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Resumen

La industria cervecera es una de las mas grandes a nivel mundial, produciendo mas de 190
millones de kilolitros para el 2014. De esta se obtienen gran cantidad de co-productos como lo
es la cascarilla de cebada, siendo este el mas abundante. Este es un material rico en celulosa,
hemicelulosa, proteina, lignina, entre otros. Hoy en dfa solo es utilizado como ingrediente en
piensos animales, no obstante, tiene gran potencial como materia prima en diversas industrias y
procesos de producciéon como lo son los procesos biotecnoldgicos, utilizando la cascarilla
como sustrato para la generacion de productos de valor agregado, p.e xilitol. Este es un azucar-
alcohol con multiples beneficios como edulcorante terapéutico y bajo en calorfas. Para este fin
es necesario generar de la cascarilla un hidrolizado rico en los monosacaridos requeridos en el
proceso de produccion. La degradacion se puede llevar a cabo mediante distintos procesos
hidroliticos ya sean enzimaticos, hidrotérmicos o quimicos. El proceso de hidrolisis por
enzimas lignoceluloliticas disminuye la contaminacién, el consumo de energia y el uso de
sustancias peligrosas al ser generadas por microorganismos como lo son los pertenecientes al

género Penicillum.

En este trabajo de grado se determinaron las condiciones de temperatura, pH, tiempo de
hidrolisis, dosis de la enzima endoxilanasa y porcentaje de cascarilla de cebada necesarios para
obtener la mayor concentracion de xilosa a partir de la hidrolisis del material con el extracto
enzimatico obtenido a partir de Penzcillinm sp. HC1 a escala de laboratorio. Para esto se evalud
la actividad endoxilanasa del extracto bajo diferentes valores de pH y temperatura, obteniendo
la mayor actividad a pH 4 y 40°C. La influencia de la dosis de endoxilanasas y el porcentaje de
biomasa en la liberacién de azucares reductores se determiné usando un disefio central
compuesto (CCD), donde se evaluaron estos dos factores, cada uno con 2 niveles (+1 y -1), 2
puntos axiales (+1,5 y -1,5) y un punto central (0) con un total de 9 tratamientos y 29
experimentos incluyendo réplicas. Todos los tratamientos se evaluaron alas 2, 4, 6, 8, 10 y 24
horas. En cada hora de muestreo se determino la concentraciéon de azucares reductores, la
productividad, el porcentaje de sacarificacién y rendimiento para asi establecer la duracion del
proceso hidrdlitico, siendo este entre las 6 y 8 horas. Se realizé un analisis ANOVA de dos vias
a las 6 y 8 horas del proceso, ajustando los resultados a un modelo cuadratico y de segundo
orden respectivamente. El andlisis estadistico demostré que tanto el porcentaje de cascarilla, la
dosis de endoxilanasas y la interacciéon entre ambos factores son términos que afectan
significativamente la liberacién de azicares reductores (valor-p<0,05), de forma positiva. No
obstante, el término que mayor inciden sobre la variable de respuesta es el porcentaje de
cascarilla. Se obtuvieron varios soluciones a la optimizaciéon de la concentraciéon de aztcares
reductores, estando entre ellas las condiciones del tratamiento 3 (1000 U g+ y 6%) donde el
mejor tiempo resultd las 6 horas con 10, 37 g L+ de azicares reductores y 2,72 ¢ L+ de xilosa.



1.  Introduccién y justificacion

La cerveza se encuentra entre las cinco bebidas mas consumidas a nivel mundial (Aliyu &
Bala 2011, Steiner et al. 2015), fabricandose en el 2014 mas de 190 millones de kilolitros de
cerveza alrededor del mundo. En dicho afio Colombia se posicioné como el cuarto productor
de cerveza en Latinoamérica y ocupd el puesto 19 a nivel mundial, con una produccién mayor
a 2 millones de kilolitros de cerveza y un crecimiento del 26,3% en la produccion en la dltima
década (Kirin Beer University, 2015). No obstante, dicho crecimiento tiene un importante
impacto a nivel ambiental debido al alto consumo de energfa (~126,9 kWh/m’ de cerveza) y
grandes volimenes de agua (~49,9 m’/m’ de cerveza), ademas de la generacién de numeroso
residuos y co-productos derivados del proceso de produccion (Mussatto et al. 2013, Olajire
2012). El co-producto mas abundante de esta industria es la cascarilla de cebada, representando
aproximadamente el 85% (p/p) del total (Steiner et al. 2015). Segin Niemi et al. (2013)
anualmente se generan mas de 30 millones de toneladas de este material alrededor del mundo;
en Colombia se estima una produccién cercana a las 404.000 toneladas en base himeda de
cascarilla de cebada en el 2014 (Kirin Beer University, 2015, Steiner et al. 2015). Dicho material
es usualmente desaprovechado al ser considerado un residuo de la industria, sin embargo, por
su naturaleza la cascarilla de cebada puede ser facilmente reciclada y reutilizada, permitiendo un
manejo amigable con el ambiente (Mussatto et al. 2000, Reis et al. 2015, Waters et al. 2012).

La cascarilla de cebada es un material compuesto principalmente por lignina, celulosa,
hemicelulosa y proteinas (Steiner et al. 2015, Wang et al. 2015). Gracias a su composicion, gran
abundancia y bajo costo, la cascarilla de cebada es reconocida por distintos autores como un
recurso valioso para la industria, haciendo énfasis en la importancia de buscar alternativas de
aprovechamiento de este tipo de co-productos (Aliyu & Bala 2011, Mussatto et al. 2013,
Severini et al. 2015, Steiner et al. 2015, Waters et al. 2012). En la actualidad, la unica aplicacion
de la cascarilla de cebada es la alimentacién animal, no obstante, existe un creciente interés en
su valor dentro de la alimentacién humana (Reis et al. 2014, Waters et al. 2012), como material
de construccion (Aliyu & Bala 2011) y para la produccion de papel (Mussatto et al. 2006). Otras
aplicaciones con gran potencial van encaminadas a su uso como materia prima en procesos
biotecnoldgicos, siendo utilizado exitosamente como sustrato para el cultivo de distintos
microorganismos a nivel de laboratorio y para la obtenciéon de distintos compuestos con valor
agregado como etanol, acido lactico, acido ferdlico, biogas, enzimas y xilitol, entre otros (Aliyu
& Bala 2011, Mussatto et al. 2013, Steiner et al. 2015).

El xilitol es un edulcorante de gran interés en la industria de alimentos y farmacéutica al
poseer solo el 60% de las calorias de la sacarosa y estar asociado a distintos beneficios a la salud
como mejorar la salud dental, ayudar al control de la diabetes y pérdida de peso, entre otros. La
cascarilla de cebada tiene un gran potencial como sustrato para la produccion de xilitol debido
a su alto contenido de xilosa (molécula precursora) ya que alrededor del 28 al 35% (peso seco)
de este material corresponde a hemicelulosa, fraccién constituida principalmente por



arabinoxilanos (Aliyu & Bala 2011, Severini et al. 2015, Waters et al. 2012). Autores como
Mussato & Roberto (2008) y Carvalheiro et al. (2006) han usado exitosamente la cascarilla de
cebada como sustrato para la produccion biolégica de xilitol a nivel de laboratorio usando
Candida guilliermondii y Debaryomyces hansenii respectivamente.

No obstante, para hacer uso de cualquier material lignocelulésico como sustrato en
fermentaciones microbianas es necesario generar un hidrolizado fermentable rico en los
monosacaridos requeridos en el proceso de produccion, siendo necesario solubilizar estos a
partir de los polimeros presentes en la biomasa para que se encuentren disponibles en mayor
cantidad (Aliyu & Bala 2011, Camargo et al. 2015, Xiros et al. 2011). La degradacion de la
cascarilla de cebada puede llevarse a cabo mediante distintos procesos hidroliticos ya sean
enzimaticos, hidrotérmicos o quimicos (en condiciones acidas o alcali, alta temperatura y
presion) (Mussatto et al. 2006, Rafiqul et al. 2014). Este ultimo es el método mas investigado y
utilizado debido a su simplicidad y efectividad (Mussatto et al. 2006, Rafiqul et al. 2014), sin
embargo el uso de enzimas lignoceluloliticas ganan valor por disminuir la contaminacién, el
consumo de energfa y el uso de sustancias peligrosas (Moteshafi et al. 2016). Para llevar a cabo
una hidrélisis enzimatica completa y eficiente de los arabinoxilanos presente en la cascarilla de
cebada es necesario la accion de un complejo enzimatico denominado “complejo xilanolitico”
compuesto por diversas enzimas donde se destacan las endo- $-1,4-xilanasa o endoxilanasas
(EC 3.2.1.8), B-xilosidasas (EC 3.2.1.37) y como enzimas de tipo accesorio: a-L-
arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), acetil xilano esterasa (EC 3.1.1.72) y feruloil esterasa (EC
3.1.1.73) (Fanchini et al. 2016, Xiros et al. 2011).

Aun cuando el uso de enzimas se posiciona como alternativa a la hidrélisis quimica, es
necesario determinar las condiciones y parametros 6ptimos a los cuales se llevara a cabo la
degradacion del material lignoceluldsico; la cantidad y mezcla de las enzimas, la absorcion de la
enzima, la recalcitrancia del material y las condiciones de reaccién como la temperatura y el pH
son variables que afectan considerablemente la hidrolisis de la biomasa. Lo anterior se ve
potenciado por la complejidad y heterogeneidad que presenta la hemicelulosa lo que dificulta
lograr altos niveles de sacarificaciéon en tiempos de reaccion cortos (Xiros et al. 2011). La
hidrolisis parcial de la cascarilla de cebada para liberar xilosa y otros aztcares se ha realizado en
trabajos previos con extractos enzimaticos provenientes de Bacillus subtilis (Moteshafi et al.
20106) y Fusarium oxyspornm (Xiros et al. 2011), donde la optimizacién de las condiciones de
degradacion se centran en la dosis de las enzimas, el tiempo de reaccidn, la temperatura y el
pH. Sin embargo no existen estudios con extractos enzimaticos obtenidos de Penicillinm spp. a
pesar de que especies de este género también poseen la maquinaria enzimatica necesaria para la
degradacion de este material. Se ha reportado que Penicillium janczewskii expresa endoxilanasa, 3-
xilosidasa y a-L-arabinofuranosidasa (Fanchini et al. 2016). También en un estudio previo a
esta investigacion se determiné que la cascarilla de cebada es un sustrato econémico y
promisorio para la produccion extracelular de las enzimas endoglucanasas, celobiohidrolasas, 3
1,4-D-glucosidasas y endoxilanasas usando el hongo Penicillinm sp. HC1 (Correa 2016). Por lo
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anterior, en este trabajo de investigacion se desea determinar las mejores condiciones de
temperatura, pH, dosis de la enzima endoxilanasa y porcentaje de cascarilla para el proceso de
hidrolisis enzimatica de la cascarilla de cebada con el extracto enzimatico obtenido a partir de
Penicillinm sp. HC1 a nivel de laboratorio.

1.1.  Pregunta de investigacion

¢Cuales son las condiciones que permiten la mayor liberacién de xilosa a partir de la
hidrolisis parcial de cascarilla de cebada haciendo uso del extracto enzimatico obtenido de
Penicillinm sp. HC1?
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2. Marco teodrico y estado del arte.

2.1.  Proceso de produccion de cerveza

El proceso de produccién de cerveza esta compuesto de varias etapas como lo son el
manejo de materias primas, malteado, molienda de la malta, enfriamiento del mosto,
fermentacion y maduracion del filtrado, entre otras. Dentro de las principales materias primas
que se usan en estas diferentes etapas, esta la cebada (Mussatto et al. 2000).

Para llevar a cabo la fabricacion de la cerveza, esta materia prima (cebada malteada) debe
pasar por un proceso de molienda y posterior mezcla con agua en ollas de coccién, donde se
incrementa la temperatura gradualmente (empezando en temperaturas de 37°C hasta llegar a
78°C) con el fin de incentivar la hidrolisis enzimatica de los componentes de la malta, este
proceso se denomina maceraciéon. Como resultado de este paso se obtiene un liquido dulce que
se llama mosto. La parte del grano de cebada malteada insoluble que no se degrado, se deja
reposar hasta que este forme un lecho sobre las ollas de coccidn, lo cual sirve como un lecho
filtrante para separar el mosto. El mosto que fue filtrado anteriormente se lleva a procesos de
evaporacion y enfriamiento. Luego este es usado como sustrato de fermentacion para la
produccion de cerveza, mientras que la parte solida (que forma el lecho filtrante) compone la
cascarilla de cebada (Mussatto et al. 2000).

2.2, Cascarilla de cebada

La cebada maltera (Hordeum vulgare) es una especie de cereal, que pertenece al grupo de las
plantas monocotiledéneas y a la familia taxonémica Poaceae. Comercialmente este cereal es
valorado por la cosecha de sus granos que son empleados en la mayoria de los casos como
materia prima para la industria de la cerveza (Holopainen 2015). El grano de cebada es rico en
almidoén y proteina, las cuales se encuentran distribuidas en tres estructuras que son el germen,
el endospermo y la cubierta del grano. Esta dltima estructura corresponde al residuo mas
abundante de la industria cervecera. A su vez esta compuesta por tres capas que son la

envoltura de la semilla, las cubiertas del pericarpio y la cascara.

La cascarilla de cebada esta constituida principalmente por celulosa, hemicelulosa, lignina y
proteina. Los porcentajes estan entre 13-21%, 21-35%, 12-16% y 19-30% respectivamente. As{
mismo este material es rico en distintos monosacaridos como xilosa, glucosa y arabinosa (Aliyu
& Bala, 2011). La fraccién de hemicelulosa esta constituida principalmente por arabinoxilanos
(Aliya & Bala 2011, Severini et al. 2015, Waters et al. 2012), los cuales son un grupo
heterogéneo de polisacaridos formados por una cadena lineal de xilosas unidas por enlaces {3-
(1-4) a la cual se enlazan residuos de arabinosa con enlaces «-(1-2) o a-(1-3) y pueden
encontrarse sustituciones de acido ferdlico unidos por enlaces éster (Severini et al. 2015)
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(Figura 1). Segun Laine et al. (2015), la xilosa presente en la cascarilla de cebada que
emplearon corresponde aproximadamente al 17,1% de la materia seca.
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Fig. 1. Estructura de arabinoxilano donde se muestra residuos de xilosa (A), con residuos de
arabinosa (b), y algunas sustituciones de 4cido ferilico (C) (Tomado de: Chavez et al. 2006)

2.2.1.  Aplicaciones potenciales de la cascarilla de cebada

En la actualidad el Gnico uso que se le da a la cascarilla de cebada es para la fabricacion de
piensos animales. Sin embargo, este material tiene diversas aplicaciones potenciales que
permiten su aprovechamiento como lo es su utilizacién dentro de la alimentacién humana
gracias a su alto contenido nutricional y el potencial de los arabinoxilanos como prebidticos
(Reis et al. 2014, Waters et al. 2012). Por otra parte, se ha propuesto su uso como material de
construccion debido a sus caracteristicas termoaislantes, fabricacién de papel, produccion de
energfa, material absorbente para retirar compuestos volatiles toéxicos (p.e Compuestos
organicos volatiles) y como materia prima en procesos biotecnolégicos, entre otros (Aliyu &
Bala 2011, Mussatto et al. 2006). El campo que mas ha estudiado los diferentes usos de la
cascarilla de cebada es el de los procesos biotecnoldgicos; donde se puede encontrar la
produccién de enzimas, biomasa y otros productos como antioxidantes, monosacaridos,
oligosacaridos, xilitol, arabitol, bioetanol, biogas, acido lactico o la produccién de proteinas y
lipidos funcionales (Xiros & Christakopoulo 2012, Mussato et al. 2007).

2.2.2. Xilitol

El xilitol es un edulcorante bajo en calorfas de gran interés en la industria de alimentos que
esta asociado a distintos beneficios como mejorar la salud dental al ser un compuesto
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anticariogénico, ayudar al control de la diabetes y pérdida de peso, ademas de mostrar efectos
antimicrobianos y antiinflamatorios, incrementar la densidad 6sea, entre otros. En la actualidad
la produccion de este edulcorante se realiza mediante la hidrogenacién quimica de la xilosa, el
cual es un proceso de alto costo y contaminante debido al uso de altas temperaturas (80-140°C)
y altas presiones (>50 atm). No obstante, el xilitol puede ser producidos a través de procesos
netamente biotecnolégicos haciendo uso de diversos microorganismos como Candida
guilliermondiz, permitiendo generar este compuesto a condiciones menos extremas (~30°C),
siendo esta una alternativa mas amigable con el ambiente y que ofrece disminuir los costos de
produccion (Camargo et al. 2015, Mussatto et al. 2005).

2.3. Degradacion de residuos lignoceluldsicos

Para llevar a cabo la biotransformaciéon de un sustrato en algin producto se requiere la
accion de enzimas, las cuales deben tener la capacidad de degradar el material lignocelulésico.
En muchos casos, estas enzimas pueden ser producidas por diferentes microorganismos como
bacterias, levaduras y hongos, y suelen ser extracelulares. Para la degradacion de arabinoxilanos
se requiere un grupo de enzimas glicanasas y esterasas conocido como complejo enzimatico
xilanolitico que incluye enzimas como (Chavez et al. 2006):

e FEndo-1,4-B-xilanasa o endoxilanasas (E.C. 3.2.1.8) que hidroliza al azar la cadena
principal de xilosa produciendo una mezcla de xilooligosacaridos.

e (-Xilosidasas (E.C. 3.2.1.37) que liberan xilosa de los oligosacaridos cortos

e o-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) que remueve los residuos de arabinosa de las
cadenas laterales

e Teruloil esterasas (E.C. 3.1.1.73) que remueve los acidos fendlicos enlazados a los
residuos de arabinosa

Para la sacarificacion, es decir, para la liberaciéon de azucares de la cascarilla de cebada se
reporta el uso de enzimas celuloliticas y xilanoliticas de diversos origenes como lo son las
enzimas producidas por Fusarium oxysporum F3 (Xiros et al. 2011) y de Bacillus subtilis D3d
(Moteshafi et al. 20106); adicionalmente se encuentra la utilizaciéon de distintas enzimas
comerciales para la hidrélisis de los polisacaridos presentes en la cascarilla de cebada
(Macheiner et al. 2003, Niemi et al. 2012).

Penicillinm spp. son organismos filamentosos pertenecientes a la familia Trichomatiaceae,
que poseen alta diversidad de enzimas con utilidad en la industria como las lipasas, proteasas,
pectinasas, glucosa oxidasa y celulasas, entre otras (Gusakov & Sinitsyn 2012). Adicionalmente,
se ha descrito que Penzillinm janczewskii es productor del complejo de enzimas xilanoliticas,
especialmente de las enzimas endo-3-1,4-D-xilanasas y B-D-xilosidasas (Fanchini et al. 2010).
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Asi mismo, en especies como P. echinulatum se ha observado la producciéon de un complejo de
B-glucosidasas termoestables y de endoxilanasas (Reis et al. 2013) y en P. oxalicum GZ-2 se ha
reportado la produccion de multiples isoformas de endoxilanasas (Liao et al. 2015). Por su
capacidad de generar estos tipos de enzimas, este microorganismo puede participar en la
degradacion de residuos lignoceluldsicos (Carvalho et al. 2014) como lo es la sacarificacion de
hojarasca de maiz (Shi et al. 2011). En cuanto a Penicillium sp. HC1, este se ha reportado como
productor de endoxilanasas, endoglucanasas, celobiohidrolasas y 3 1,4-D-glucosidasas sobre
tamo de arroz (Sanchez 2013) y cascarilla de cebada (Correa 20106).

La degradacion de estos residuos lignocelulosicos es un proceso oxidativo que requiere la
accion de varias enzimas debido a su complejidad, donde ademas de incluir las enzimas
mencionadas anteriormente, incluye enzimas como lo son la lacasa, lignina peroxidasa y
manganeso peroxidasa, las cuales pueden ser producidas por microorganismos como lo son los
pertenecientes al género Pleurotus (Diaz et al. 2011).

2.4.  Factores que afectan la actividad enzimatica

Para que cada una de las enzimas que pueden ser generadas por un microorganismo actien
y degraden un sustrato, se les debe proporcionar ciertas condiciones para que este proceso se
lleve a cabo. Algunos de estos factores que pueden alterar o favorecer la acciéon de una enzima
corresponden al pH, temperatura, concentracion de la enzima y concentracién del sustrato,
entre otros. Por ejemplo, en algunos estudios se ha descrito la actividad y estabilidad de
enzimas en especies del género Penicillium. 1Lee y colaboradores (2010) evaluaron la produccion
de la enzima endo-B-1,4-glucanasa por Penicillinm purpurogenum, la cual mostré una actividad
enzimatica significativa a altas temperaturas (70° C y 60°C) y un pH 6ptimo de 5, en la
investigaciéon de Liao y colaboradores (2015) se describi6 la actividad enzimatica y estabilidad
de xilanasas producidas por Penicillium oxalicum sobre diferentes sustratos lignocelulésicos
donde se observo que la actividad enzimatica se mantuvo estable en un rango de pH entre 3-5
y una temperatura entre 50° y 55°C (donde se retuvo aproximadamente el 80% de actividad),

lo cual deja ver que cada enzima tiene ciertas condiciones que favorecen o no su actividad.
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3.

Objetivos
3.1.  Objetivo general
Establecer las condiciones para la liberaciéon de xilosa a partir de la hidrolisis

parcial de cascarilla de cebada haciendo uso del extracto enzimatico obtenido
de Penzcillinm sp. HC1.

3.2.  Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad
enzimatica de las endoxilanasas presentes en el extracto enzimatico

producido por Penicillinm sp. HC1

2. Establecer el tiempo de degradaciéon de la cascarilla de cebada donde se
obtenga la mayor liberacién de xilosa.

3. Determinar la concentracién de cascarilla de cebada y la dosis de
endoxilanasa presente en el extracto enzimatico que permita obtener la

mayor liberacion de xilosa.
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4. Metodologia
4.1.  Adquisicién y adecuacion de la cascarilla de cebada

La cascarilla de cebada generada tras el proceso cervecero fue proporcionada en fresco por
la planta industrial de Bavaria S.A ubicada en el municipio de Tocancipa, Cundinamarca. Dicha
biomasa se someti6é a un proceso de secado en un horno de conveccién a 50°C por 48 horas
con el fin de disminuir el alto contenido de humedad que este presenta ( ~77-81%) a menos
del 10%, para evitar el crecimiento de microorganismos durante su almacenamiento. Una vez
seca la cascarilla, esta fue molida mediante un molino de cuchillas con el fin de obtener
particulas con un tamafio menor a Imm. La cascarilla usada en esta investigaciéon fue
caracterizada (Tabla 1) mediante la técnica reportada por el Laboratorio Nacional de Energifa
renovable (NREL por sus siglas en inglés) para la determinacién de la curva de concentracion
de lignina soluble en acido por espectroscopia UV-Vis (Hyman et al. 2007).

Tabla 1. Composicion quimica cascarilla de cebada (Lote 2)

Componente Materia seca (%)
Proteina (N x 6.25) 17.210.4
Extractivos 12.620.5
Lignina acido-insoluble 13.4£1.0
Celulosa 19.3£1.0
Hemicelulosa 30.1+£0.4

Xilosa 20.7£0.4

Arabinosa 9.4%0.2
Grupos acetilo 0.2%0.008
Cenizas 3.5%0.1
Otros (por diferencia) 3.810.2

Realizado por Carolina Rojas
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4.2. Produccion de extracto enzimatico
4.2.1. Inéculo

En este proyecto se utilizé un aislamiento de Penicillinm sp. codificado como HC1, el cual
fue obtenido de suelo rizosférico de un cultivo de arroz en Tolima, Colombia (Gutiérrez et al.
2012). A partir del banco de trabajo proveniente del cepario del Laboratorio de Biotecnologia
Aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana se reactivd Penicillium sp. HC1 en medio agar
papa dextrosa (PDA), con un tiempo de incubacion de 8 dfas a 28°C. Culminado dicho tiempo
se prepar6 una suspension de conidios mediante la adiciéon de 10 mL de solucion salina (0.85%
p/v) con Tween 80 (0,1% v/v) a cada caja sembrada para desprender los conidios y se filtraron
los mismo a través de algodon estéril para retirar los restos de micelio. A esta suspension de
conidios se le realizaron lavados sucesivos con solucion salina (0,85% p/v) con el fin de retirar
trazas del medio de cultivo que pudiese impregnar los mismos. La suspension ya lavada se
ajust6 a una concentracién del orden de 10° conidios mI." mediante recuentos en cimara de

Neubauer, siendo esta suspension el indculo a utilizar en los cultivos subsecuentes.

4.2.2. Fermentacion discontinua y obtencion de extracto enzimatico

La produccion del extracto enzimatico se llevé a cabo en matraces de 1L con un volumen
efectivo de trabajo del 20%. A cada matraz se le adiciono 3% de la cascarilla de cebada
previamente secada y molida junto con 180mL de una solucién de sales compuesta de: (NH,) ,
SO,5¢g LY KH,PO, 0,3 ¢ LY MgSO, 7TH,0 0,83 ¢ LY CaClL, 03 ¢ LY FeSO, 7TH,O 0,005 g I
', MnSO, 1,56 mg L' y ZnSO, 1,4 mg L' (Mandels & Weber, 1969) ajustado a pH 6. Se
inoculé cada matraz con 20mL de la suspension de conidios mencionada en el numeral 4.2.1. y
se llevé a incubar durante 10 dfas a 150 rpm y 30°C (Correa 2016). Culminado el tiempo de
incubacion, el extracto crudo se separ6 por centrifugacion a 8000 rpm durante 20 min a 7°C en
una centrifuga Sorvall RC 6 Plus Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA). El sobrenadante
fue filtrado en condiciones de esterilidad por membranas de 0,45 um y 0,22 pm sucesivamente.
Posteriormente se adicioné azida de sodio al 0,03% (p/p) al extracto enzimatico y se almacend
a -20°C para su posterior uso (Faria et al. 2008). Se determiné de cada extracto la actividad
enzimatica de endoxilanasas y los azucares reductores residuales del cultivo, como se describe
en el item 4.5.

4.3. Efecto del pH y temperatura sobre la actividad enzimatica

Diversos buffers (buffer citrato de sodio 0,IM pH 4 -5 -5,5-6 - 6,5 - 7 y buffer fosfato
de sodio 0,1M pH 8) se utilizaron para evaluar el efecto del pH sobre la actividad endoxilanasa
del extracto enzimatico de Penicillium sp. HC1. Para ello se mezclé 50ul del extracto con 450ul
de xilano de madera de haya (Beechwood en inglés) al 1% (p/v) preparado en los diferentes
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buffers, siendo este el sustrato de la reacciéon enzimatica. La reacciéon y medicion de dicha
actividad se llevé a cabo de la forma descrita en el numeral 4.5.2. adoptando la misma
definicion de la unidad de actividad enzimatica. Con el pH en que se obtuvo la mayor actividad
endoxilanasa se evalud el efecto de la temperatura sobre la velocidad de la reacciéon siguiendo el
mismo procedimiento descrito para el pH, pero en este caso se vari6 la temperatura de
reaccion en 30, 40, 50, 60 y 70°C, esto para determinar la temperatura a la que se obtiene
mayor actividad endoxilanasa del extracto enzimatico.

4.4. Hidrdlisis parcial de la cascarilla de cebada
4.4.1. Disefio experimental

La influencia de la dosis de enzimas endoxilanasas y el porcentaje de cascarilla de cebada
en la liberaciéon de azicares reductores se determind usando un disefio central compuesto
(CCD) establecido mediante el programa estadistico Desing-Expert Version 7. De esta forma,
se evaluaron los 2 factores mencionados, cada uno con 2 niveles (+1 y -1), 2 puntos axiales
(+1,5y-1,5) y un punto central (0), resultando en un total de 9 tratamientos y 29 experimentos
con sus respectivas réplicas (cinco réplicas para el punto central y tres para los puntos axiales y
los niveles) (Tabla 2). Todos los tratamientos se evaluaron en 6 tiempos, siendo estos: 2, 4, 6,
8, 10 y 24 horas con el fin de determinar la duracién del proceso de hidrélisis enzimatica. Las
horas de muestreos fueron selecciénadas teniendo en cuenta el comportamiento de la
concentracion de azudcares liberados de la hidrélisis enzimatica de materiales lighocelulosico a
través del tiempo observadas en los estudios de Xiros et al. (2011) y Shi et al. (2011).

Tabla 2. Disefio experimental de tipo central compuesto

Niveles codificados

Factores Codigo
+15 +1 0 1 1,5
Dosis de endoxilanasas (U g1) A 1145 1000 650 300 155
Cascarilla de cebada (%) B 6,6 6 4,5 3 2,4
. . Factores
Tratamientos  Experimentos - -
A: Dosis (U/g")  B: Cascatrilla (%)
1 1145 45
1 2 1145 4,5
3 1145 45
4 1000 3
2 5 1000 3
6 1000 3
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Factores
A: Dosis (U/g")  B: Cascatrilla (%)

Tratamientos  Experimentos

1000 6
3 8 1000 6
1000 6
10 650 2.4
4 11 650 2.4
12 650 2.4
13 650 45
14 650 45
5 15 650 45
16 650 45
17 650 45
18 650 6,6
6 19 650 6,6
20 650 6,6
21 300 3
7 22 300 3
23 300 3
24 300 6
8 25 300 6
26 300 6
27 155 45
9 28 155 45
29 155 45

A partir de la concentracién de azucares reductores liberados en los experimentos
propuestos se calculd la productividad de los mismos, permitiendo conocer la concentraciéon
de azucares que se liberaron por hora (Ecuacion 1).

.o L~ de AR obtenidos en la hidrélisis enzimatica
Productividad = £

tiempo (h) (Ecuacion 1)

Igualmente se calcul6 el porcentaje de rendimiento de azuicares reductores en la hidrolisis
enzimatica (Ecuacién 2) y el porcentaje de sacarificacion (Ecuacién 3). Ambos parametros
permiten conocer cuan eficiente son los tratamientos en la liberacion de los monémeros
presentes en la cascarilla de cebada.
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g de AR obtenidos en la hidroélisis enzimatica

% Rendimiento en la hidrdlisis enzimatica = (Ecuacién 2)

100 g de materia prima

g de AR obtenidos en la hidrélisis enzimatica
100 g de AR potenciales en la cascarilla

% Sacarificaciéon = (Ecuacion 3)

Los azucares reductores potenciales en la cascarilla se determiné partiendo de su
caracterizacion (Tabla 1) y haciendo uso del factor de conversion de celulosa y hemicelulosa
utilizado en el estudio de Shi et al. (2011) (Ecuacion 4).

g de celulosa+g hemicelulosa
100 g cascarilla

0,9

g cascarilla

g de AR potenciales en la cascarilla =

(Ecuacion 4)

4.4.2 Montaje y evaluacion de los tratamientos

Los tratamientos fueron llevados a cabo en matraces de 100mL con un volumen efectivo
de trabajo del 20%. En cada matraz se adicion6 el porcentaje de cascarilla de cebada
previamente secada y molida correspondientes al tratamiento y se llevaron a esterilizar.
Posteriormente se agregaron 20mL de una soluciéon estéril con la dosis de la enzima
endoxilanasa pertinente; la soluciéon fue preparada mediante la dilucién del extracto con buffer
citrato a pH 4. Los matraces se colocaron en agitacion a 150 rpm a 40°C. Las condiciones de
temperatura y pH se seleccionaron tras realizar las actividades del numeral 4.3.

Los matraces se extrajeron en cada uno de los tiempos de muestreos definidos (muestreo
destructivo) y su contenido se centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos en una centrifuga
Sorvall RC 6 Plus Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA). El sobrenadante fue filtrado
por membrana de 0,45um y las muestras se almacenaron inmediatamente en refrigeracion. A
partir del filtrado se determinaron los azucares reductores y el perfil de azdcares por
cromatografia liquida de alta eficacia del mejor tratamiento.

4.5. Métodos analiticos
4.5.1.  Cuantificacién de azucares reductores y perfil de azucares
En primera instancia se realizo la cuantificacién de azicares reductores mediante la técnica

de del acido 3,5-dinitrosalilicilico o DNS (Miller 1959), calculando las concentraciones
mediante una curva patrén realizada con xilosa. La determinacién de las concentraciones de
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glucosa, xilosa y arabinosa en el hidrolizado enzimatico del tratamiento elegido se realizé por
medio cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC por sus siglas en inglés) en un
cromatografo con detector de indice de refraccion (IR) y una columna Sugar Pack SZ5532(150
mm x 1.6 mm; Shodex) a 65°C, usando como fase moévil una mezcla compuesta por
acetonitrilo - agua en proporcién 80:20 a un flujo de 1 mL min" y una inyeccién de muestra
de 20 pL.

4.5.2. Actividad endoxilanasa

La actividad endoxilanasa o endo-1,4-B-D-xilano xilohidrolasa (EC 3.2.1.8) se determiné
mezclando 50 ul de muestra con 450 pl de xilano de beechwood al 1% (p/v) en buffer citrato
50 mM (pH 5.3). La reaccién enzimatica se llevé a cabo a 50°C por 5 minutos (Bailey et al.
1992). La cantidad de azucares reductores liberados se determiné por la técnica de DNS
empleando xilosa como estandar. Una unidad de actividad endoxilanasa se define como la
cantidad de enzima que libera 1 umol de azicares reductores equivalentes a xilosa por minuto
a las condiciones del ensayo.

4.6. Analisis estadistico

A través del programa estadistico Desing Experter Versién 10 se realizo un analisis de
varianza (ANOVA) de una via para determinar el efecto del pH y la temperatura sobre la
actividad endoxilanasa del extracto enzimatico. Paralelamente, se llevd a cabo un anilisis
ANOVA de dos vias de los resultados del disefio experimental (CCD) para determinar el
efecto que tiene el porcentaje de cascarilla de cebada, la dosis de endoxilanasas y la interaccion
entre ambos factores sobre la liberaciéon de azicares reductores, ajustandose los resultados a un

modelo de segundo orden o cuadratico para su optimizacion.
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5. Resultados
5.1.  Efecto del pH y temperatura en la actividad endoxilanasa

Se evalud la actividad endoxilanasa del extracto enzimatico producido por Penicillinm sp.
HC1 bajo distintos valores de pH y temperatura. Como se observa en la Figura 2 estas dos
condiciones afectan significativamente la actividad enzimatica presente en el extracto (valor-p
<0,0001 para ambos factores), encontrandose que a pH 4 se obtiene la mayor actividad (Figura
2A); por otra parte, a pH 8 se encuentra la minima actividad, siendo menor al 1%. Por otro
lado, se determind que la maxima actividad endoxilanasa se obtiene a 50°C. No obstante, la
diferencia con la actividad presente en el extracto a 40°C no es significativa (valor-p =0,1233),
siendo esta del 94% con respecto a la maxima y con una desviacion estandar de 7,15% (Figura
2B). Tanto a 30°C como a 70°C se encuentran las actividades de endoxilanasas mas bajas,
estando estas por debajo del 71% con respecto a la maxima actividad enzimatica obtenida.
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Fig. 2. Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimatica (endoxilanasa) del extracto
enzimatico producido por Penicillium sp. HC1. (A) Actividad enzimatica a 50°C bajo diferentes valores
de pH. (B) Actividad enzimatica a pH 4 bajo diferentes temperaturas.

5.2.  Cinética de la hidrélisis parcial de cascarilla de cebada

Se estudi6 el impacto de la dosis de endoxilanasas (U g) y el porcentaje de cascarilla de
cebada en la hidrdlisis parcial de los polisacaridos presentes en este material a través del
tiempo. Se evidenci6 la liberaciéon de aztcares reductores desde la segunda hora del proceso
aumentando progresivamente hasta las 24 horas, encontrando en este las mayores
concentraciones de azucares reductores para todos los tratamientos realizados (Figura 3). La
maxima concentracién de aztcares obtenida fue de 12,5%0,15 g L en el tratamiento 3 (6% de
cascarilla de cebada y 1000 U g™). No obstante, la diferencia entre las concentraciones maximas
y las halladas desde la hora 8 para sus respectivos tratamientos es minima, siendo dicha
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. . -1 s 7
diferenciade 1 a 2 g L". De esta forma se observa que la concentraciéon de azucares reductores
en el hidrolizado enzimatico se comienza a estabilizar en general entre las 6 y 8 horas de
iniciado el proceso.

144

T1(1145U g™ - 4,5%)
T2 (1000 U g' - 3%)
T3 (1000 U g' - 6%)
T4 (650 U g -2,4%)
T5 (650 U g -4,5%)
T6 (650 U g™ -6,6%)
T7 (300 U g -3%)
T8 (300 U g -6%)
T9(155 U g™ -4,5%)
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Fig. 3. Cinética de la liberacién de azicares reductores a partir de la hidrélisis parcial de cascarilla
de cebada haciendo uso del extracto enzimatico producido por Penicillium sp. HC1. El proceso se llevé a
cabo a 40°C, pH 4 y 150 rpm para cada uno de los tratamientos.

La productividad de los azicares liberados a través del tiempo (Figura 4) disminuye dado que
la concentraciéon de estos aumento cada vez menos luego de la hora 2, es asi que la mayor
productividad se presenta en esta hora para todos los tratamientos. Los tratamientos 3 y 6
fueron los que presentaron mayor productividad (4,61720,008 g L'h" y 4,086£0,008 g L'h'
respectivamente) en esta hora.
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T5 (650 U g' - 4,5%)
T6 (650 U g - 6,6%)
T7 (300 U g - 3%)
T8 (300 U g -6%)
T9 (155 U g* - 4,5%)

Productividad (g L'h)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tiempo (h)
Fig. 4. Productividad de la liberacién de aztcares reductores en la hidrélisis parcial de la cascarilla
de cebada a través del tiempo de los distintos tratamientos. La hidrdlisis se llevé a cabo a 40°C, pH 4 y
150 rpm.
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Teniendo en cuenta la concentracién de azucares y la productividad de los mismos a través
del tiempo, el momento para detener el proceso debe ser cercano al punto donde se estabilice
la liberacién de azucares reductores con el fin de obtener una concentraciéon cercana al maximo
obtenido a un menor tiempo. Para ello se compara los porcentajes de rendimiento y
sacarificacion de los azucares reductores en la hidrélisis enzimatica obtenidos a las 2, 6, 8 y 24
horas (Tabla 3), lo anterior teniendo en cuenta que a las 2 y 24 horas son aquellas en donde se
hallan la mayor productividad y concentraciéon de azicares reductores respectivamente. En
primer lugar, se observa que el mayor rendimiento es en la hora 24, pero entre las horas 6 y 8
los cambios son minimos. Ahora bien, los porcentaje de rendimiento y de sacarificacion
logrados a la hora 8 son menores que el de las 24 horas (diferencia de 2-4% y 4-7%), no
obstante ese aumento en los porcentajes se logrd en 16 horas, comportamiento relacionado
con la baja productividad en las ultimas horas del proceso.

Tabla 3. Porcentajes de rendimiento y sacarificaciéon de azicares reductores a las 2, 6, 8 y 24 horas

% Rendimiento de aziicares reductores en la hidrélisis enzimatica

. Tratamientos
Tiempo
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 12,63 11,08 15,39 12,43 11,16 11,83 10,01 9,20 8,60
10,22 10,14 +0,02 10,90 10,72 10,96 10,32 10,33 10,38
6 15,93 16,40 16,74 15,96 13,92 14,86 13,83 12,70 13,72
10,72 +1,25 10,04 +1,16 +0,77 10,25 10,73 10,22 +1,29
3 15,89 16,13 18,56 16,28 15,33 15,76 14,10 13,32 14,74
10,36 +1,80 10,11 +0,80 +1,90 10,56 10,68 10,43 10,17
2% 19,56 18,77 20,83 18,76 18,00 17,87 17,10 17,64 18,31

+0,35 +0,01 10,25 +1,32 +1,38 0,44 +1,46 0,88 +0,63

% Sacarificacion

. Tratamientos
Tiempo

(b) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 23,00 20,18 28,04 22,65 20,34 21,55 18,23 16,77 15,66
10,41 10,25 10,04 11,64 11,32 +1,75 10,58 10,61 10,70
6 29,02 29,88 31,48 29,08 25,35 27,06 25,19 23,13 24,99
11,31 1228 10,08 12,12 11,41 10,46 11,34 10,40 1235
3 28,95 29,39 33,50 29,65 27,93 28,71 25,69 2427 26,85
10,67 13,28 10,17 +1,47 120 +1,02 +1,24 10,79 10,32
24 35,63 34,20 37,95 34,18 32,80 32,55 31,15 32,13 33,35

+0,64 +0,02 10,46 +2.41 +251 0,81 12,67 +1,60 +1,15

Teniendo en cuenta todo lo anterior se observa que la mejor duracién del proceso de
hidrolisis se encuentra entre las 6 y 8 horas. Aunque en dichas horas no se obtenga el maximo
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de azucares que se puede obtener, si se logra liberar una cantidad cercana a este con una
productividad mayor a la que se obtendria si se llevara la hidrolisis durante 24 horas.

5.3 Optimizacion de azucares reductores por superficie de respuesta.

Habiendo determinado el tiempo de duraciéon del proceso de la hidrélisis parcial de
cascarilla con el extracto enzimatico de Penicillium sp. HC1, se llevé a cabo la optimizacion en
funcién a la concentracion de aztcares reductores de los dos factores estudiados en el disefio
experimental (CCD): Dosis de la enzima endoxilanasa (U g' de cascarilla) y porcentaje de
cascarilla de cebada cargada al proceso. Para ello se realizé un analisis ANOVA de dos vias a
las 6 y 8 horas del proceso, ajustando los resultados a un modelo cuadratico y de segundo
orden respectivamente. Respecto a 6 horas, el modelo seleccionado es significativo (Valor F =
164,88 y valor-p <0,0001) (Tabla 4). El modelo de segundo orden ajustado para las 8 horas
presenta un valor F de 217,43 y un valor-p<0,0001, implicando que el modelo también es
significativo (Tabla 5). En ambos modelos el R? y el R predictivo estan por encima de 0,93,
indicando que los datos se ajustan adecuadamente al modelo y que este es capaz de predecir
respuestas de forma acertada.

Tabla 4. Analisis de la varianza (ANOVA) de la concentracién de azicares reductores a las 6 horas

del proceso (modelo cuadratico).

Suma de valor-
Fuente cuadrados Valor F Prob >PF
Modelo 127,05 164,88 < 0.00012
A-Dosis de endoxilanasa (U g) 8,83 57,30 < 0.0001
B-Cascarilla de cebada (%) 114,04 739,98 < 0.0001
AB 3,15 20,45 0,0002
A2 0,51 3,33 0,0813
B2 0,95 6,16 0,0208
Residual 3,54
Falta de ajuste 1,68 5,98 0,0044
Error puro 1,87
Cor Total 130,60
R? 0,9729
R? Ajustado 0,9670
R2? Predictivo 0,9568

valor-p <0,05 indica que el término del modelo es significativo
2 Indica que el modelo es significativo
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Tabla 5. Analisis de la varianza (ANOVA) de la concentracién de azicares reductores a las 8 horas

del proceso (modelo de segundo orden).

Suma de valot-
Fuente cuadrados Valor F Prob >pF
Modelo 150,82 217,43 < 0.00012
A-Dosis de endoxilanasa (U g) 6,81 29,44 < 0.0001
B-Cascarilla de cebada (%) 139,13 601,72 < 0.0001
AB 4,88 21,12 0,0001
Residual 5,78
Falta de ajuste 3,48 6,03 0,0015
Error puro 2,30
Cor Total 156,60
R? 0,9631
R? Ajustado 0,9587
R? Predictivo 0,9494

valor-p <0,05 indica que el término del modelo es significativo
2 Indica que el modelo es significativo

Paralelamente, el analisis estadistico demostré que tanto el porcentaje de cascarilla, la dosis
de endoxilanasas y la interaccién entre ambos factores son términos que afectan
significativamente la liberacion de azuicares reductores durante la hidrélisis parcial (valor-
p<0,05). No obstante, el término que mayor incide sobre la variable de respuesta es el
porcentaje de cascarilla a degradar, teniendo el valor F mas alto en ambos modelos (739,98 y
601,72 para la 6 y 8 horas respectivamente).

Las ecuaciones resultantes para cada uno de los modelos son:

Y1 = +4,65542 — 4,82466E — 0034 + 0,29240B + 9,76089E — 004AB + 1,66572E
— 0064% + 1,2346B2

Y2 =+2,33092 — 3,9427E — 0034 + 0,81532B + 1,21511E — 003A4B

Donde (Y1) es la concentraciéon de azucares reductores a la hora 6, (Y2) es la
concentraciéon de azicares reductores a la hora 8, (A) es la dosis de endoxilanasas y (B) el
porcentaje de cascarilla. El porcentaje de cascarilla de cebada afecta de forma positiva a la
concentracion de azucares reductores en ambos modelos, como se observa en la ecuacion
resultante del modelo (Figura 5), dicho efecto positivo se traduce en que el aumento de
cascarilla de cebada en el tratamiento significa un aumento en la concentracién de azucares
reductores liberados. Por el contrario, el efecto de la dosis de endoxilanasas resulta negativo,
no obstante el valor del término es muy bajo para ambas horas evaluadas.
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Fig. 5. Efecto de la dosis de endoxilanasas y porcentaje de cascarilla de cebada sobre la concentracion
de azucares reductores. Graficas de superficie de respuesta y contorno de la concentracién de aztcares
reductores a las 6 (A-B) y 8 horas (C-D).

Con base en los dos modelos se realizé6 una optimizaciéon numérica con el programa
Design Expert Version 10 buscando maximizar la concentracién de azucares en el tiempo
correspondiente (6 u 8 horas), dando como resultando cuatro soluciones (Tabla 6) en donde la
primera solucién corresponde a las condiciones del tratamiento 3. Se observa que las
concentraciones predichas por el programa son muy cercanas a las concentraciones obtenidas
expetimentalmente para las 6 y 8 horas de muestreo, siendo estas 10,367 y 11,03 g L
respectivamente. Asi, se observa que para esta optimizacioén el mejor tiempo tedricamente para

finalizar la hidrolisis es la hora 6 puesto que la concentracién a esta hora solo es 0,5 g L' menor
a la hora 8.
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Tabla 6. Optimizacion de liberacién de azucares reductores para las 6 y 8 horas del proceso

No. Dosis de Cascarilla de Azucares reductores Deseabilidad
endoxilanasas (U g) cebada (%) Hora 6 Hora 8
1 1000,000 6,000 10,043 10,567 0,940
2 999,998 5,862 9,746 10,286 0,899
3 879,788 6,000 9,543 10,165 0,876
4 519,051 6,000 8,330 8,959 0,705

Al ser el tratamiento 3 aquel con las condiciones dadas por el programa como Optimas
para la mayor liberaciéon de azucares reductores, se llevo a cabo la determinacion del perfil de
azucares al hidrolizado enzimatico de este tratamiento. Se obtuvo que la concentracion de
xilosa, arabinosa y glucosa a la hora 6 fueron: 2,716+0,006 g L', 1,695+0,032 ¢ L' y
3,238%0,007 ¢ L' respectivamente. Para la hora 8 fueron: 2,984%0,014 ¢ L' de xilosa,
1,837+0,012 ¢ L' de arabinosa y 3,504+0,028¢g L'de glucosa.

También se realiz6 una optimizacion numérica en los mismos modelos, pero en este caso
se buscé adicionalmente minimizar la dosis de la enzima a utilizar, resultando en 6 soluciones
posibles (Tabla 7). En este caso, la maxima concentraciéon de azicares serfa 9,397 gl a las 8
horas del proceso (solucién No. 1), con una diferencia de 0,67 g " con respecto a la hora 6.

Tabla 7. Optimizacién de liberacién de azucares reductores para las 6 y 8 horas del proceso,
minimizando la dosis de endoxilanasas

Dosis de Cascarilla de Aztcares reductores

No. endoxilanasas (U g) cebada (%) Hora 6 Hora 8 Deseabilidad
1 650 6 8,72 9,397 0,835
2 661,025 6 8,756 9,434 0,83
3 650,002 5,939 8,609 9,299 0,824
4 703,811 6 8,897 9,577 0,807
5 719,097 6 8,949 9,628 0,798
6 650 5,752 8,276 8,999 0,791
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6. Discusion de resultados

Las condiciones de pH y temperatura reportadas en procesos de hidrolisis enzimatica de
cascarilla de cebada y otros materiales lignocelulésicos son variadas, lo anterior debido a que
cada enzima tiene caracteristicas propias, as{ como condiciones ambientales especificas que
favorecen o no su actividad (Bisswanger 2014). Por ello se reporta para la hidrolisis de la
cascarilla de cebada temperaturas de 40°C y pH 6 con el extracto enzimatico de Fusarium
oxcysporum F3 (Xiros et al. 2011) y de 50°C y pH 6,12 con enzimas producidas por Bacillus subtilis
D3d (Moteshafi et al. 2016).

Con respecto al efecto del pH y la temperatura en la actividad de las endoxilanasas
producidas por Penicillium sp. HC1 se observa que estas dos condiciones inciden sobre la
actividad enzimatica, encontrandose las mas altas a pH 4 y 50°C (Figura 2). La caracterizacion
de diversas xilanasas expresadas por distintas especies y cepas de Penicillinm muestran que el
rango en el que usualmente se encuentra la actividad éptima para estas enzimas es de 40 a 50°C
y pH de 3,5 a 6 (Chavez et al. 2006). Ejemplo de ello es el estudio realizado por Liao et al.
(2012), que buscaban producir y caracterizar enzimas xilanoliticas de Penicillinm oxalicum GZ-2
con el fin de evidenciar su potencial en aplicaciones industriales y agricolas. Dentro de la
caracterizacion que realizaron a las enzimas producidas se determiné que el pH y temperatura
optima de dichas xilanasas también son 4 y 50°C, sin embargo, se observé una disminucion de
mas del 20% de la actividad relativa a 40°C y a 60°C, una mayor pérdida de la actividad que la
observada en este trabajo (Figura 2B). De igual modo, en la investigacion llevada a cabo por
este mismo autor en el 2015, donde se determiné el origen, las funciones y las propiedades
bioquimicas de distintas enzimas xilanasas producidas por P. oxalicum GZ-2, se concluy6 que el
pH o6ptimo de una de las enzimas purificadas (enzima xynl0A) es 4, y otras dos de estas
enzimas mostraron una actividad relativa del 80% a dicho pH. Paralelamente, a 50°C todas las
xilanasas estudiadas presentaron actividades relativas mayores al 80%, donde dos de ellas
(xyn11A y xyn11B) fueron el 100%, es decir, l]a maxima actividad en comparacion a las otras
temperaturas evaluadas. Aun asi, la diferencia con respecto a la actividad relativa a 40°C es
minima, estando esta por encima del 95%, valor cercano al obtenido en el presente estudio
(Figura 2A).

Es asi que los resultados obtenidos de los optimos de pH y temperatura se encuentran
dentro de lo esperado para las endoxilanasas producidas por el género Penicillium. Existe,
empero, reportes de xilanasas expresadas por este mismo género con temperaturas Optimas
pot debajo de 40°C como las producidas por P. herguei cuyo 6ptimo es 30°C (Ito et al. 2003) o
xilanasas acidofilas como las producidas por Penicillinm sp. 40, teniendo una maxima actividad a
pH 2,0 (Kimura et al. 2000). De ah{ la necesidad de identificar el comportamiento de la
actividad xilanasa del extracto enzimatico de Penzcillinm sp. HC1 a distintas condiciones de pH y
temperatura para asi seleccionar aquellas que permitan la mayor actividad de las enzimas
durante el proceso hidrolitico. En este caso se prefirié escoger 40°C para llevar a cabo el
proceso de hidrolisis parcial de cascarilla, aun cuando esta no es la temperatura éptima de las
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xilanasas en el extracto. Esto debido a la diferencia insignificativa observada entre las
actividades a ambas temperaturas, lograndose a 40°C una actividad xilanasa relativa de
96£7,15% y la de 50°C corresponde al 100%. Teniendo en cuenta la similitud entre las
actividades halladas, se prefirié la menor entre las dos temperaturas puesto que utilizar esta se
traducira en un ahorro en la energfa durante el proceso lo que conlleva a la reducciéon de costos
y especialmente si se propone escalar a nivel industrial (Mussatto et al. 2005, Roy et al. 2015).

Como se observa en la cinética de liberacién de azicares reductores a partir de la hidrélisis
parcial de cascarilla, la concentraciéon de estos se va estabilizando durante el transcurso de las
horas (Figura 3). Este mismo comportamiento es reportado por Xiros et al. (2011), donde
evaluaron la concentracién de diversos azucares producidos en la hidrolisis enzimatica de la
cascarilla a diferentes horas, haciendo uso del extracto enzimatico producido por Fusarium
oxysporum  F3. La concentracion de xilosa, glucosa, arabinosa y xilobiosa aumentan
notablemente en las primeras horas del proceso, sin embargo, antes de alcanzar las 10 horas la
cantidad de azucares comenzaba a aumentar mais lentamente, observindose como estas
concentraciones son cada vez mas constantes en el tiempo. En el caso especifico de la xilosa, la
tasa de produccion de este aztcar se disminuye entre las 7-9 horas. Esto mismo se ve reflejado
en el comportamiento del porcentaje de conversion de celulosa y hemicelulosa durante la
hidrolisis de hojarasca de maiz con el uso de enzimas provenientes de Penzcillium sp ECU0913
(Shi et al. 2011). En este caso se muestra como la conversion de ambos polisacaridos se
estancan desde la hora 12, siendo minima la conversion de celulosa y hemicelulosa en cualquier
tiempo posterior.

La caida en la tasa de hidrdlisis puede ser atribuida a que la accesibilidad estructural de la
matriz de la pared celular vegetal es cada vez mas limitada conforme progresa la hidrolisis,
impidiendo a las enzimas alcanzar su sustrato y generar el producto, que en este caso son
distinta variedad de oligosacaridos, disacaridos y monosacaridos (Xiros et al. 2011). Es
necesario recordar que la estructura de la pared celular vegetal esta conformada por distintas
componentes como lignina, celulosa, proteinas, hemicelulosa, entre otros, todas ellas
entretejiendo un matriz compleja que dificulta la entrada de enzimas que logran degradar los
diferentes polimeros en ella (Sticklen 2008).

La molienda hecha previamente a la cascarilla de cebada se considera un pre tratamiento
que reduce el tamafio de particula, abre parte de la estructura de la pared celular, reduciendo la
cristalinidad de la celulosa haciendo asi a la cascarilla mas accesible a las enzimas y asi facilitar
su degradacién. No obstante la molienda realizada no es suficiente para afectar la estructura de
la pared celular en una escala micrométrica, siendo necesario moler la cascarilla de cebada a
particulas de tamafio menor a 100um, y entre menor el tamafio de la particula mayor
solubilizacion de azuicares reductores se lograra por medio de hidrolisis enzimatica (Niemi et al.
2012).
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Mussatto et al. (2007) también reportaron un comportamiento similar al que se obtuvo en
este trabajo con respecto a los azucares solubilizados en el hidrolizado enzimatico. En dicho
estudio se llevé a cabo una sacarificacion con enzimas comerciales (enzimas celuloliticas) de la
pulpa de celulosa obtenida tras una hidrolisis acida de la cascarilla de cebada. En las primeras
48 horas los investigadores lograron obtener 43 g L' de glucosa, pero en las siguientes 48 horas
s6lo se obtuvieron 14,8 g I, disminuyendo notablemente la productividad (0,89 g L'h" y 0,31
g L'h" respectivamente) con una productividad global de 0,6g L.'h". Este comportamiento
puede deberse a la inhibicién por producto final que ejerce la alta concentracion de glucosa en
el medio sobre las enzimas celuloliticas (Mussato et al. 2007). Aunque en el presente trabajo no
se haya encontrado una alta concentracién de azucares reductores en comparacion a la
investigaciéon de Mussato, es necesario tener en cuenta la posibilidad de inhibicién de la
xilanasas. Para las xilanasas producidas por F. oxysporum F3 una concentracion de xilosa de 1 a
10g L' no gener6 ningun efecto aparente sobre la actividad enzimatica, no obstante una baja
concentraciéon de xilobiosa (0,05 a 0,6 g L") tiene un fuerte efecto inhibitorio sobre dichas
xilanasas. Por esta razén es fundamental la presencia de la -xilosidasa para que hidrolice las
moléculas de xilobiosa a xilosa (Xiros et al. 2011).

En el analisis ANOVA se evidenci6 que los dos términos evaluados, la dosis de xilanasas y
el porcentaje de cascarilla de cebada, asi como su interaccion, afectan significativamente la
concentracion de azicares reductores para las dos horas seleccionadas (hora 6 y 8). Aun asi, es
la cascarilla de cebada el término que mas influye en la concentraciéon de azucares que se
obtendra del hidrolizado (Tabla 4 y 5). Xiros et al. (2011) reportaron la diferencia en la
liberacién de xilosa al utilizar distintas concentraciones de cascarilla de cebada pre-tratada en
alcalinidad (ABGS por sus siglas en inglés). Se observé una mayor concentracioén de xilosa en
los tratamientos con mayor ABGS, pasando de 3 g L' en 2,5% ABGS a 11 g L' en 12,5%
ABGS, ambos valores obtenidos a las 24 horas. Este mismo comportamiento se observa para
otros azucares como la glucosa, arabinosa y xilobiosa.

Por otra parte, se ha evaluado el efecto de la dosis de xilanasas en la degradaciéon de
distintos materiales lignocelulésicos, tomandose incluso como un factor para la optimizacion
de dichos procesos. En el estudio realizado por Garai y Kumar (2013) en donde se buscaba
optimizar la sacarificacién de distintos residuos agroindustriales con xilanasas provenientes de
Aspergillus candidus; determinaron mediante un analisis ANOVA (modelo cuadritico) que la
dosis de la enzima tiene un efecto positivo significativo (valor-p <0,001) sobre la liberacién de
azucares reductores. Paralelamente se encontr6 que para la degradacion de cascarilla de cebada
con enzimas generadas por B. subtilis D3d, la dosis es el factor mas significativo (valor-
p<0,0001, Valor F =1806,83) en la liberacién de azucares reductores, en contraste al tiempo de
reaccion (valor-p<0,0001, Valor F =) (Moteshafi et al. 20106).

Partiendo de los modelos a los que los datos se ajustaron a partir del ANOVA, se
realiz6 una optimizacion numérica con el fin de maximizar la concentraciéon de azucares en el
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tiempo correspondiente (6 u 8 horas), donde la primera solucién corresponde a las condiciones
del tratamiento 3 (1000 U gy 6,0%) obteniéndose como maxima concentraciéon de azucares
generados 10,043 y 10,567 g L' respectivamente para la hora 6 y 8 en la prediccion. Se observa
que las concentraciones predichas (Tabla 6) por el programa son cercanas a las
concentraciones que se obtuvieron en este trabajo para las horas 6 y 8 de muestreo, siendo
estas 10,367 y 11,03 g L' respectivamente. Asf, se observa que para esta optimizacién el mejor
tiempo tedricamente para finalizar la hidrélisis es la hora 6 puesto que la concentracion a esta
hora solo es 0,5 g " menor a la hora 8.

Xiros y su grupo de colaboradores (2011) al momento de determinar el efecto del pH
y la temperatura sobre la hidrélisis de ABGS, encontraron que la concentraciéon de azucares
fue de aproximadamente 16 g L., estando la xilosa en mayor proporcién (8 g L' aprox) y el
resto siendo glucosa (6 g L") y arabinosa (2 g L."); las anteriores concentraciones fueron
obtenidas a partir de 7,5% de ABGS tras 24 horas de reaccién. Comparando los valores
anteriores con los resultados de optimizaciéon de este trabajo, las diferencias de los valores
obtenidos de azucares pueden deberse a la diferencia del tiempo de hidrdlisis, la concentracion
de cascarilla y tratamiento alcalino a esta realizado por los autores.

En el trabajo de Moteshafi et al. (2016) realizaron la hidroélisis de la cascarilla de cebada
(sin ningin pre-tratamiento quimico) con enzimas producidas por B. subtilis D3d, logrando
producir 62,25 mg/g de azucares reductores en 2,6 horas, a pH 6,12 y a 50°C. Para poder
comparar con este estudio se calculd la concentracion de azicares reductores por gramo de
cascarilla del tratamiento 6, a las 2 horas del proceso, obteniéndose un valor de 153,9 mg g™
Es de resaltar que este valor es mas alto, siendo aparentemente mejor el uso de las enzimas de
Penicillinm sp. HC1 para la hidrolisis de cascarilla de cebada.

En el estudio realizado por Macheiner et al (2003) cuyo objetivo era evaluar distintos
pretratamientos quimicos y térmicos para favorecer la acciéon de hidrolitica de las enzimas
sobre la cascarilla de cebada, entre ellos la hidrélisis enzimatica; utilizan enzimas comerciales y
diferentes preparaciones con ellas. La concentracion de azucares generados por la accion de
estas enzimas, esta por debajo de 150 mg g'1 a excepcion de la preparacion donde juntan dos
de ellas (Ceremix Plus MG, CelluPract AL70) que esta por encima de los 175 mg g-1, siendo
estos valores cercanos a los generados en esta investigacion.

También se realiz6 una optimizacion numérica en los mismos modelos, pero en este caso
se buscé minimizar la dosis de la enzima a utilizar, resultando que la maxima concentracion de
aztcares serfa 9,397 gl a las 8 horas del proceso (solucién No. 1), con una diferencia de 0,67
g L." con respecto a la hora 6. Esto es importante ya que es complicado preparar dosis altas
como setfa una dosis de 1000 U g, requiriendo mayor cantidad de los elementos necesarios

para producir el extracto.
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7. Conclusiones

Se logré liberar xilosa y otros azicares reductores a partir de la hidrélisis parcial de
cascarilla de cebada haciendo uso del extracto enzimatico producido por Penicillinm sp. HC1.

El pH y temperatura son condiciones que afectan la actividad de las xilanasas producidas
pot Penicillinm sp. HC1, los valores 6ptimos de estas condiciones son 4 y 50°C respectivamente.

El porcentaje de cascarilla, la dosis de xilanasas y la interaccion entre ambos factores son
términos que afectan significativamente la liberacién de azucares reductores en el proceso
(valor-p<0,05). Aunque, el término que mayor incidencia tiene sobre la variable de respuesta es
el porcentaje de cascarilla dispuesto para la degradacion .

El mejor tiempo del proceso de hidrdlisis se encuentra entre las 6 y 8 horas. Aunque en
dichas horas no se obtenga el maximo de azucares que se puede obtener, si se logra liberar una
cantidad cercana a este con una productividad mayor a la que se obtendria si se llevara la
hidrolisis durante 24 horas.
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Recomendaciones

® [valuar otras enzimas del complejo xilanolitico que son fundamentales en la hidrolisis
de los arabinoxilanos, y asi mismo, que impactan en la concentraciéon de aztcares que
se pueda obtener de la hidrolisis.

® Evaluar la hidrolisis con el extracto enzimatico sobre cascarilla pretratada por métodos
quimicos o biolégicos que logren liberar y solubilizar la hemicelulosa de la matriz de la
pared celular vegetal para conocer si la liberacién de azucares reductores, y en especial
de xilosa, aumenta de forma significativa con respecto a los resultados obtenidos en
esta investigacion.

® Se recomienda validar el modelo de optimizacién obtenido del analisis estadistico.
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10. Anexos

10.1. Anexo 1. Curva patrén de xilosa con DNS
Se elaboraron varias curvas patrén para la cuantificacion de actividad enzimatica de

endoxilanasas y azucares reductores.
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10.2. Anexo 2. Cromatograma de patrones de xilosa, arabinosa y glucosa.

Retractive Index [pRIL]
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10.3. Anexo 3. Cromatograma del tratamiento 3, hora 6 (1 réplica).
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10.4. Anexo 4. Grafica Prediccion Vs. Datos reales (6 y 8 horas).

Design-E: rt® Softw: .
sne T Predicted vs. Actual

Color points by value of 12 —
AR 6:

10,386
3,55667

10 —

o]
o)
5
S
o
o 6 |
4 —|
e
I I I I l I
2 4 6 8 10 12
Actual
Design-Expert® Software .
AR 8 Predicted vs. Actual
Color points by value of 12 —

AR 8:

11,071
3,76097

Predicted

Actual

42



