xt — 0,93 xV — 0,004 *t*V — 0,004 * t2 — 0,04 * V2 Ec,acion 3.2
Yxil = =3,24+ 0,01 xt+ 2,33V — 0,01 *t=*V + 0,00 x t2 — 0,05 * V2 .
Ecuacion 3.3
Donde:
Yman: actividad enzimatica de las B-mananasas (Ul mL™)
Yxi: actividad enzimatica de las xilanasas (Ul mL™1)

t: tiempo de incubacioén (h)

V: volumen del disolvente (mL)
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Las diferencias entre los disolventes para la extraccion de xilanasas se muestran
en la tabla 17. El mejor disolvente para la extraccion de la enzima fue el agua
destilada.

Tabla 17. Comparacion de disolventes que se evaluaron para la extraccién de

xilanasas.
Medias
Bloque: Disolventes + EE Signif.
AEz (Ul mL?)

Tampon fosfato de sodio

5,00 P
0,01 mol L't pH 7

Tampon acetato de sodio X 0,92 P=0,0001

8,09
0,01 mol L't pH 5,5
Agua destilada 23,96 @

a.b| etras distintas indican diferencias significativas entre filas (P<0,05); EE: error estandar

Zhang y Sang (2015) utilizaron el agua destilada para la extraccion 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
separacion del residuo.

Los éptimos de los factores para la extraccion conjunta de las enzimas muestran
diferencias para cada biocatalizador (tabla 18). Las B-mananasas requieren menor
volumen del disolvente y mayor tiempo en la zaranda, mientras que para las
xilanasas ocurre lo contrario. ElI volumen del disolvente afecta el proceso, a
pequefios voliumenes del disolvente se dificulta su penetracion en el residuo
fermentado, mientras que los volumenes elevados incrementan la dilucion de los
extractos. La eficiencia de la extraccion de las enzimas depende de su solubilidad,
la distribucion en el sustrato y las caracteristicas fisicas del sistema de filtracion

empleado (Ikasari y Mitchell, 1996).
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Tabla 18. Optimos para la extraccion de xilanasas y p-mananasas del residuo

fermentado.
Factores B-Mananasas Xilanasas
Volumen (mL) 8,71 20,00
Tiempo (min) 60,00 15,00
Respuesta optimizada AEz (Ul mL™1) 32,71 37,95

En la literatura internacional existen pocos informes sobre la optimizacion de la
extraccion conjunta de enzimas. Diaz et al. (2007) evaluaron las condiciones para
la extraccion de xilanasas y poligalacturonasas del residuo de uvas. El tipo de
disolvente, la velocidad de agitacion en la zaranda y la temperatura de extraccion
fueron diferentes entre las enzimas, sin embargo, los autores establecieron los
Optimos 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 extraccion conjunta de [-
mananasas Yy xilanasas producidas por Penicillium chrysogenum QML-2 mediante
la metodologia de superficie de respuesta. Sin embargo, las condiciones 6ptimas
para la separacion de las enzimas fueron similares lo que facilito el proceso.
Debido a las diferencias en los 6ptimos del volumen del disolvente y el tiempo en la
zaranda para la extraccidon de B-mananasas y xilanasas, al igual que en la
optimizacion de la FES, se aplicé la funcion de deseabilidad para obtener ambas
enzimas maximizadas en el proceso (tabla 19). El coeficiente obtenido fue de 90,8%
por lo que la experimentacion se considera muy buena (Zivorad, 2004). Las
variaciones de los factores causan disminucion del coeficiente tal como se muestra

en la figura 10.
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Tabla 19. Optimizacion de respuestas multiples para la extraccion de f-mananasas

y xilanasas del residuo fermentado.

Factores Optimos
Volumen (mL) 12,27
Tiempo (min) 60,00
Coeficiente de Deseabilidad (%) 90,80
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Figura 10. Superficie de respuesta de la optimizacion de la extraccién multiple de

B-mananasas y xilanasas del residuo fermentado.
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Las actividades de las enzimas B-mananasas y xilanasas que se predicen durante
la etapa son de 31,73y 25,60 Ul mL™*. El volumen éptimo para la extraccion conjunta
se ubica entre los obtenidos para las enzimas independientes, mientras que el
tiempo de extraccion favorecio las B-mananasas. Este resultado podria justificar la
disminucion de la actividad xilanolitica respecto a la prediccion de la etapa anterior.
De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente capitulo se establecieron las
condiciones 6ptimas para la produccion y extraccion de xilanasas y p-mananasas
durante la FES del bagazo de cafia de azUcar con Bacillus subtilis E44 (figura 11) y
se realizo la FES para validar las predicciones del programa.

Las actividades de las enzimas en las condiciones 6ptimas superaron la FES inicial
(tabla 20). Los resultados demuestran la utilidad de estas herramientas durante los
procesos fermentativos para la produccion 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 Unico para determinar la actividad de las
enzimas dificulta la comparacion entre autores debido a que los ensayos se realizan
a diferentes temperaturas, pH, tiempos de reaccidon y sustratos. Estos factores
inciden en las velocidades de las reacciones enzimaticas por lo que resulta mas
conveniente realizar el analisis entre las etapas de la misma investigacion (Chen et

al., 2013).
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Figura 11. Metodologia para la obtencién del extracto de enzimas con actividad -
mananasas Y xilanasas durante la FES del bagazo de cafia de azucar con Bacillus

subtilis E44. En rojo los factores optimizados.
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Tabla 20. Actividades enzimaticas en el extracto de Bacillus subtilis E44 en la FES

optimizada y sin optimizar.

Xilanasas B-mananasas

Etapa
(Ul mL?Y) (Ul mL1)
FES sin optimizar 9,32 2,52
FES optimizada 28,56 34,25

La actividad xilanolitica de Bacillus subtilis E44 se increment6 3,06 veces después
de la optimizacion 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 mananolitica de la presente investigacion, aumento 13,59
y fue superior a la xilanolitica. Las p-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. Segun
Ravindran et al. (2018) la optimizacion de procesos incrementa varias veces la
produccion de enzimas por lo que los resultados de la presente investigacion

reafirman la utilidad de las metodologias aplicadas.
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En el presente capitulo se optimizaron los procesos para la obtencion de xilanasas
y B-mananasas por Bacillus subtilis E44. Las AEz xilanolitica debe ser igual 0 mayor
a 25,60 Ul mL?, mientras la mananolitica 31,73 Ul mL™.

Para lograr la aplicabilidad de los resultados es necesario conocer la estabilidad al
pH y la temperatura de las enzimas en el extracto. Ademas, resultaria de gran
interés determinar la presencia de otras enzimas como las endocelulasas, amilasas
y proteasas ya que la accion conjunta de varias enzimas podria favorecer la

degradacion de las dietas en la alimentacion avicola.
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CAPITULO 4. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS B-MANANASAS

EN EL EXTRACTO AL pHY LA TEMPERATURA

Introduccioén

La obtencion del extracto enziméticos de Bacillus subtilis E44 con actividad
mananolitica y xilanolitica incrementa las expectativas para su aplicacion en dietas
destinadas a la produccién avicola. Sin embargo, la estabilidad al pH y la
temperatura de los biocatalizadores es un requisito indispensable para su aplicacion
en diversos procesos (Bedford y Partridgord, 2011). Los extractos enzimaticos
producidos por bacterias contienen diferentes catalizadores que actlan
sinérgicamente en la reduccion del tamafio molecular de los PNA (Bedford, 1995).
La determinaciéon de las enzimas presentes en estos cocteles permite seleccionar
los sustratos a los que se le aplicara, predecir sus productos y el efectos en los
animales (Masey-O’Neill et al., 2014b).
Los resultados del capitulo anterior revelaron que la actividad de las B-mananasas
fue superior por lo que los objetivos del presente capitulo se dirigen a:

v' Determinar la estabilidad al pH y la temperatura de las B-mananasas en el

crudo enzimatico de Bacillus subtilis E44.
v' Evaluar la actividad de las enzimas endocelulasas, amilasas y proteasas en

el extracto enzimatico.
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4.1 Materiales y métodos

La secuencia experimental se muestra en el anexo 1. El extracto enzimatico se
produjo a partir de las condiciones optimizadas en el capitulo anterior. Se liofilizo y
se conservd a temperatura ambiente (aproximadamente 30 °C). Las
determinaciones en este capitulo se realizaron con el producto liofilizado a una

concentracion de 10 mg mL* (p/v) en agua destilada estéril.

4.1.1 Estabilidad al pH de las enzimas B-mananasas en el extracto enzimético
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 utilizo la
solucién tampoén de fosfato de sodio (6,0; 6,5; 7,0 y 7,5). Se incubaron 100 pL del
extracto enzimatico diluido 1:5 (concentracién de proteinas de 0,02 mg ml) en 0,2
mmol L del tampén correspondiente.

El extracto enzimatico se incubd a 30 °C en bafio termostatado durante 60 min.
Posteriormente, las muestras se retiraron del bafio y se determiné la actividad
enzimatica como se describe en el acapite 2.1.3. Para el calculo de la actividad
residual de la enzima, se fij6 el 100% de actividad en el valor de pH al cual se obtuvo
la mayor actividad enzimatica. Se realizaron tres repeticiones para cada

determinacion.

68



Capitulo 4

4.1.2 Estabilidad a la temperatura de las enzimas B-mananasas en el extracto
Se incubaron 150 pL del extracto enzimatico en tubos de 1,5 mL de capacidad a las
temperaturas de 40, 50, 60, 70 y 80 °C en bafio 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 determind la actividad enzimatica como se describe en el acépite
2.1.3.

4.1.3 Caracterizacion enzimatica del extracto obtenido de Bacillus subtilis E44
liofilizado

Se determind la actividad de las enzimas -mananasas, xilanasas y endocelulasas
por la metodologia descrita en el acapite 2.1.3. La cuantificacién de amilasas y
proteasas se realiz6 segun se describe a continuacion:

Actividad de las amilasas

Se afiadieron 100 pL del extracto enzimatico a 400 pL de una disolucion de almidén

al 1%, disuelto en el tampén acetato de sodio 0,1 mol L (pH 5,5) y la reaccion se
incubo durante 10 min a 50 °C. Para calcular los equivalentes de glucosa liberados

se realizd una curva patrén de glucosa a una concentracion de 1 mg mL?t. Una
unidad de actividad enzimatica (Ul mL?) representa la cantidad de enzima que
produce 1 pumol de glucosa por minuto. El ensayo se realiz6 por triplicado.

Actividad proteolitica

Se afladieron 150 pL del extracto enzimatico a tubos de ensayos que contenian 250
pL de una disolucion de azocaseina al 0,5% (p/v) disuelta en el tampdn Tris/HCL,
0,1 mol L, pH 9,0. La reaccién se incub6 a 37 °C durante 30 min. Posteriormente
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se afadieron 1,2 mL de &cido tricloacético 10% (v/v) a cada tubo para inactivar la
enzimay la reaccién se neutralizé al adicionar 800 puL de NaOH 1,8 mol L't. Se midi6
la absorbancia a 420 nm contra un blanco sin extracto enzimatico. Una unidad de
actividad enzimatica (Ul mLt) 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 realiz6 por triplicado.

La concentracion de proteinas de determiné mediante la metodologia descrita por
Lowry et al. (1951). Se utilizé la albamina bovina sérica (1 mg mL™*) como estandar
para la curva patrén. Para todas las enzimas determinadas, las actividades
especificas se calcularon al dividir la actividad enzimatica entre la concentracion de
proteinas (Ul mg-1).

4.1.4 Analisis estadistico

Para el calculo de la actividad enzimatica residual a cada temperatura, se fij6 el
100% de actividad a t= 0.

Los datos obtenidos se ajustaron a una cinética de inactivacion térmica irreversible
de primer orden de acuerdo al modelo:  N—l

Donde:

N: representa el estado nativo de la enzima (poblacion de moléculas con actividad
enzimatica)

I: el estado inactivo de la enzima (poblacion de moléculas carentes de actividad

enzimatica).

70



Capitulo 4

Para el andlisis del efecto de la temperatura en la estabilidad de las enzimas [3-
mananasas se realiz0 el ajuste no lineal de los datos, a un modelo de decrecimiento
mono exponencial para cada temperatura con el programa GraphPad Prism versién
5.0 (San Diego, California, 2003 E.E.U.U.).

A(t)/Ao = ekt Ecuacion 4.1

t2(T) = In2/k(T) Ecuacion 4.2

Donde:

A(t) [U mL1]: actividad enzimatica de la muestra a un tiempo dado.

Ao [U mL™Y]: actividad enzimatica inicial (0 h)

k(T) [h71]: constante de velocidad de primer orden del proceso de inactivacion
térmica a una temperatura dada.

t [h]: tiempo.

tu2(T) [h]: tiempo de vida media de la enzima a una temperatura dada (tiempo que
tarda en reducirse a la mitad la actividad enzimatica inicial).

Se determind la energia de activacion del proceso de inactivacion térmica de la B-
mananasas en el intervalo de temperatura de 40 a 80 °C segun la ecuacion de

Arrhenius. Se realiz6 un ajuste lineal de la ecuacion logaritmica mediante el

programa GraphPad Prism version 5.0 (San Diego, California, 2003 E.E.U.U.).

K (T) = AeBaRT Ecuacion 4.3
Ln (k(T)) = Ln A — Ea(1/RT) Ecuacion 4.4
Donde:
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k(T) [h71]: constante de velocidad de primer orden del proceso de inactivacion
térmica a una temperatura dada.

A: factor pre-exponencial o factor de frecuencia.

Ea [kJ mol]: energia de activaciéon del proceso de inactivaciéon térmica de la B-
mananasas.

R: constante universal de los gases 8,314 J mol* k'

T[K]: temperatura absoluta.

Para la comparacion de las medias en todos los casos se utilizé el programa InfoStat
(Di-Rienzo et al., 2012) y en los casos necesarios se aplico la docima de Duncan
(1955), para establecer las diferencias entre las medias.

4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Estabilidad al pH de las enzimas B-mananasas del extracto enzimatico
Las enzimas son polielectrolitos con diferentes grupos cargados en su estructura.
La carga neta y los grupos cataliticamente funcionales dependen del pH del medio
(Nelson y Cox, 2015).

El perfil de estabilidad de pH de las B-mananasas en el extracto muestra que la
enzima retuvo entre el 80 y 100% de su actividad inicial en el rango entre 4,0y 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 f-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 3y 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 5y 11.
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Figura 12. Estabilidad al pH de las enzimas p-mananasas del extracto enzimatico.
Los valores representan la media y la desviacion estandar (n=3).
Segun Xu et al. (2013) el perfil de estabilidad de las B-mananasas se relaciona con
caracteristicas estructurales como la carga superficial, el nimero de residuos
hidrofébicos y polares asi como el pKa de los residuos cataliticos. Ademas, la
mayoria de las reacciones enzimaticas tienen lugar en medios acuosos por lo que
las proteinas son sensibles a las modificaciones del pH.
Los extractos enzimaticos contienen proteinas y sales que pueden ejercer efecto
tampodn sobre los biocatalizadores lo que favorece la estabilidad de las proteinas,
sin embargo, este efecto se pierde durante los procesos de purificacion. Este hecho
constituye una ventaja de los extractos enzimaticos respecto a las enzimas

purificadas segun se informé por Camacho (2009).
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Las B-mananasas sintetizadas por Bacillus spp. son estables en un rango amplio de
pH lo que favorece su utilizacion en diferentes industrias (Kaira y Kapoor, 2020). La
adicion de biocatalizadores estables al pH a los piensos avicolas 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 B-mananasas del extracto
enzimatico

La mayoria de las enzimas se desnaturalizan cuando se someten a temperaturas
elevadas, se desestabiliza su conformacion estructural, casi siempre
irreversiblemente y como consecuencia se pierde la actividad catalitica (Purich,

2010). La figura 13 muestra los perfiles de estabilidad térmica de las f-mananasas

en el extracto enzimatico de B. subtilis E44 de 40 a 80 °C.

100

AEz residual (%)

—e
—e
0
0 12 24 36 48
Tiempo (h)
—40°C —€—-50°C —e—60°C 70°C 80°C

Figura 13. Cinética de inactivacion térmica de la B-mananasas a las temperaturas

de 40; 50 y 60, 70 y 80 °C.

74



Capitulo 4

Durante la incubacion del extracto a 40 °C las f-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 disminuy0 drasticamente, aunque después de 1 h conservo mas del 45 %
de actividad. A temperaturas superiores (60, 70 y 80 °C) la actividad de la enzima
disminuy6 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 incubacién durante 1 o 2 h. En la presente investigacion, a 40 °C la
enzima fue muy estable las primeras horas, razén por la cual se extendio el tiempo
de incubacion hasta 48 h. Después de 1 h de incubacion a 50, 60, 70 y 80 °C la
enzima conservo 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 B-mananasas conservaron todavia
el 50,3% de su actividad.

Purohit y Yadav (2020) notificaron la maxima actividad mananolitica en el crudo de
Microbacterium sp. CIAB417 a 50 °C, sin embargo no informaron el tiempo de
incubacion. En la mayoria de las investigaciones publicadas se estudia la estabilidad
de enzimas purificadas, lo que podria dificultar su comparacion 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 B-mananasas varia, fundamentalmente, de acuerdo al microorganismo que las
produce y la via de obtencién. Segun Lindsay y Creaser (1975) las bacterias poseen
genes de adaptacion térmica en plasmidos que sustituyen aminoacidos especificos

en las proteinas e incrementan la termoestabilidad.
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Wang et al. (2018) consideran que las caracteristicas estructurales de las [3-
mananasas como los puentes salinos, los mddulos de unidn a carbohidratos y las
estructuras multimodales, afectan su estabilidad. Para incrementar la sintesis de
enzimas estables se utilizan metodologias de transformacion genética dirigidas a
mejorar sus estructuras y también la identificacion de las familias de f-mananasas
obtenidas de diferentes géneros microbianos (Zhang et al., 2019; Kaira y Kapoor,
2020; Song et al., 2021).

Otro parametro importante que relaciona la desactivacion enziméatica es el tiempo
de vida media (t12), que se define como el tiempo al que la actividad de la enzima
se reduce un 50%. En la figura 14 se muestran los ti2 para las B-mananasas a las
temperaturas estudiadas. El mayor corresponde a 40 °C, a partir de 50 °C se aprecia
una disminucién del parametro con el aumento de la temperatura tal como se
informo por Cayetano-Cruz et al. (2016) y Ismail et al. (2019).

El t» mostrado en la presente investigacion para las B-mananasas a 60 °C es
superior a los obtenidos por Zhou et al. (2016) quienes refirieron 25 min para la
enzima Manl1312. Ademds, Zang etal. (2015) en investigaciones similares,
notificaron 10 min como el t. a 70 °C para el biocatalizador. Segun Singh et al.
(2019) los puentes salinos en la estructura de la enzima desempefan una funcién
importante en la estabilidad térmica. Su desestabilizacion en la ManB-1601
disminuyé el t.a 70 °C en 4,09 y 22,5 veces, sin embargo, no se altero6 su estabilidad

funcional.
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Temperatura
) 16- 40 15,4 h
= 12- 50 1,2 h
- 8+ 60 36 min
= 41
g 20— 70 12 min
> .
e 1.5 —— 80 6 min
o 1.0-
Q.
£ 0.5 l'—'l
- 004 . — 1 ==

Temperatura (°C)

Figura 14. Tiempo de vida media (t».) del proceso de inactivacion térmica de las
enzimas -mananasas en el extracto enziméatico a las temperaturas entre 40-80 °C.
El t12 permite evaluar las condiciones en las que se aplicard el extracto enzimatico
de forma tal que garantice el funcionamiento de las enzimas. Los resultados
favorecen la aplicacién del extracto en condiciones de produccion debido a que

tienen un ti2 a 40 °C de 15,4 horas. Asimismo, se garantiza la estabilidad de las
enzimas en el TGl donde los procesos digestivos ocurren a 39 °C y el tiempo de

transito 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 B-mananasas en el extracto a temperaturas elevadas como 50,
60, 70 y 80 °C permiten valorar su aplicacion en procesos industriales relacionados

con el procesamiento de alimentos los cuales se realizan a elevadas temperaturas.
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La energia de activacion (Ea) de las B-mananasas para el proceso de inactivacion
térmica fue 106,2 kJ mol! (R?=0,9172). Seglin Tananchai y Chisti (2009),
generalmente, la Ea de las proteinas de este proceso se encuentra entre 100-400
kJ mol. Por su parte, Kumar et al. (2016) notificaron 87,4 kJ mol! para la misma
enzima aislada de Bacillus sp. CFR1601 de, lo que evidencia una menor estabilidad
del biocatalizador. Mientras que Diaz-Sanchez (2009) inform¢ valores de 137,25y
128,91 kJ mol?! para las xilanasas y exo-poligalacturonasas, respectivamente,
producidas por Aspergillus awamori.

La estabilidad al pH y la temperatura de las B-mananasas en el extracto de B subtilis
E44, incrementan las expectativas para su aplicacion en la alimentacion animal. La
presencia de otras enzimas en el extracto favoreceria la digestibilidad nutrientes en
las dietas (Dai et al., 2018).

4.2.3 Caracterizacion enzimatica del extracto obtenido de Bacillus subtilis E44

liofilizado

La capacidad de un microorganismo para crecer en sustratos lignocelulésicos esta
directamente relacionada con su posibilidad de producir diferentes enzimas. Estas
actian sinérgicamente en la degradacién de la compleja estructura de la pared
celular hasta obtener azucares mas simples (Lopes et al., 2018).

La cuantificacién de B-mananasas, xilanasas, endocelulasas, amilasas y proteasas

en el extracto enzimatico liofilizado de B. subtilis E44 se muestra en la tabla 21. Se
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presentan las actividades enziméticas y especificas, sin embargo, en la mayoria de
las investigaciones publicadas se refieren a las actividades enzimaticas.

Tabla 21. Actividades de endocelulasas, amilasas y proteasas en el extracto de

Bacillus subtilis E44.

AEz AEsp

Enzimas (UImLY)  (UImLtmg Y

B-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 liofilizacion se incrementaron las
actividades de las enzimas B-mananasas y xilanasas. Durante este proceso se
elimina el agua previamente congelada mediante un vacio que permite la
sublimacién directa hasta la fase gaseosa (Zhai et al., 2005). Esta técnica no sélo
ofrece la posibilidad de concentrar los extractos enzimaticos, sino que también
favorece su conservacion durante largos periodos de tiempos. Ademas, debido a la
estructura porosa que presentan estos productos tras ser liofilizados, se rehidratan
facilmente (Diaz-Sanchez, 2009).

Las actividades de las enzimas endocelulasas, pB-mananasas y xilanasas en el
extracto optimizado, estan en correspondencia con los resultados obtenidos en el

Capitulo 3. Se demostré que el extracto de B. subtilis E44 posee baja actividad
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celulolitica, razon que motivé que no se incluyeran las endocelulasas en la segunda
etapa del proceso de optimizacion.

Lopez et al. (2013) también encontraron una menor actividad celulolitica (1,2 Ul mL"
1) en comparaciéon con la xilanolitica (12,3 Ul mL?) en el crudo de Aspergillus
awamori 10C-3914. Por su parte, Delabona et al. (2012) informaron valores de
actividad xilanolitica de 1055,62 Ul g, mientras que la celulolitica fue de 160,1 Ul
g’ en el crudo de Aspergillus fumigatus. En otros ensayos donde se determind
solamente la actividad celulolitica en extractos de especies de Bacillus, se
obtuvieron actividades de la enzima de 0,43 Ul mL? (Deka et al., 2013) y 2,76 Ul
mL (Islam et al., 2019).

Segun Pengilly et al. (2015) la accién sinérgica de las xilanasas y celulasas
incrementa la produccion de oligosacaridos de glucosa durante la degradaciéon de
los sustratos lignoceluldsicos. Los autores obtuvieron hasta el 80% de conversion
de la celulosa con una actividad celulolitica menor respecto a la xilanolitica (0,8 y
7,39 Ul mL* g1, respectivamente).

Las amilasas en el extracto de B. subtilis E44 presentaron niveles altos de actividad.
Es un complejo enzimético integrado por a-amilasas, B-amilasas y glucoamilasas,
gue actuan en conjunto en la degradacion progresiva del almidon hasta obtener
moléculas de dextrinas y glucosa (Windish y Mhatre, 1995). Varios autores
coinciden en la efectiva produccion de este catalizador por Bacillus subtilis a partir
de los residuos lignoceluldsicos. Ademas, se sintetizan de forma constitutiva en

diferentes géneros microbianos (Maity et al., 2015; Kumar et al., 2015).
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La aplicacion de amilasas en la alimentacion animal, ya sea solas 0 en combinacion
con otras enzimas, mejora la calidad de los alimentos (Amerah et al., 2016). Segln
Munir y Magsood (2013) y Stefanello et al. (2016), la adicion del biocatalizador con
otras enzimas que degradan PNA, incrementa la asimilacion de los nutrientes de las
dietas compuestas por maiz y soya destinadas a la alimentacion de las aves, por lo
gue su presencia en el extracto aumenta el espectro de los sustrato susceptibles a
la hidrdlisis enzimatica.

La actividad proteolitica en el extracto fue la mas baja de todas las enzimas
determinadas (4,7 Ul mL%). La produccién de estas enzimas durante las
fermentaciones microbianas depende de factores como las fuentes de carbono y
nitrdgeno, la concentracion del inéculo, la temperatura y el tiempo de incubacion
(Boominadhan et al., 2009). Sin embargo, la presencia de proteasas en el extracto
enzimatico, aun en bajas proporciones, puede favorecer la degradacion de las
proteinas atrapadas en las paredes celulares de los vegetales y constituye otra
fuente de aminoéacidos disponibles para el animal (Aftab et al., 2018).

Singh et al. (2017) plantearon que la adicién de proteasas (4 Ul g de pienso)
combinadas con amilasas y xilanasas mejoro la asimilacion de alimentos fibrosos
en pollos de ceba. En otra investigacion realizada por Olukosi et al. (2015), en la
misma categoria animal, demostraron que bajas dosis de esta enzima (2,5 Ul gt de
dieta) mezcladas con xilanasas y amilasas (5 y 10 Ul g?, respectivamente)
incrementan la solubilidad de los PNA.

La produccion de extractos multienzimaticos a partir de microorganismos se informo

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 capitulo se demostro la estabilidad al pH y la temperatura de las 3-
mananasas en el extracto de Bacillus subtilis E44 lo que favorece su utilizacion en
la alimentacion avicola. En el extracto liofilizado se elevo la actividad de las B-
mananasas Yy Xilanasas y se mantienen las endocelulasas. Ademas, se comprobo
la presencia de enzimas amilasas y proteasas. La accion sinérgica de estos
biocatalizadores podria lograr una mayor degradacion de los componentes de las
dietas.

Los resultados evidencian la necesidad de evaluar el efecto del extracto enzimatico
in vitro en raciones que se utilizan en la produccion avicola. Para este propoésito se

selecciond la dieta que posee el mayor porcentaje fibroso en la avicultura.
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CAPITULO 5. EVALUACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO EN LA
DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA DIETA DE DESARROLLO PARA POLLITAS

DE REEMPLAZO DE GALLINAS PONEDORAS

Introduccidén

La efectividad de las enzimas en la alimentacion animal depende del sustrato, las
dosis aplicadas y la extension de la hidrolisis (De Souza et al., 2014; Masey-O’Neill
et al., 2014b; Kryukov et al., 2019). Su utilizacion 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
correcion de las pérdidas endogenas, y se determina a través de experimentos in
vivo e in vitro (Wu et al., 2017). Los ensayos in vitro son mas econdmicos, permiten
evaluar varios tratamientos, predecir la efectividad de la adicion de las enzimas a
las dietas, determinar las dosis y la respuesta en los animales. Ademas se pueden
estimar con facilidad el recobrado de un nutriente determinado (Cowieson et al.,
2017; Jimoh, 2018).

A partir de la informacién que brindan los ensayos de digestibilidad in vitro y sus
ventajas para evaluar la aplicacion de enzimas en las dietas, el presente capitulo
tuvo como objetivo:

v' Evaluar el extracto enzimatico en la degradacioén 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 Degradaciéon de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto
enzimatico

La secuencia experimental se muestra en el anexo 1. Se evaluo la capacidad de
degradacion del extracto enzimatico en la modificacion 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 trituré en un molino de martillos tipo Fritsch modelo GMbH
(tamafio de particula 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 tamafo de poro de 30 um. Se
evaluaron tres tratamientos que consistieron en dos dosis del extracto
enzimatico antes de liofilizar y el control que se le agreg6é agua destilada. La
nomenclatura utilizada para los tratamientos y las dosis fueron: control (SE= sin
enzima), extracto sin diluir (Esia= 36 Ul mL* g1) y extracto diluido 1:2 (E12= 18
Ul mL? gb). La actividad enzimatica referida corresponde a la mananolitica.
Las bolsas se colocaron en bandejas plasticas de 20 x 50 cm segun disefio
completamente aleatorizado y se mantuvieron a temperatura ambiente (27 +
0.8 °C) durante 24 h. Posteriormente se sellaron con calor y se determiné 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 calculé6 mediante la diferencia entre la FDN y la FDA.

84



Capitulo 5

5.1.2 Dosis efectiva y el tiempo de incubacién del extracto enzimatico en la
degradacién de nutrientes de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo
de gallinas ponedoras

Para determinar el tiempo de incubacion y la dosis efectiva del extracto enzimatico
se seleccionaron tres tiempos (2, 4 y 6 h) y cuatro dosis del extracto enziméatico. Se
evaluaron cinco tratamientos (SE: sin enzima; D1: 135 Ul mL?* g%; D2: 90 Ul mLt g
1 Ds3: 45 Ul mLty D4: 25 Ul mLt g1). En todos los casos la actividad enzimatica del
extracto esta referida a la actividad de las enzimas B-mananasas y se cuantificaron
los azucares reductores producidos.

Se pesaron 180 mg del extracto liofilizado y se disolvieron en 1 mL de agua
destilada. La disolucion se filtro a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,2
um para eliminar las esporas bacterianas. El experimento se realizé en placas Petri
de 4 cm de diametro que contenian 0,1 g de la dieta de desarrollo para pollitas de
reemplazo de gallinas ponedoras. El extracto se aplicé por aspersion y las muestras
se incubaron a 40 °C porque fue la temperatura a la que las B-mananasas mostraron
el mayor tiempo de vida media (Capitulo 4). La composicion de la dieta se muestra
en el anexo 5.

La extraccion de los productos de hidrolisis se realizé 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 decantacion 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 azlcares reductores mediante el método

descrito por Miller (1959). La cuantificacion de los azlcares reductores para los
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monosacaridos se realiz0 a partir de las curvas patrén de manosa, xilosa y glucosa
almgmL?

5.1.3 Degradacion 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 enzimatico

En el presente acapite se realizaron dos experimentos, el primero consistié en la
evaluacion del extracto enzimatico en la degradacion de la FDN, FDA y la HEM de
la dieta seleccionada. El ensayo se realiz6 en bolsas de muselina que contenian 5
g del alimento y el extracto enzimatico se aplicé mediante aspersion a la dosis de
25 Ul mL* gty seincub6 a 40 °C durante 6 h. La FDN y FDA se determiné segin
se describié en el acapite 5.1.1, la MS segun AOAC (2012) y la HEM se calcul6
mediante la diferencia de la FDN y la FDA. Se incluyé como control la dieta sin tratar.
El segundo experimento consistid en la digestibilidad de la dieta de desarrollo para
pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras. Se utilizo la técnica in vitro descrita por
Marrero et al. (1998) con in6culo fecal de cerdo. Como donante se utilizaron cerdos
mestizos (Yorkshire, Landrace x Duroc), las heces se colectaron en bolsas de
poliestireno después de la estimulacion anal. Los animales se alimentaron con 1,5
kg de pienso compuesto por maiz-soya y el agua se suministré ad libitum.

Se evaluaron tres tratamientos: la dieta sin tratar, la dieta previamente hidrolizada

con el extracto enzimatico (D4: 25 UImL? g%, 6 horas a 40 °C) y la dieta mezclada

con el extracto enzimatico sin incubar. Se realizaron seis repeticiones de cada

tratamiento. Posteriormente se determind en los residuos el contenido de MS, FDN,
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la FDA y HEM segun se describié en el acépite 5.1.1. Para calcular la digestibilidad

se utiliz6é como blanco el medio de incubacion.

5.1.4 Andlisis estadistico

Los experimentos de la degradacion de la fibra del salvado de trigo y en la dieta de
desarrollo de pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras con el extracto
enzimatico, asi como el de digestibilidad in vitro, se realizaron de acuerdo al disefio
completamente aleatorizado con tres repeticiones. En el ensayo para determinar la
dosis efectiva y el tiempo de incubacion del extracto se utilizd el disefio
completamente aleatorizado en arreglo factorial (3x5) donde el factor A fueron los
tres tiempos de incubacion y B las dosis.

Todos los datos se procesaron segun el modelo de clasificacion simple, con la
ayuda del paquete estadistico InfoStat, version 1.0 (2012) (Di-Rienzo et al., 2012).

En los casos necesarios comparar las medias se aplicé la docima de Duncan (1955).
5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Degradaciéon de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto
enzimético

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 enzimatico disminuyo
el porcentaje de FDN y de HEM respecto al control. No se observaron diferencias

entre las dosis del extracto enziméatico (tabla 22).
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Tabla 22. Fraccionamiento de la fibra del salvado de trigo tratado con el extracto

enzimatico de Bacillus subtilis E44.

Tratamientos

Indicadores + EE Signf.
SE Es/ (=T7)
FDN (%) 32,93b 28,942 28,222 0,42; P=0,0410
FDA (%) 6,28 6,15 5,95 0,24; P=0,6366
HEM (%) 26,82° 23,102 22,262 0,69 P=0,0075

a.b | etras diferentes indican diferencias significativas entre columnas (P<0,05)
SE: sin enzima, Esa: extracto enzimatico sin diluir, E12: dilucién 1:2 del extracto enzimatico

Los resultados sugieren que la disminucién del porcentaje de FDN y HEM se deben
a la accion hidrolitica de las enzimas xilanasas y f-mananasas. Por otra parte, no
se modificé la FDA, lo que puede relacionarse con la ausencia de las enzimas que
participan en su descomposicién, o sus actividades son muy bajas para provocar la
hidrélisis de esta fraccion.

Se conoce que los xilanos y los mananos son los componentes mayoritarios de la
hemicelulosa de la pared celular de las plantas. Segun Tahir et al. (2008), la
hidrolisis de esta fraccién, constituye una reaccion limitante en la degradacion
posterior de otros nutrientes que quedan atrapados, mientras que las celulasas son
menos efectivas en la hidrolisis de los PNA.

La degradacion de la fibra debido al efecto de las enzimas se investigd con diversas
fuentes fibrosas. Saenphoom et al. (2011), informaron la reduccién de la FDN y la
hemicelulosa del palmiche por la accién de enzimas comerciales que contenian [3-

mananasas, celulasas y a-galactosidasas. A diferencia de los resultados en la
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presente investigacion, los autores notificaron disminucion de la FDA y la celulosa
debido a la presencia de celulasas en el céctel enzimético.

Feng et al. (2019) informaron también la disminucion de la FDN y HEM en el salvado
de trigo tratado con xilanasas, amilasas y proteasas obtenidas de B. cereus, pero
no se modific6 la FDA. Por su parte, Yacoubi et al. (2018) evidenciaron la
disminucién en el grado de polimerizacién 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 hidrolisis de la FDN y hemicelulosa en el salvado de trigo
Sin embargo, el éxito del tratamiento enzimatico depende ademéas de la
composicion quimica de la dieta, la dosis y la extension de la hidrdlisis (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 aplicacion.

5.2.2 Dosis efectiva y el tiempo de incubacién del extracto enzimatico en la
degradacién 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 observo una relacion directamente
proporcional entre el tiempo de incubacién y la concentracion de azlcares

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 incubacion del extracto enzimatico en

la produccidn de azucares reductores en la dieta de desarrollo para pollitas de

reemplazo de gallinas ponedoras.

Azlcares Dosis del extracto enzimatico
Tiempo
reductores + EE | Signif
(h) SE D, D> Ds Da
(mg g*)
2 3,692 8,22"b 11,08¢ | 15,54¢ | 15,61 °¢
Manosa 4 3,382 | 13,92d 19,359 | 21,860 | 22,151 | 0,26 |P=0,0001
6 3,722 17,14 f 19,059 | 28,001 | 28,251
2 4,49 a 8,10 P 10,96¢ | 14,79¢ | 14,80 ¢
Xilosa 4 4542 | 13,204 17,469 | 19,86" [ 19,64" | 0,28 |P=0,0001
6 4,752 16,47 f 19,26" | 24,35 | 24,26
2 5052 | 11,80° 13,73¢ | 19,03¢ | 18,86 °¢
Glucosa 4 5572 | 16,80¢ 22,759 | 26,670 | 27,21 | 0,28 |P=0,0001
6 5112 21,07f 27,55 33,401 | 33,581

ab.cdefghijletras diferentes muestran diferencias significativas entre filas y columnas para cada
monosacarido (P< 0,05)
SE: Sin enzima; D1 (135 Ul mLg?); D2 (90 Ul mLg?); Ds (45 Ul mL1g?); Da(25 Ul mL1g?); EE:

error estandar

En cuanto a las dosis evaluadas se aprecian diferencias entre D1, D2 y D3y no entre

D3 y D4 (P< 0,05). Los resultados demuestran que, a menor dosis del extracto, se

incrementan los azlcares reductores. Este efecto puede asociarse con la accién

inhibitoria que ejercen los productos de hidrélisis 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 adhesion (Bedford y Partridge, 2010).
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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
degradacion del xilano del maiz, mientras que Braga et al. (2014) informaron que
durante la hidrolisis del bagazo de cafa de azUcar se requieren dosis mas altas de
la misma enzima.

Por su parte, Rad-Spice (2017) seleccioné la menor dosis de carbohidrasas para la
degradacion 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 seleccion correcta
del alimento al cual se le aplicaran 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 selecciond 6 h como
el tiempo de incubacién del extracto con la dieta. Respecto a la dosis, se seleccioné
25 Ul mL* gt como la dosis efectiva del extracto enzimatico debido a que conlleva

un ahorro de extracto enzimatico.

5.2.3 Degradacion 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 enzimatico

El tratamiento a la dieta con el extracto enzimatico disminuy6 (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 variacién de la fraccion fibrosa obtenida puede deberse a
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la accion de las B-manannasas y xilanasas sobre las estructuras de los PNA de la
dieta y a la vez se modifican sus propiedades fisico-quimicas segun se informé por
Habte-Tsion et al. (2018).

Las investigaciones realizadas por Diaz et al. (2013), informaron la disminucién de
la FDN y la FDA del maiz y la paja de arroz después del tratamiento con enzimas
comerciales xilanasas y endoglucanasas. Sin embargo, los autores notificaron que
la reduccién del contenido de la fibra, por si 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 enzimatico de Bacillus subtilis E44.

Tratamientos

Indicadores
Dieta Dieta tEE Signf.
(%)
control tratada

MS 88,0 89,02 0,68 P=0,3530
FDN 20,48 @ 15,54 b 0,35 P= 0,0006
FDA 413 4,16 0,08 P=0,2360
HEM 15,76 2 11,37°% 0,41 P=0,0017

a.b| etras distintas indican diferencias significativas entre columnas (P<0,05)
MS: materia seca, FDN: fibra detergente neutra, FDA: fibra detergente &cida, HEM:
hemicelulosa, EE: error estandar

No obstante, la transformacién enzimatica de los sustratos permite una mayor
disponibilidad de la fibra para su posterior digestién. Los resultados del ensayo in
vitro de la digestibilidad asi lo confirmaron. La digestibilidad de la MS, la FDN y la

HEM (tabla 25) se incrementd después del tratamiento enzimético (P<0,05).
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Sin embargo, la DFDA no se modificd con el tratamiento enzimatico. Este resultado
confirma la ausencia o la baja actividad de las enzimas que catalizan la degradacién
de esta fraccion. De los tratamientos enzimaticos evaluados, la incubacion previa
de la dieta con el extracto mostré 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.

Tratamientos

Digestibilidad Dieta

Dieta sin Dieta incubada + EE Signf.
(%) mezclada con

Enzimas con enzimas

enzimas

MS 81,01°¢ 90,712 85,95 P 0,67 P=0,0001
FDN 76,62 ¢ 88,792 83,25° 0,22 P=0,0001
FDA 64,16 64,82 66,62 0,44 P=0,0958
HEM 88,12 ¢ 96,372 93,16 ° 0,34 P=0,0003

ab.¢| etras distintas indican diferencias significativas entre columnas (P<0,05)
MS: materia seca, FDN fibra detergente neutra, FDA: fibra detergente acida, HEM: hemicelulosa, EE:
error estandar.

Segun Handique et al. (2018), la aplicacion de enzimas exdgenas en soluciones
acuosas a los alimentos antes del consumo, tiene un efecto positivo en el
rendimiento animal. Esta accion permite la hidrolisis pre ingestiva de la fibra vegetal
lo que favorece la formacion de un complejo estable entre los alimentos y las
enzimas que protege a estas proteinas de la proteolisis (Rode et al., 1999).

Jimoh y Atteh (2015) informaron incrementos de la digestibilidad de la fibra
detergente neutra del salvado de trigo tratado con cécteles enzimaticos. Por su
parte, Jimoh (2018) evalu6 combinaciones de enzimas en la degradacion de la FDN

y la FDA del palmiche y observé 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 maiz, el salvado y la soya con carbohidrasas incrementd 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, maiz y soya segun
se muestra en el anexo 5. Las enzimas presentes en el extracto podrian actuar
sobre estas materias primas y descomponer algunas de sus estructuras.

La soya se encuentra al 14% y contiene B-mananos que se consideran factores
antinutricionales para los monogastricos (Blibech et al., 2019). Segun Ferreira et al.
(2016) el tratamiento con B-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 B-mananasas mejoraron el valor
nutritivo de las dietas compuestas por maiz y soya. Ademas, los biocatalizadores
favorecieron la produccion de oligosacaridos de manano a partir de sustratos
naturales, los que poseen efecto prebidtico 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 accion de las xilanasas. Se favorece la
liberacion del almidon, proteinas atrapadas en las paredes celulares del cereal y se
reduce asi la viscosidad de la digesta (Masey-O’Neill et al., 2014a; Aftab et al.,
2018). Segun Cowieson (2010), en las aves alimentadas con maiz y soya, no se

aprovechan entre 400 y 450 kcal de energia por kg de dieta, por lo que la aplicacion

94



Capitulo 5

de xilanasas en estas raciones incrementa la eficiencia de la utilizacion energética
de los alimentos (Govil et al., 2017; Habte-Tsion et al., 2018).

El maiz, por su parte, aporta el 56% en la dieta evaluada. Los arabinoxilanos de
este cereal son mas complejos estructuralmente que los del trigo y poseen mayor
grado de sustituciones (Ravindran, 2013). Segun notific6 Rios et al. (2017) su
contenido de PNA varia de acuerdo al lugar de cosecha y la variedad. El tratamiento
enzimatico, en este caso, podria constituir una alternativa cuando se utilice esta
materia de menor calidad.

La aplicacion de xilanasas a las dietas compuestas por maiz incrementa la
absorcion de nutrientes segun afirmé Regassa et al. (2017). Por su parte, las
investigaciones realizadas por Lee et al. (2017) y Vangsgea et al. (2021) revelaron
gue estas enzimas no actuan directamente sobre la pared celular del maiz, sino que
Su accion se relaciona con mecanismos indirectos que incrementan la capacidad de
absorcion de los nutrientes en las aves.

Los resultados del presente capitulo demuestran la capacidad degradativa del
extracto enzimatico al disminuir la FDN y la HEM del salvado de trigo y la dieta.
Ademas, su aplicacién incremento la digestibilidad in vitro de la FDN, HEM y la MS

de la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas ponedoras.
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CAPITULO 6. DISCUSION GENERAL

La busqueda de alternativas para minimizar el efecto de los polisacaridos no
amilaceos presentes en las dietas destinadas a la alimentacion avicola constituye
un reto para los investigadores y productores del sector. La adicion de enzimas que
degradan estas moléculas constituye una practica frecuente utilizada a nivel
mundial.

La presente investigacion cumplié con el objetivo propuesto de obtener un extracto
enzimatico 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 logré6 demostrar la expresion de las enzimas xilanasas, [3-
mananasas y endocelulasas por Bacillus subtilis E44 en medios selectivos y durante
la FES del bagazo de cafia a escala de laboratorio. Una vez optimizado los procesos
de sintesis y extraccion se maximizo la actividad enzimatica en el crudo. El empleo
de la dosis minima en la dieta, establecida, mejor6 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 -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 segun la escala de evaluacion propuesta por Jani et al. (2012).
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Por su parte, Ravindran et al. (2018) plante6 que los residuos agroindustriales
favorecen la sintesis de estos catalizadores en la FES. Al evaluar la FES de varios
residuos para la obtencion del extracto a escala de laboratorio, se seleccioné el
bagazo de cafa de azucar como fuente de carbono mas promisoria no solo por los
valores de actividad enzimatica 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 celulolitica de la cepa, lo que motivé su exclusién como variable de
respuesta. La optimizacion de los procesos de la FES de B. subtilis para la sintesis
de las xilanasas y B-mananasas, asi como su extraccion del residuo fermentado
permiti® maximizar las actividades de los biocatalizadores en el extracto y
establecer las condiciones Optimas del proceso.

A partir de estos resultados se establecio que: el medio minimo (MM), ademas de
las sales, requiere 0,84 % de urea como fuente de nitrogeno y el pH final de la
disolucion 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 extraccion 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.

Segun Raza (2018) la optimizacion de varias enzimas microbianas en un extracto
incrementa las potencialidades del mismo en la degradacion de sustratos fibrosos y
aumenta el valor agregado de estos productos. El proceso mostré actividades de
34,25 Ul mL* para B-mananasas y 28,56 Ul mL! para xilanasas (13,59 y 3,06 veces

las actividades enzimaticas iniciales, respectivamente). Después de liofilizar, para
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su conservacion, las actividades fueron de 272,4 y 137,2 Ul mL%, respectivamente.
Al estudiar la estabilidad de las B-mananasas (enzimas que presentaron la actividad
mas alta en el extracto) se demostro que el biocatalizador mantiene su actividad al
pH (3—-7,5)y a 40 °C (t2=15,4 h).

El extracto enzimatico presenta ademas actividades amiloliticas y proteoliticas,
(283,9; 4,7 Ul mL1, respectivamente) y mantuvo la actividad endoceluloliticas
notificadas al inicio de la investigacion (8,7 Ul mL™1). La aplicacién de productos con
multiples enzimas en la alimentacion animal favorece la degradacion 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 selecciond la dieta de desarrollo para pollitas de reemplazo de gallinas
ponedoras porque es la de mayor contenido de fibra en la produccién avicola. Con
la menor dosis del extracto (25 Ul mL* g?) y el tiempo de incubacién de 6 h a 40 °C
se incrementaron los azlcares reductores en la dieta.

La transformacién de sustratos con enzimas permite una mayor disponibilidad de la
fibra para su posterior digestién (Handique et al., 2018) lo cual se demostré 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 degradacién de los
PNA en las dietas mediante el tratamiento enzimatico, incrementa la produccion de
los oligosacéridos disponibles para las fermentaciones microbianas en los ciegos
(Cadogan y Choct, 2015). Ademas 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 enziméticos para mejorar la
calidad de las dietas que se aplican en la alimentacion avicola. Desde el punto de
vista practico, los resultados de la presente investigacion brindan la metodologia de
la obtencidn del extracto enzimatico (figura 11).

El extracto enziméatico de Bacillus subtilis E44 se obtiene fundamentalmente a partir
del bagazo de cafia de azucar, residuo de la industria azucarera de facil
accesibilidad en la provincia de Matanzas. El precio de comercializacion de la
tonelada es de 363,00 pesos cubanos por consiguiente la obtencion del extracto
tendra ventajas econémicas.

La fermentacion en estado solido a nivel industrial es un proceso complejo que
implica una etapa de escalado por lo que se dificulta realizar la valoracion
econdmica 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 comercializacion de los aditivos enzimaticos 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 sintesis de las
enzimas xilanasas y B-mananasas durante la FES con la utilizacion del

bagazo de cafia de azlicar como fuente de carbono.

2. El proceso de optimizacion de la FES a escala de laboratorio incremento las

actividades de las enzimas xilanasas y f-mananasas en el extracto.

3. Las B-mananasas son estables a la temperatura y variaciones del pH. Se
detectaron ademas en el extracto enzimatico, actividades endoceluloliticas,

amiloliticas y proteoliticas.

4. El extracto de B. subtilis E44 mejoro 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 enzimético de B. subtilis E44 en la digestibilidad
de otras fuentes fibrosas utilizadas en la alimentacion avicola.

2. Determinar la estabilidad al pH y la temperatura de las enzimas del extracto.

3. Incorporar los resultados de la investigacion en la formacion académica de

estudiantes de pregrado y postgrado.
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ANEXOS

Anexo 1. Organizacion de la tesis
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Anexos

Anexo 2. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para la produccion

de xilanasas.
Fuente Ci:r(;]rzg; Gl Cﬁgg%do 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: % inoculo 5,63 1 5,63 0,3098
E: tiempo incubacién 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)2HPOa4 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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Anexos

Anexo 3. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para la produccion

de B-mananasas.

Fuente Suma de Gl Cuadrqdo Valor de P
cuadrados medio
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: % indculo 38,75 1 38,75 0,5078
E: tiempo incubacion 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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Anexos

Anexo 4. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para las enzimas

endocelulasas.

Fuente Sumade Gl Cuadrfado Valor de
Cuadrados Medio 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: % inoculo 1,05 1 1,05 0,5198
E: tiempo de incubacion 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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Anexos

Anexo 5. Composicién quimica de la dieta de crecimiento para pollitas de reemplazo

de gallinas ponedoras.

Componentes de la dieta (%)
Maiz 56,00
Soya 14,15
Salvado de Trigo 26,00
Fosfato monocalcico 1,25
Carbonato de calcio 1,60
Sal comun 0,30
DL Metionina 0,17
Lisina 0,10
Colina 0,13
(Fz’)remezcla vitaminas ) —_minerales 0,30

Aporte de nutrientes calculados
Proteina bruta 14,55
Energia metabolizable (MJ/kg) 2 760
Fibra bruta 4,07
Fosforo disponible 0,41
Calcio 0,91

(1) Suplemento vitaminico: vitamina A, 10000 Ul; vitamina D3, 2000 Ul; vitamina E, 10 mg;
vitamina K3, 2 mg; tiamina, 1 mg; riboflavina, 5 mg; piridoxina, 2 mg; vitamina B12, 15.4 ug;
acido nicotinico, 125 mg; pantotenato de Ca, 10 mg; acido félico, 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.
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