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Resumen

RESUMEN

Los microorganismos representan una fuente promisoria de potenciales compuestos
bioactivos. Estos compuestos pueden producirse mediante fermentacion en estado
sélido (FES) en sustratos no convencionales con un alto valor agregado. En esta
investigacion, se evalué el crecimiento Micromonospora fluminis A38" y la produccion
de metabolitos bioactivos con actividad antibacteriana y antifingica en los residuos
lignocelulésicos aserrin y bagazo de cafia, en la pulpa de café y en los sustratos
amilaceos arroz y sorgo. Los resultados evidenciaron crecimiento de la cepa solo en los
sustratos amilaceos, cualitativamente superior en el arroz. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la composicion de azlcares totales y reductores, y
proteinas de ambos sustratos. Sin embargo, mostré una diferencia significativa en los
azlcares totales asimilados por la cepa A38" para su crecimiento. Una actividad
enzimatica de 3,83 + 0,01 UmL™ evidencié una mayor produccién de enzimas amilasas
en el arroz. El extracto metandlico de los metabolitos producidos mediante FES en el
sorgo tuvo una actividad antibacteriana ligeramente mayor en Bacillus subtilis ATCC
6633 de 10 £ 0,1 mm. Los extractos mostraron, indistintamente, actividad antifingica
frente a Aspergillus niger ATCC 9642 y Alternaria alternata CECT 2662. El
engrosamiento en la pared celular y abundante vacuolizacion fueron malformaciones de
las hifas observadas debido a la actividad fungitoxica de los compuestos producidos por
A38'. Los sustratos amilaceos son excelentes fuentes para el crecimiento de la cepa
A38" y la produccion de sus compuestos bioactivos mediante FES. M. fluminis A38"
constituye una promisoria cepa para el desarrollo de antimicrobianos para la industria
médico-farmacéutica y la agricultura.

Palabras claves: Micromonospora fluminis A38"; fermentacién en estado sélido (FES);
metabolitos bioactivos; antibacteriana; antifangica.



Abstract

ABSTRACT

Microorganisms represent a promissory source of potential bioactive metabolites. These
compounds can be produce through Solid State Fermentation (SSF) on not conventional
substrates with a high value added. In this research, the growth and the production of
the bioactive metabolites by Micromonospora fluminis A38" with antibacterial and
antifungic activity were evaluated on the lignocellulosic residues sugarcane bagasse
and wood sawdust, coffee pulp, and starch substrates rice and sorghum. The results
evidenced growth of the strain on the amylaceous substrates only, qualitatively higher
on rice. Statistically significant differences in the total and reducing sugars composition
and, proteins were not observed on both substrates. However, it showed a significant
difference in the total sugars assimilated by the strain A38" for its growth. An enzymatic
activity of 3,83 + 0,01 UmL™ evidenced a superior production of amylases enzymes on
rice. The methanolic extract of metabolites produced in the sorghum through SSF had
an antibacterial activity slightly higher in Bacillus subtilis ATCC 6633 of 10 = 0,1 mm.
The extracts indistinctly showed antifungic activity against Aspergillus niger ATCC 9642
and Alternaria alternata CECT 2662. Cell wall thickening and abundant vacuolization
were hyphal malformations observed due to the fungitoxic activity of compounds
produced by A38". Starch substrates are excellent sources for the growth of the A38"
strain and the production of its bioactive compounds by FES. M. fluminis A38" is a
promising bacterium for the development of antimicrobials for the medical-
pharmaceutical industry and agriculture.

Key words: Micromonospora fluminis A38"; Solid State Fermentation (SSF); bioactive
metabolites; antibacterial; antifungic.
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I. INTRODUCCION

Los microorganismos representan una fuente promisoria de potenciales compuestos
bioactivos. Los antibiéticos son productos naturales del metabolismo secundario de los
microbios con una potente actividad antimicrobiana (antibacteriana, antifingica y
antiprotozoaria), antiviral y antitumoral. Dentro de la clase Actinobacteria, los
actinomicetos han producido el 45 % de todos los bioactivos microbianos conocidos
(Bérdy, 2005). Dentro de este grupo, las bacterias pertenecientes al género
Streptomyces han producido el 34 % de los compuestos con importancia para la
industria médico-farmacéutica. Sin embargo, una menor cantidad compuestos (11 %)
con una compleja diversidad estructural y funcional y baja toxicidad han sido producidos
por actinobacterias menos comunes llamadas “actinomicetos raros” (Bérdy, 2005). A
partir del género Micromonospora, uno de los actinomicetos menos comunes, se han
sintetizado mas de 500 moléculas bioactivas con diferentes propiedades, por lo que se
considera el segundo mejor productor de compuestos bioactivos con uso farmacolégico
(Genilloud, 2017).

Tradicionalmente, la mayor parte de los antibiéticos provenientes de actinomicetos han
sido obtenidos mediante fermentacion sumergida (Singh y col., 2014; Vastrad y
Neelagund, 2014; Bundale y col., 2018; Palla y col., 2018; Sapkota y col., 2020). Sin
embargo, una de las desventajas de este proceso es el efecto diluyente del agua, por lo
que las cantidades de compuestos obtenidos es muy poca, ademas de ser mas
complejo, requiere de una mayor inversidn y un riguroso control sobre el proceso
(Vastrad y Neelagund, 2014).

La fermentacion en estado sélido (FES) es llevada a cabo por microorganismos en
ausencia total o casi total de agua (Manan y Webb, 2017). Desde mediados de los
afos 1970 ha surgido un gran interés en emplear la tecnologia de la FES para producir
productos microbianos mas que tradicionales alimentos fermentados. Estos productos
incluyen enzimas, pigmentos, compuestos aromaticos y saborizantes, lipidos,
biosurfactantes, biocombustibles (biobutanol bioetanol, biodiesel y biohidrégeno),
acidos organicos y antibioticos (Lizardi-Jiménez y Hernandez-Martinez, 2017). El
éxito de esta tecnologia esta influenciado por la naturaleza del microorganismo vy el
sustrato empleado.

Actualmente, la gran diversidad de fuentes naturales provenientes del sector agricola
ha permitido la busqueda de alternativas para un mejor aprovechamiento de los
recursos obtenidos, ya sea de manera directa con la materia prima o residuos
provenientes de la misma (Garro y col., 2021). En este sentido, los residuos
agroindustriales representan un gran potencial para ser empleados en procesos de
base biotecnoldgica, debido a su bajo costo, facil adquisicion y composicion nutricional
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al ser considerados como una fuente importante de carbono, nitrdgeno y minerales,
supliendo las necesidades nutricionales del microorganismo.

Se ha demostrado que diversos microorganismos como los hongos filamentosos y
actinomicetos son capaces de producir compuestos antagonistas a partir de diversos
residuos agroindustriales, lo que representa una alternativa en la FES, teniendo en
cuenta las capacidades degradadoras de los microorganismos empleados (Vastrad y
Neelagund, 2014). Por lo tanto, dichos residuos pueden ser utilizados como sustrato
para el crecimiento de microorganismos y la produccion de compuestos derivados de su
metabolismo de alto valor agregado, reduciendo asi su efecto contaminante al medio
ambiente (Barragan y col., 2008; Aceves y Castafieda, 2012; Saval, 2012; Abu y
col., 2017).

Por otra parte, una de las estrategias a seguir ante la emergencia y re-emergencia de
patbgenos multirresistentes a los antibidticos actuales ha sido la busqueda de
novedosas cepas microbianas productoras de compuestos con actividad inhibitoria del
crecimiento de estos patégenos. En este sentido, Micromonospora fluminis A38",
recientemente aislada a partir de estudios de bioprospeccion en ambientes acuaticos de
Santiago de Cuba, fue caracterizada a través de una taxonomia polifasica como una
novedosa actinobacteria filamentosa con potencialidades para la produccién de
enzimas extracelulares con diversas funciones y metabolitos con actividad
antibacteriana (Hernandez, 2017; Camacho y col., 2020). En previos estudios, la cepa
A38" fue cultivada mediante fermentacion sumergida (FS) en el medio de cultivo ISP2
(Shirling y Gotlieb, 1966) para la produccion de metabolitos bioactivos. Sin embargo,
no fue posible realizar la extraccién de los mismos debido a la excesiva esporulacion y
al efecto diluyente del agua. Es posible que a partir de un estudio que incluya la FES se
puedan recuperar estos metabolitos, lo que hara que la cepa sea mas atractiva para la
industria biotecnoldgica y médico-farmacéutica.

A partir de lo anteriormente expuesto nos planteamos el siguiente Problema cientifico:

- No se tienen evidencias cientificas sobre el crecimiento y el potencial de
Micromonospora fluminis A38" para producir compuestos con actividad
antibacteriana y antifangica mediante FES en sustratos no convencionales.

Para la solucién de dicho problema nos planteamos la siguiente Hipotesis:

- Micromonospora fluminis A38" es capaz de crecer y degradar sustratos no
convencionales mediante FES para la produccién de compuestos bioactivos
con actividad antibacteriana y antifungica.
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OBJETIVO GENERAL:

- Evaluar el crecimiento y la capacidad de produccion de compuestos
antibacterianos y antifiingicos de Micromonospora fluminis A38" mediante
FES, empleando sustratos no convencionales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar el crecimiento de M. fluminis A38" en residuos agroindustriales y
sustratos amilaceos.

2. Determinar la actividad enzimatica de las enzimas producidas por M. fluminis
A38" en la degradacion de los sustratos amilaceos ensayados.

3. Evaluar la actividad antibacteriana y antifingica de los metabolitos bioactivos
producidos por la cepa A38" mediante FES.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA
I1.1 Metabolitos microbianos bioactivos

Los metabolitos secundarios producidos por bacterias son moléculas relativamente
pequefias producidas por un numero limitado de cepas, que al parecer no tienen una
funcion determinada en el crecimiento celular (Martinez y Moreno, 2007). Estos
metabolitos incluyen diferentes tipos de compuestos de importancia econémica, dentro
de los cuales se encuentran los antibiéticos, pigmentos, toxinas, feromonas, inhibidores
enzimaticos, agentes inmunomoduladores, antagonistas y agonistas de receptores,
pesticidas, agentes antitumorales y promotores del crecimiento en animales y plantas
(Demain, 2014). Esta gran variedad de compuestos producidos en la naturaleza se ve
reflejada en cerca de los mas de 23 000 metabolitos microbianos conocidos, de los
cuales mas de 10 000 de estos compuestos son producidos por actinomicetos. Por lo
tanto, la gran capacidad de estas bacterias para producir compuestos bioactivos con
diversas estructuras y funciones hace de ellas un grupo promisorio de gran importancia,
haciéndose necesario la realizacion de investigaciones que permitan profundizar en los
conocimientos existentes (Bérdy, 2005; Procopio y col., 2012).

1.2 Actinomicetos

La palabra actinomiceto etimolégicamente significa hongo en forma de rayo de Sol: rayo
(aktis o aktin) y hongos (mykes) (drskov, 1923; Soler, 2012). Los actinomicetos son
bacterias filamentosas pertenecientes a la clase Actinobacteria; por lo que, en
ocasiones, son llamadas Actinobacterias. Son aerobias en su mayoria, Gram positivas y
con un alto contenido en Guanina y Citosina (70 — 80 %) en su ADN (Kim, 2013). A
pesar de que por su estructura muchos autores los han incluido dentro de los hongos
filamentosos, pertenecen al dominio bacteria debido a que la pared celular esta
compuesta por peptidoglicano, el diametro de sus hifas es inferior al de los hongos (0,5
a 2,0 um), son sensibles a los antimicrobianos pero presentan resistencia a los
antifangicos y. la disposicion de su material genético es tipicamente procariotico
(Sylvia, 2005; Trujillo, 2008; Procépio y col., 2012).

Es un grupo muy diverso pero posee muchas propiedades comunes. Son
microorganismos saprofitos, la gran mayoria son no méviles y pueden encontrarse en
una amplia variedad de entornos, tanto naturales como modificados por el hombre.
Pueden desarrollarse sobre un amplio rango de sustratos como tierra, material vegetal
Vivo 0 en descomposicion, agua salada, agua dulce, estiércol o compost (Augustine y
col., 2013). Presentan gran diversidad metabdlica. Algunas especies son capaces de
descomponer la lignocelulosa de los residuos de plantas y muchas de ellas se han
descrito por producir celulasas, xilanasas, amilasas, proteasas y ligninasas (Trujillo,
2008). Algunas especies son las responsables del olor tipico a suelo humedo debido a
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su actividad metabdlica y a la produccion de un compuesto terpenoide volatiles llamado
geosmina (1,10-dimetil-9-decalol) (Prada, 2013).

Los actinomicetos se reconocen por la amplia capacidad que tienen de producir una
gama muy variada de metabolitos secundarios. Son responsables de la produccion del
45 % de estos metabolitos, aproximadamente, representando un 60 % de los
antibiéticos comerciales que se conocen actualmente (Bérdy, 2005). En la naturaleza,
el género Streptomyces es el principal componente de la poblacion total de
actinomicetos y ha sido el género mas estudiado dentro de las bacterias filamentosas
por su capacidad para producir sustancias biolégicamente activas (34 %) (Bérdy,
2005). Sin embargo, los llamados “actinomicetos raros revisten una gran importancia en
la produccién de compuestos (11 %) con una amplia diversidad de estructura y
funciones y baja toxicidad. Este grupo de actinos son menos abundantes en los
ecosistemas naturales por su lento crecimiento y la incapacidad de crecer bajo las
condiciones del laboratorio” (Hayakawa, 2008; Kanna y col., 2011; Yasmeen y col.,
2016). Actualmente, este grupo estda compuesto por mas de 200 géneros,
destacdndose Actinomadura, Actinoplanes, Amycolatopsis, Micromonospora, Nocardia,
Saccharopolyspora y Rhodococcus por la produccion de bioactivos (Le6n y col., 2011,
Uzcategui y col., 2013). El género Micromonopora es el segundo mejor productor de
MBs, con un potencial biosintético comparable al género Streptomyces ((Hifnawy vy
col., 2020).

[1.2.1 Género Micromonospora

Micromonospora (Mikros = pequefio, mono = una y spora = espora) es un género de
bacterias descrito por @rkov, (1923), pertenece al orden Micromonosporales y a la
familia Micromonosporaceae de la clase Actinobacteria. La especie tipo del género es
Micromonospora chalcea (Goodfellow y col., 2012). Actualmente existen 116 especies
y 7 subespecies del género descritas en la Lista de nombres procariotas reconocidos en
la nomenclatura (LPSN; del inglés List of Procaryotic with Standing in the Nomenclature;
https://lpsn.dsmz.de/genus/micromonospora). Se caracteriza por poseer esporas unicas
y carecer de micelio aéreo.

La mayor parte de las colonias de Micromonospora spp. crecen en medios sélidos,
poseen pigmentos carotenoides que muestran colonias de color amarillo o naranja
claro, que va cambiando a naranja, rojo, marrén, azul-verdoso o morado. Al madurar las
colonias adquieren un color progresivamente mas oscuro con la produccion de esporas
marrén-negras, verde-negras, 0 negras y se vuelven mucosas (Carro, 2009; Hifnawy y
col., 2020). Dichas especies exhiben un complejo ciclo de vida, diferencidndose entre
micelio vegetativo y esporas. No presentan micelio aéreo (Hirsh y Valdés, 2009).


https://lpsn.dsmz.de/genus/micromonospora

Revisién bibliogréafica

11.2.1.1 Micromonospora fluminis A38"

Micromonospora fluminis A38" es una bacteria filamentosa perteneciente al grupo de
los  Actinomicetos  (Filo:  Actinobacteria; Clase: Actinobacteria;  Familia;
Micromonosporeae; Género: Micromonospora), aislada recientemente del sedimento
del rio San Pablo de Santiago de Cuba durante un estudio de bioprospeccion de
bacterias con actividad antimicrobiana (Camacho y col., 2020). Es aerobia, Gram
positiva, que forma un extensivo y bien desarrollado micelio vegetativo de color
anaranjado-rojizo que se torna anaranjado fuerte-marron después de la esporulacion
(Figura 1). Crece a una temperatura de 20 — 45 °Cy a un pH de 7 - 8.

Previos estudios y la exploracion del genoma de esta bacteria han evidenciado la
presencia de grupos de genes para la produccién de metabolitos secundarios bioactivos
y la produccion de enzimas extracelulares con importancia biotecnolégica. Por ser una
especie recientemente identificada, no existen estudios que refieran los sustratos
empleados y las condiciones Optimas para la produccion de estos compuestos. Por lo
tanto, nuevos ensayos son necesarios para conocer el potencial de la misma para la
produccion de compuestos bioactivos a gran escala.

[1.2.2 Importancia biotecnoldgica de los actinomicetos. Género Micromonospora

Desde el punto de vista biotecnoldgico, la importancia de este grupo de bacterias radica
en su capacidad para producir biomoléculas con aplicaciones en medicina, agricultura y
veterinaria (Bérdy, 2005). El género Micromonospora se considera el segundo mejor
productor de compuestos bioactivos con uso farmacologico, sintetizando mas de 500
moléculas diferentes con varias propiedades (Antal y col., 2005; Fiedler y col., 2005;
Hong y col., 2009; Genilloud, 2012; Barka y col., 2015).

A partir de este género se han obtenido importantes antibioticos tales como:
aminoglucésidos (gentamicinas y sisomicinas), macrélidos (mycinamicina y rosamicina)
y antibidticos polisacaridos (everninomicina) (Lazzarini y col., 2000). Compuestos
antitumorales tales como calicheamicina, la dinemicina A, retimicina, galtamicina,
saquayamicina y lupinamicina han sido obtenidosde diversas especies de
Micromonospora aisladas de diferentes ambientes (Lee y col., 1987; Miyoshi-Saitoh y
col., 1991; Antal y col., 2005; Igarashi y col., 2007; Hifnawy y col., 2020). También
se les reconoce por producir diversas enzimas extracelulares como: las lipasas,
fosfolipasas, proteasas, peptinasas, amilasas, quitinasas, celulasas, ligninasas, entre
otras (Hirsh y Valdés, 2007; Chaudhary y col., 2013; Barka y col., 2015).

I1.3 Fermentacion

La fermentacién es un proceso metabodlico de oxidacion. Puede ser aerébico cuando
tiene lugar en presencia de oxigeno y anaeroébico si se producen fuera del contacto con
el oxigeno (Ramirez, 2003; Nout, 2014). Se produce cuando los microorganismos
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Figura 1. Micelio vegetativo (a) e hifas (1 um) observadas bajo el microscopio
electrénico (JSM-5600, JEOL; Alemania) (b) de Micromonospora fluminis A38"
portando esporas unicas.
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oxidan los hidratos de carbono de la materia organica, proporcionando esqueletos
carbonados y energia en forma de ATP para el crecimiento de los mismos y liberando,
principalmente, diéxido de carbono, amonio, nitrégeno y agua cuando es aerobico v,
metano, bioxido de carbono, amoniaco, acido sulfhidrico y nitrégeno e hidrogeno
cuando es anaerdbico (Ramirez, 2003). Una definicion general, mas amplia, de
fermentacién incluye: "un proceso productivo que supone la utilizacion de células
microbianas. Se puede dividir en fermentacion en estado sumergido (FS) y
fermentacion en estado solido (FES) (Mitchell y col., 2002; Subramaniyam y Vimala,
2012).

En las FS existe agua libre en el sistema para el crecimiento de microorganismos. Sin
embargo, en la FES los microorganismos se desarrollan en sustratos solidos hiumedos
donde no existe agua libre en el sistema. La excrecion de los compuestos
extracelulares al medio liquido o artificial es una de las principales ventajas de la FS.
Ademas, los sustratos y el oxigeno son utilizados con rapidez y no suelen observarse
gradientes de concentracion o temperatura, lo que posibilita una correcta
homogenizacion (Singhania y col., 2010; Subramaniyam y Vimala, 2012; Jaronski y
Mascarin, 2017). Pero, este tipo de fermentacién presenta altos costos debido al
tamafo y la (Singhania y col., 2010; Manan y Webb, 2017).

En la FES, los microorganismos estan expuestos a una fase gaseosa que puede
desecarlos y las temperaturas pueden elevarse a valores por encima del éptimo de
crecimiento debido a una eliminacion deficiente del calor metabdlico producido (Ashley
y col., 1999). Dentro del reactor pueden aparecer gradientes, por lo que las condiciones
no son homogéneas y, no es posible controlar el crecimiento microbiano. Ademas, los
microorganismos crecen lentamente y, consecuentemente, existe una limitacion en la
formacion del producto. No obstante, el uso de la FES presenta ventajas que garantizan
su utilizacién: produce una minima cantidad de residuos y efluentes liquidos, mayor
rendimiento y productividad, proceso mas robusto y resistente a los contaminantes,
menor requerimiento de energia, menor (0 ausencia) de represion por catabolitos,
mayor facilidad para recobrar el producto final, emplea equipos mas econémicos que
los utilizados en la FS por su menor tamafio y simpleza de manejo, y sobre todo, es
posible emplear sustratos naturales simples y residuos agroindustriales como una
alternativa y un valor afladido a esos residuos poco o no utilizados, lo cual ayuda a
reducir el impacto ambiental de los mismos y los costos del proceso ((Mitchell y col,
2006; Manan y Webb, 2017; Machado de Castro y col., 2018; Torres y col., 2019).
Otras diferencias entre la FS y la FES las hacen elegibles para un determinado proceso
(Tabla 1).



Tabla 1. Diferencias entre la fermentacion en estado sumergido (FS) y la fermentacion en estado

sélido (FES) (Tomado de Raimbault, 1998).

Factor

FS

FES

Sustratos

Sustratos solubles (azucares)

Sustratos poliméricos insolubles

Condiciones
asépticas

Esterilizacion por calor y control
aseéptico

Tratamiento con vapor;
condiciones no estériles

Agua

Alto volumen de agua consumida;
efluentes desechados

Consumo limitado de agua; baja
actividad de agua; no efluentes

Calentamiento
metabdlico

Facil control de la temperatura

Baja capacidad de transferencia
de calor; fécil aireacion y alta
superficie de intercambio
aire/sustrato

Control pH

Facil control del pH

Sustratos s6lidos amortiguados

Agitacién
mecanica

Buena homogenizacién

Se prefieren condiciones
estaticas

Escalado

Equipos industriales disponibles

Necesidad de ingenieria y de
nuevos disefios de equipos

Inoculacién

Facil inoculacién; proceso continuo

Inoculacién de esporas;
discontinuo

Contaminacion

Riesgo de contaminacion por una
cepa bacteriana

Riesgo de contaminacion por bajo
crecimiento fangico

Consideraciones
energéticas

Alto consumo de energia

Bajo consumo de energia

Volumen del
equipo

Altos volimenes y altos costos de la
tecnologia

Bajos voliumenes y bajo costo de
los equipos

Efluentes y
contaminacion

Altos volimenes de efluentes
contaminantes

No efluentes; menor
contaminacion

Concentracion
sustrato/producto

30-80 gL

100-300 gL™
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[1.3.1 Fermentacion en Estado Soélido (FES)

La FES es un proceso biolégico en el cual cierto microorganismo o0 consorcio de
microorganismos, como bacterias u hongos, crecen en un soporte sélido que contiene
los nutrientes y humedad necesaria, y en condiciones aerobias (Abraham, 2014).
Generalmente, el contenido del agua varia entre un 30 y 85 % y funciona como un
solvente para proveer nutrientes y para mantener las estructuras biologicas organizadas
a nivel celular y molecular (Machado de Castro y col., 2018).

Raimbault, (1998) plantea un concepto mas amplio de la FES en funcién de la matriz
debe de absorber agua una o varias veces su peso seco, con una actividad de agua
relativamente alta en la interface sélido/gas que permita diversos procesos bioquimicos;
la mezcla de aire de oxigeno con otros gases y aerosoles debe fluir bajo una presion
relativamente baja; la interface sélido/gas debe de ser un excelente habitat para el
rapido desarrollo de cultivos especificos de mohos, levaduras y bacterias, en cultivos
puros o mezclados; las propiedades mecanicas de la matriz so6lida debe soportar
compresion o agitacion suave, segln sea necesario en un proceso de fermentacion
dado. Esto requiere particulas pequefias granulosas o fibrosas que no se rompan o se
peguen unas a las otras; la matriz sélida no debe ser contaminada con inhibidores de
actividades microbianas y debe de ser capaz de absorber o contener nutrientes, tales
como carbohidratos (celulosa, almidon, azucares), fuentes de nitrdgeno (amonio, urea,
péptidos) y sales minerales.

De acuerdo a lo planteado anteriormente, los principales componentes de la FES son el
microorganismo Yy el sustrato sobre el cual se va a desarrollar el proceso fermentativo,
factores que garantizan el éxito del proceso (Mussatto y col., 2012). Normalmente, la
FES es un proceso de multiples pasos que incluye el pre-tratamiento de los sustratos, a
través de procesos mecanicos, quimicos y bioquimicos, los cuales garantizan la
reduccion del tamafio de los componentes, la hidrolizacion de los sustratos poliméricos
primarios (Ej. polisacaridos y proteinas) y el incremento de la disponibilidad de los
nutrientes. Sin embargo, los costos de estos pre-tratamientos deben de ser
balanceados con el eventual valor de los productos. Otros pasos estan relacionados
con la utilizacion (fermentacién) de los productos de la hidrdlisis y la separacion y
purificacion de los productos finales (Martinez y Garcia, 2016).

[1.3.2 Parametros que influyen en la FES

Son varios los factores que influyen en la evolucion de la FES y en la obtencion del
producto final. Entre ellos, la seleccion de una cepa adecuada, el sustrato y su relacion
con los parametros fisicos, quimicos y bioquimicos del proceso, tal y como se describe
a continuacion:
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Humedad

El contenido de humedad es un parametro crucial de la FES. Esta variable influye
significativamente en el desarrollo microbiano. La actividad de agua tiene una influencia
sobre el crecimiento y las actividades metabdlicas de los microorganismos. El valor
optimo de contenido de humedad depende del microorganismo, el tipo de producto final
y de la matriz sélida que se utiliza. Se han recomendado valores de humedad para una
matriz organica a fermentar entre 40 — 60 % (Haug, 1993; Reinoso, 2015). Un bajo
contenido de humedad conduce a una mala difusion de los nutrientes que obstaculizara
el crecimiento microbiano (Pandey y col., 2013).

Temperatura

La temperatura influye en la velocidad de crecimiento de los microorganismos. Existe
una temperatura o rango de temperaturas Optimas para el crecimiento del
microorganismo, fuera de este rango el crecimiento se ralentiza o es inexistente. Por
otra parte, el incremento térmico generado es proporcional a la actividad metabdlica de
los microorganismos, lo que puede afectar directamente al crecimiento microbiano, la
produccion de esporas y/o las propiedades del producto final (Pandey y col., 2013).

pH

Generalmente el pH se autorregula durante el proceso, pero es dificil supervisar y
controlarlo en procesos de fermentacion en estado sélido, debido a la naturaleza de los
materiales fermentados, por ser sélidos en ausencia de agua libre. A pesar de estas
dificultades, es importante conocer su valor por lo que se hace necesario tener la
medida y control durante todo el proceso fermentativo, con el fin de prevenir la muerte
de microorganismos por valores que éstos no toleran (Raimbault, 1998). Los valores
optimos de pH para que los microorganismos se desarrollen estan entre 5 y 8 (Haug,
1993).

Tamafo de la particula

El tamafio inicial de las particulas de la matriz sélida es otro factor importante para la
optimizacién del proceso. A una mayor superficie para el crecimiento microbiano por
unidad de masa, mas rapida y completa serd la reaccion. El desmenuzamiento del
material facilita la accion de los microorganismos y aumenta la velocidad del proceso.
Aunque, un pequefio tamafio de particula provoca una gran superficie de contacto para
el crecimiento microbiano, reduce el espacio entre particulas y aumentan las fuerzas de
friccion, lo que limita la difusion de oxigeno hacia el interior y de di6xido de carbono
hacia el exterior. Este proceso restringe la proliferacion microbiana y puede dar lugar a
un colapso microbiano al ser imposible la aireacion por conveccion natural (Haug,
1993). Por otra parte, un producto muy fino no es aconsejable por riesgos de
compactacion (Rodriguez y col., 2008).
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Aireacion

La aireacién durante la FES es de gran importancia debido a que, por una parte,
proporciona oxigeno para los microorganismos mientras elimina el diéxido de carbono
y, por otro, elimina el calor del fermentador y distribuye el vapor de agua de los
metabolitos gaseosos y volatiles producidos, evitando que la descomposicion de la fase
gaseosa afecte la biomasa y la produccion enzimética (Raimbault, 1998). Una
aireacion insuficiente puede derivar en una sustitucion de los microorganismos aerobios
por anaerobios, con el consiguiente retardo en la descomposicion, la aparicion de
sulfuro de hidrogeno y la produccién de malos olores. Por otro lado, la excesiva
ventilacion podria provocar el enfriamiento de la masa y una alta desecacion de ésta
con la consiguiente reduccién de la actividad metabdlica de los microorganismos
(Ballardo-Matos, 2016).

Microorganismos

Entre los microorganismos empleados en los procesos de FES se destacan los hongos
filamentosos (50 %), levaduras (30 %), actinomicetos (15 %) y bacterias (5 %) (Diaz,
2009). Las bacterias, generalmente, han sido envueltas o empleadas en los procesos
de compostaje, ensilaje y en algunos procesos alimenticios. Las levaduras pueden ser
empleadas para la produccion de etanol y alimentos. Los hongos filamentosos son los
que mejor se adaptan en este proceso debido a sus propiedades fisioldgicas,
enzimaticas y bioquimicas, dominando, por lo tanto, las investigaciones sobre FES
(Raimbault, 1998).

En la FES, la seleccién del microorganismo esta determinada, principalmente, por la
actividad de agua del medio y el producto a obtener (Brandao, 2003). Sin embargo, la
composicién del sustrato, su estructura, la temperatura, concentracion de oxigeno,
contenido de humedad y pH son importantes en el tipo de actividad de los
microorganismos (Ballardo-Matos, 2016). No obstante, esta seleccion no es una tarea
facil, dependeréa de la seleccién conjunta entre el microorganismo y las condiciones en
la que se llevara a cabo el proceso de fermentacion deseado.

[1.3.3 Sustratos empleados para la FES

Dentro de los sustratos empleados para la FES se encuentran los residuos
agroindustriales. Estos pueden ser de origen animal o vegetal, los cuales pueden
dividirse a su vez en siete grupos: 1) cereales, 2) raices y tubérculos, 3) plantas
oleaginosas, 4) frutas, incluyendo la cascara, y verduras, 5) productos carnicos, 6)
pescados y mariscos y 7) productos lacteos (Pandey y col., 2003; Casas y col., 2014).
Muchos de estos sustratos tienen moléculas poliméricas, solubles o parcialmente
solubles en agua, pero la mayoria son baratas y faciles de obtener. En general, los
sustratos deben tener un alto contenido de carbohidratos y ser ricos en vitaminas y
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minerales, los cuales favorecen el crecimiento microbiano (Costa y col., 2010;
Moyano, 2014).

Como se menciond anteriormente, muchos de estos sustratos necesitan una
preparacion o pretratamientos previos como uno de los pasos claves en la FES, lo que
permite realizar su conversién a formas mas adecuadas para su asimilacién por los
microorganismos. Estos pretratamientos incluyen la reduccion del tamafio del sustrato
por molido, raspaje o troceado; hidrolisis fisica, quimica o enzimatica de los polimeros
para incrementar la disponibilidad del sustrato; suplementacion con nutrientes (fosforo,
nitrogeno, sales) y establecimiento de un pH y humedad a través de la solucion mineral;
cocinado o tratamiento con vapor para la pre-degradacion de la estructura
macromolelular y la eliminacion de los principales contaminantes, etc. (Raimbault,
1998). Sin embargo, ninguno de estos tratamientos garantiza la degradacion total de
estos sustratos.

A partir de su contenido de agua los sustratos provenientes de los residuos agro-
industriales se clasifican en residuos sélidos o secos y humedos. Una clasificacion
determinante en el proceso de adecuacion y pretratamiento (Casas y col., 2014).

11.3.3.1 Residuos so6lidos o secos

Los residuos sélidos pueden ser secos o mezclados con pequefias cantidades de agua
provenientes de actividades de cosecha, como la paja o el rastrojo de la cebada,
frijoles, avena, arroz y trigo, asi como también el tallo y las hojas del maiz, el algodon,
el sorgo, la alfalfa, la soya, entre otros (Grande, 2016). Estos residuos o sustratos
pueden ser de soporte nutricional (cebada, maiz, arroz, trigo y soja) y de soporte inerte
(fibras inertes, aserrin, paja y bagazo, especialmente, de cafia), los cuales son
susceptibles de aprovechamiento por su alto contenido de hemicelulosa, celulosa,
pectina y otros polisacéridos, tal y como muestran algunos ejemplos a continuacion:

11.3.3.1.1 Sustratos lignocelulésicos (Bagazo de cafia, aserrin)

En los Ultimos afos, los residuos lignocelulésicos han recibido gran atencion para la
produccion y recobrado de muchos productos con alto valor afiadido (Pandey, 2000;
Dong y col., 2011). La lignocelulosa esta compuesta, basicamente, de celulosa,
hemicelulosa y lignina (Figura 2). La composicién elemental en base seca de la
biomasa corresponde, esencialmente, a un 30-40 % de oxigeno, 30- 60% de carbono,
5-6% de hidrégeno y un pequefio contenido de ceniza. Entre los elementos inorganicos
se incluyen nitrégeno, cloro, y azufre, que en conjunto conforman menos del 1 % de la
biomasa (Kumar y col., 2017).

La celulosa es un polimero lineal de unidades repetidas de celobiosa (subunidades de
D-glucosa unidas por enlaces B -1,4 glucosidicos) con un alto grado de polimerizacién
(10-100 veces mas que la hemicelulosa). Es una estructura altamente cristalina con
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Figura 2. Representacion de la composicion de los sustratos lignocelulésicos
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cadenas lineales rigidas. El grupo hidroxil unido a las cadenas provee una fuerte unién
intermolecular. Estas estructuras forman enlaces agrupados los cuales se unen y
forman las llamadas microfibrillas de celulosa unidas por puentes de hidrogeno y
fuerzas de Van der Waals intermoleculares (Jgrgensen, 2003; Arias-Ortiz y Meneses
Cruz, 2016).

La hemicelulosa es un polimero amorfo compuesto de pentosas (xilosa y arabinosa),
hexosas (galactosa, glucosa y manosa) y acidos de azucar (urénicos). La lignina es uno
de los componentes que no puede ser separado en unidades facilmente utilizables
(degradables) debido a su naturaleza recalcitrante (no es soluble en agua vy
Opticamente inactivo). Es un complejo variable, hidrofébico que posee un polimero
aromatico tridimensional de unidades de p-hidrofenilpropano conectados por enlaces C-
CyC-0O-C.

Bagazo de cafa

La cafla de azUcar (Saccharum officinarum) contiene un 40-45 % de celulosa, 30-33 %
de hemicelulosa, 13-18 % de lignina y otros componentes que incluyen carbohidratos
solubles, minerales y proteinas (Figura 2; Ribeiro y col., 2013; Monroy, 2016).
Ademas, contiene compuestos fendlicos, terpenoides y fitoesteroles (Feng y col.,
2014).

El bagazo de cafia es uno de los residuales de la industria cafiera. A nivel mundial se
producen mas de 1 700 millones de toneladas de cafia de azucar. Por cada tonelada de
cafa se producen 264 kg de bagazo. La industria cafiera ha sido el principal motor del
desarrollo socio-economico de Cuba, generandose grandes volumenes de este residual
al afo. Su uso, tradicionalmente, se aplica a la produccion de pulpa para papel como
materia prima y a la obtencién de tableros de madera, ceras industriales, alcoholes,
azucares refinados y alimentos para el ganado (Cordovés-Herrera y col., 2013). Sin
embargo, otros usos le han dado un valor afiadido a este residual en nuestro pais
(LLanes-Diaz y col., 2015; Cascaret y col., 2020).

Tradicionalmente, el bagazo de cafia es uno de los residuos que mayormente se
emplea en la FES para la obtencion de etanol. Pero, otros productos han sido obtenidos
a partir de su fermentaciéon. Por ejemplo, algunos autores refieren su empleo para la
obtencion de acido citrico (Soccol y Vandenberghe, 2003; Tuquerres y col., 2020)
empleando Aspergillus niger. Por su parte, Martinez y col., (2017) lo emplean para la
produccion de ésteres, aldehidos y alcoholes con Kluyveromyces marxianus.

Aserrin

El procesamiento de la madera genera cantidades considerables de desechos en forma
de aserrin y pequefios pedazos de madera que causan problemas ambientales por su
quema o el vertido en rios. En Cuba se generan grandes cantidades de aserrin de
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diferentes maderas, por lo que se hace necesario su utilizacion para minimizar los
efectos negativos sobre el medio ambiente (Serret-Guasch y col., 2016).

El aserrin es también un sustrato lignocelulésico compuesto de los heteropolisacaridos
mencionados anteriormente. En nuestro pais, su uso ha sido vinculado, principalmente,
COmo recurso energético. Sin embargo, otras investigaciones reflejan su empleo como
un residual de alto valor. Lopez y col., (2018) utilizaron aserrin de pino utilizando
Trichoderma harzianum para la produccibn de enzimas celuloliticas y para la
produccion de celulasas y xilanasas.

Pulpa de café seca

La pulpa de café es el principal desecho del beneficio himedo del café y representa
alrededor del 29 % del fruto del café. Estd compuesta basicamente por fibras, grasas
(2.0-7.0 %) y proteinas (7.5-15.0 %). Aunque, también presenta otros componentes
como polisacaridos (21-32 %; celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina), cafeina,
taninos y &cido clorogénico (Braham y Bressani, 1978; Noriega-Salazar y col., 2009;
Serrat-Diaz y col., 2018; Acevedo y col., 2021).

En Cuba, la produccion de café constituye un renglon fundamental en la agricultura de
montafia, siendo las provincias de Santiago de Cuba, Guantanamo y Granma las
principales productoras (Serrat-Diaz y col., 2018). Ha sido ampliamente utilizada en el
cultivo de hongos y para la obtencion de enzimas, hormonas, productos
inmunocéuticos, abono orgénico, ensilaje destinado a la alimentacion animal, etc. La
mayor parte de las investigaciones con este sustrato ha implicado el uso de hongos
filamentosos. En este sentido, es de destacar las diversas investigaciones realizadas
en nuestro Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial empleando este sustrato y el
hongo basidiomiceto P. ostreatus (Garcia, 2008; Rodriguez, 2008; Bermudez y
Garcia, 2010; Morris y col., 2012; Bermudez y col., 2014). Reyes y Franco, (2016)
emplea la pulpa y el hongo Ceratocystis fimbriata para la obtenciébn de algunos
compuestos aromaticos. No obstante, el empleo de bacterias en algunas
investigaciones ha confirmado la utilizacion de este sustrato para la obtencion mediante
FES de otros compuestos de gran importancia (Oktaviani y col., 2020).

Arroz y sorgo

El arroz (Oryza sativa) y el sorgo (Sorghum bicolor L.) estdn compuestos mayormente
por almidon (aproximadamente, 80 %). El almiddn del sorgo consiste en amilopectina,
un polimero de cadena ramificada de la glucosa, y de amilosa, un polimero de cadena
lineal. Otros componentes de ambos granos incluyen proteinas, grasas, fibras,
minerales (Ca, Fe, P, Mg, Na, K), vitaminas (B1, B2 y B3) y agua (Domanski y col,
1997; Colina 'y Guerra, 2009; Herrero-Delicado, 2015; Nava-Berumen y col., 2017).
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El arroz y el sorgo son considerados como alimentos humanos; sin embargo, son
sustratos amilaceos de gran utilidad para la obtencion de compuestos para la industria,
en la produccion de almidon, dextrosa, miel de dextrosa, aceites comestibles, bebidas,
materias colorantes, cosméticos, papel, productos farmacéuticos, carnicos, entre otros
(Saucedo, 2008). Por ejemplo, Idris y col., (2017) emplearon sorgo mediante
fermentacion para optimizar la produccion de celulasas utilizando Trichoderma reesei,
logrando la hidrélisis enzimética de sorgo y convirtiendo los azlcares en etanol con
ayuda de Saccharomyces cerevisiae. Asimismo, Adhyaru y col., (2016) emplearon
paja de sorgo para la produccion de xilanasa a partir de Aspergillus tubingensis bajo
FES.

De manera general, multiples han sido los residuos agroindustriales empleados en la
obtencién de diversos productos biotecnoldgicos. Todos representan una fuente de
nutrientes para los microorganismos que permiten ser utilizados en la FES. Las
investigaciones realizadas por diversos autores le han dado un alto valor agregado a
estos residuos como sustratos no convencionales para el crecimiento de
microorganismos y la obtencion de sus metabolitos bioactivos (Cortez, 2007; Kassa y
col., 2008; Bermudez y col., 2010; Duhan y Gahlawat, 2014; Amaro y col., 2015;
Avalos y Geoconda, 2016; Mushimiyimana y Tallapragada, 2016; Reddy y col.,
2016; Vinicius y col., 2018).

11.3.3.2 Residuos humedos

Aquellos residuos con alto contenido de agua son considerados humedos. Entre ellos
se encuentran el estiércol de animales, permeado de queso, desechos de té, piensos,
pulpa de café, citricos, remolacha, manzana y los ensilados de animales (Grande,
2016; Pandey y col., 2017). Mdltiples han sido los usos de los residuos humedos en la
obtencién de diversos productos. Por ejemplo, Soccol y Vandenberghe, (2003)
emplearon pulpa de manzana para la produccion de &cido citrico con Aspergillus niger.
Bena y col., (2015) utilizaron permeado de queso al 20 % como un medio de cultivo
alternativo para la produccion de esporas de Bauveria bassiana. Biz y col., (2016)
utilizaron la pulpa de citricos para la obtencion de pectinasas, empleando Aspergillus
oryzae. Los desechos agroindustriales provenientes de aguas residuales de almidén
han sido uno de los enfoques mas novedosos para producir butanol mediante el
Clostridium beijerinckii (Maiti y col., 2016).

[1.3.4 Aplicaciones de la FES

La produccion de enzimas ha sido y es una referencia para este tipo de proceso (Anexo
1). Sin embargo, la aplicacion de la FES se ha extendido a mdultiples campos. En
décadas recientes se ha estudiado su uso en la biorremediacién y biodegradacion de
compuestos peligrosos, desintoxicacién biolégica de residuos agroindustriales,
biotransformacién de residuos de cultivos, biopulpeo y obtencién de productos de valor
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agregado. Estos productos incluyen enzimas, antibioticos, acidos organicos, alcaloides,
factores de crecimiento de plantas, biofertilizantes, biopesticidas (incluyendo
micopesticidas y bioherbicidas) y compuestos aromatizantes (Pandey y col., 2008;
Mohammad y col., 2012; Pandey y col., 2013; Thomas y col., 2013; Ashok y col.,
2017).

[1.3.4.1 Produccién de compuestos bioactivos mediante FES

La produccién de metabolitos secundarios biologicamente activos se ha atribuido a
diversos microorganismos; sin embargo, estas sustancias se producen solo bajo
condiciones fisiolégicas especificas (Anupama y col., 2007). Los antibi6ticos son
producto del metabolismo secundario de los microorganismos y son producidos,
tradicionalmente, por FS. No obstante, algunos autores refieren que su produccion es
mejor empleando la FES debido a que los microorganismos productores crecen en su
habitat natural (Vastrad y col., 2014). En muchos casos los nutrientes contenidos en el
sustrato pueden ser inductores o nutrientes suplementarios para tal produccion.

Maximizar los rendimientos cualitativos (pureza quimica) y cuantitativos de la linea
productora (microorganismos) es un objetivo primordial de la industria biotecnoldgica en
el campo de las fermentaciones de metabolitos secundarios. La produccion de estos
metabolitos para propésitos industriales esté dificultada por la regulacion metabdlica
microbiana que tiende a evitar la acumulacion de moléculas innecesarias. A pesar de
estos problemas, muchos autores han empleado este proceso para la obtencién de
diversos compuestos farmacolégicamente activos.

Yang y Ling (1989) utilizaron el boniato, salvado de arroz y harina de soya para la
obtencién de tetraciclina mediante FES, empleando la cepa Streptomyces
viridifaciens ATCC 11989. Otros antibiéticos como la neomicina, cefalosporina C,
meroparamicina, lovastatina, rifamicina B y rifamicina SV han sido obtenidos mediante
FES y con el uso de polvo de semilla de frambuesa, rava de trigo, salvado de trigo,
salvado de arroz, arroz, bagazo de la cafia, quaker, pan, maiz, cascara de garbanzo
verde, cascara de frijol negro, cascara de naranja, torta de aceite de coco, torta de
aceite de cacahuete, cascara de nuez molida, torta de cascara de arroz y aceite de
girasol, empleando  diferentes tipos  microorganismos (Streptomyces
marinensis, Acremonium chrysogenum C10, Streptomyces sp., MARO01, Penicillium
funiculosum NCIM 1174, Amycolatopsis mediterranea MTCC14, Amycolatopsis
mediterranei OVA5-E7 y Nocardia mediterranei) (Adinarayana y col., 2003; Ellaiah y
col., 2004; Cuadra vy col., 2008; El-Naggar y col., 2009; Reddy vy col., 2011; Vastrad
y Neelagund 2012; Vastrad y col., 2014; Nagavalli y col., 2015).
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ll. MATERIALES Y METODOS
[1l.1 Preparacion del indculo

Para los ensayos de FES se empleo la cepa bacteriana de actinomiceto M. fluminis
A38", aislada del rio San Pablo, Santiago de Cuba en previos estudios y conservada en
la Coleccién de Cultivos del CEBI (CCEBI) en cufia de ISP2 [composicién (gL™):
glucosa, 4; extracto de malta, 10; extracto de levadura, 4]; Shirling y Gottlieb, 1966)] a
4 °C. Los ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de
Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), Facultad de Ciencias Naturales y Exactas,
Universidad de Oriente.

I11.2 Caracterizacion de los sustratos

111.2.1 Determinacion de la humedad

La determinacion de la humedad se realiz6 de acuerdo a lo descrito por el Standard
methods (APHA, 1998).

[11.2.2 Determinacién de la solubilidad en agua

La solubilidad en agua permite tener un estimado del contenido de sales orgéanicas,
azlcares, gomas, taninos y pectinas. La determinacion de la solubilidad de los sustratos
se determind por adicion de 2 g del sustrato en 100 mL de agua. La mezcla se mantuvo
en agitacion a 150 rpm, durante 48 h. Previamente, los sustratos fueron molidos en un
molino (MWM, Alemania) hasta la obtencién de un polvo fino. El residuo final se pes6y
se determind la concentracién de solubles a partir de la diferencia en el peso.

111.2.3 Determinacion de carbohidratos

Se pesaron 0,2 g de muestra y se disolvieron, durante 1 h o méas, en 20 mL de un buffer
tampon fosfato a pH 8, en agitacion constante en una zaranda rotatoria a 120 rpm para
garantizar la disolucién de todos los azucares. Se determiné el contenido de azlcares
reductores de las muestras preparadas anteriormente por el método 3,5-acido
dinitrosalicilico (DNS; Miller, 1959), a partir de una curva patron empleando la glucosa
(20 gL™) a concentraciones de 0,8, 1, 3, 5y 10 gL™. La lectura de la absorbancia se
realiz6 a 540 nm.

Por otra parte se determind en contenido de azUcares reductores luego de aplicarse
calor de ~ 70 °C a las muestras durante 10 min, aproximadamente, y bajo agitacion
constante. En este caso, se pesaron 0.09 g de los sustratos amilaceos y se disolvieron
en 20 mL del buffer tampdn fosfato, pH 8. Se determiné en cual de los dos métodos
existe una mayor disolucién de los azucares presentes en las muestras.

Por otra parte, se pesaron 0,09 g de las muestras y se disolvieron en 100 mL de agua
destilada. Se les aplicé calor (~ 70 °C ) y se determiné el contenido de carbohidratos
totales que corresponde al contenido de almidon presente en la muestra (Nielsen,
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2003) por el método de la Antrona (Hodge y Hofreiter, 1962), empleando una solucién
patron de glucosa (20 gL'1) a concentracionesde 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1y 0,2 gL"1.
La absorbancia se leyd a 625 nm contra un blanco reactivo, con ayuda de un
espectrofotometro (Ray Leigh UV-2601, China). Los resultados se expresaron en g por
cada 100 g de muestra.

[11.2.4 Determinacién de proteinas

La determinacion de proteinas se realizd6 mediante el método descrito por Lowry y col.,
(1951), utilizando como estandar la albumina de suero bovino (20 gL'1; BDH, Reino
Unido) a concentraciones de 1, 3, 5y 7 gL'1. La absorbancia se ley6 a 650 nm. Las
muestras se procesaron de manera similar a lo descrito previamente para la
determinacion de azucares totales y reductores.

I11.3 Fermentacién

[11.3.1 Preparacién del in6culo

Para la preparacion del indculo, se empled un cultivo de la cepa A38" sembrada en una
placa petri con ISP2 e incubada durante 7 dias a 37 °C. Todo el crecimiento bacteriano
fue arrastrado con ayuda de un hisopo de algoddn estéril e inoculado en 10 mL de un
medio de cultivo a base de sales minerales que contenia K-HPO4 (2 gL™), NaCl (1 gL ™)
y MgS0O,x 7H,0 (0,1 gL™).

[11.3.2 Fermentacién en estado sumergido

La fermentacién en estado sumergido se realiz6 con el objetivo de corroborar los
resultados obtenidos por Hernandez, (2017). Erlenmeyers con 100 mL de los medios
de cultivo ISP, y caldo casefna-almidén [composicién (gL™): almidén soluble, 10; KNOs3,
2; KoHPO,, 1; FeSO4 x 7H,0, 0,01; MgSO4 x 7 H,0O, 0,05; CaCOs, 0,02; NacCl, 2;
caseina, 0,03] fueron inoculados con una suspensién de esporas de la cepa A38" al 2 %
(v/v) 'y se incubaron en agitacion a 150 r.p.m, aproximadamente, a temperatura
ambiente (25 — 30 °C) durante 15 dias.

111.3.3 Fermentacién en estado soélido

En una primera etapa, para evaluar el crecimiento de la cepa A38" y la produccién de
metabolitos secundarios bioactivos mediante FES, se emplearon los sustratos: aserrin,
bagazo de cafia y pulpa de café seca, obtenidos a través de trabajadores no estatales
(carpinteria ubicada en el poblado ElI Caney), CAl “Dos Rios” y de la estacion
experimental agroforestal “lll Frente Oriental”, respectivamente. De acuerdo a los
resultados obtenidos se emplearon, en una segunda etapa, los sustratos amilaceos
sorgo y arroz, obtenidos a través de trabajadores no estatales en el mercado
agropecuario La Plaza. Previamente, el sorgo fue triturado en un molino (MRC,
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Alemania) hasta la rotura del grano y cocinado, al igual que el arroz, con 100 mL de
agua destilada hasta que los granos estuvieron semi-blandos.

[11.3.3.1 Preparacion de los sustratos e inoculacion

Las fermentaciones fueron llevadas a cabo en sistemas discontinuos para los cuales se
emplearon Erlenmeyers de 500 mL con 50 g de cada uno de los sustratos a evaluar, a
los que se les afiadié un volumen de 10 mL de la solucion de sales minerales descrita
previamente. Luego, fueron esterilizados a 121 °C durante 1 h, excepto el sorgo y arroz
que fueron esterilizados durante 20 min. Los reactores fueron inoculados al 20 % (m/v)
y se incubaron a 30 + 2 °C, durante 21 dias. Los ensayos se realizaron por triplicado.

I11.4 Extraccién de los metabolitos bioactivos

Para la extraccion de los metabolitos se emplearon solventes de diferentes polaridades
como benceno, diclorometano y metanol (ver Anexo 2). A las muestras fermentadas se
les afiadié 100 mL de cada uno de los solventes y se agité en una zaranda rotatoria a
150 r.p.m durante dos horas. Posteriormente, se centrifugd a 5 000 r.p.m durante 10
min. El proceso de extraccidn se repitié cuatro veces. El sobrenadante fue concentrado
en un rotaevaporador (Heidolph, Suiza) a 37-40 °C. Los extractos obtenidos fueron
recobrados con una pequefia cantidad de los mismos solventes y conservados en
viales eppendorf estériles a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

I11.4.1 Determinacion de sdélidos totales en los extractos

La determinacion de los solidos totales del extracto fue realizado segun lo establecido
en el Procedimiento Normalizativo Operativo (PNO) del Laboratorio de Ensayos
Analiticos del CEBI (CEBI/PT/ME/Q9).

I11.5 Determinacion de la actividad antibacteriana

La determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos se realizé por
el método de Kirby-Bauer modificado o método de los pocillos. El ensayo consistié en la
medicion de la actividad antagonista de los metabolitos bioactivos producidos por M.
flumnis A38" frente a las bacterias Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCEBI 1032), Bacillus
cereus ATCC 11778 (CCEBI 1033), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CCEBI 1068)
y Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CCEBI 1070), conservadas en cuiias de agar
nutriente en la Coleccion de Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
(CCEBI)a 4 °C.

Con ayuda de puntas estériles de 6 mm de diametro se realizaron orificios en placas de
agar Mueller-Hinton y se depositaron 20 uL de los extractos a ensayar. Previamente, se
diseminaron 100 pL del inéculo de las bacterias, ajustado a una concentracién de 10°
UFC/mL (patrén 5 de Mc Farland), con ayuda de la espatula de Drigalsky. Las placas
se dejaron en reposo durante 15 min a 25 °C, aproximadamente, con el objetivo de
lograr la maxima difusion de los metabolitos a través del agar. Luego, se incubaron de
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forma invertida durante 24 — 48 h a 37 °C La aparicion de un halo de inhibicién (zona
clara alrededor de la colonia) fue tomado como una actividad antibacteriana positiva.
Los resultados se expresaron como el promedio * desviacion estandar, en mm.

[11.6 Determinacion de la actividad antifungica

La actividad antifingica de M. fluminis A38" frente a hongos patogenos se realizd
mediante la medicion del halo de inhibicion del crecimiento de los hongos patégenos,
utilizando cepas de Aspergillus niger ATCC 9642 (CCEBI 3004) y Alternaria alternata
CECT 2662 (CCEBI 3037), conservadas en cufias de agar extracto malta en la CCEBI a
4 °C. En el centro de una placa que contenia agar extracto malta (BIOCEN) se
depositaron 5 pL de los extractos de A38'. Las placas fueron incubadas de forma
invertida, durante 7 dias a 37 °C. Luego, un tap6n de micelio (6 mm de didmetro) del
hongo filamentoso a ensayar fue colocado a una distancia de 3 cm del centro de la
placa, incubandose a 30 - 35 °C durante 7 dias. La aparicion de una zona clara
alrededor del pocillo evidencié una actividad antagonica del extracto en el crecimiento
del hongo. Los ensayos se realizaron por triplicado y expresados en mm.

I11.7 Determinacion de la actividad enziméatica

I11.7.1 Produccion de amilasas

La determinacion de la actividad amilolitica de M. fluminis A38" se determiné a partir de
la capacidad de esta cepa para producir enzimas amilasas. La actividad cualitativa se
realiz6 mediante la adicion de almidén (10 gL-1) al medio agar triptona soya. En el
centro de placa se depositaron 5 pL de un cultivo de la cepa que fue crecida durante 7
dias en placas de ISP2 a 37 °C. Las placas se incubaron de forma invertida durante la
misma cantidad de tiempo y temperatura y, al cabo de este tiempo fueron reveladas con
una solucion de lugol (12 + KIl). La formacion de un halo traslicido alrededor de la
colonia indico la actividad amilolitica de la cepa.

La actividad cuantitativa amilasa se determind por el incremento del producto de
hidrélisis (azUcares reductores) por el método 3,5-4cido dinitrosalicilico (DNS; Miller,
1959). Se realiz6 una curva patréon empleando la glucosa (20 gL™) a concentraciones de
0,6, 0,8, 1y 3 gL™. La lectura de la absorbancia se realizé6 a 540 nm. Una actividad
enzimatica se defini6 como la cantidad de enzima que libera 1 pmol/min de extremos
reductores (glucosa) bajo las condiciones de ensayo. Los valores se expresaron en
umL™,

[11.7.2 Deteccidn cualitativa de almidén (actividad enziméatica indirecta)

Se realizé un analisis cualitativo de la presencia de almidén en los sustratos luego de su
fermentacién por M. fluminis A38" durante 21 dias. La observacién de un color azul
indico la presencia de almidén, luego de afiadir una solucion de lugol a la muestra.
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[11.8 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd en el Statgraphics version 5.1 a partir de la realizacion
de tres réplicas en cada uno de los parametros analizados y empleando la prueba t-
Student para un nivel de confiabilidad de 0,05 (5 %).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 Crecimiento de M. fluminis A38™ mediante FS

Los resultados de la fermentacién en estado sumergido de la cepa M. fluminis A38" en
los medios de cultivo ISP2 y caldo caseina-almidén durante 21 dias fueron similares a
los obtenidos por Hernandez, (2017), al obtener una excesiva esporulacion que limito la
extraccion de los compuestos bioactivos con solventes de diferentes polaridades. La
excesiva esporulacion de la cepa puede estar relacionada con la naturaleza hidrofilica
de las esporas de Micromonospora (de Menezes y col., 2012). Resultados similares a
los obtenidos en esta investigacion han sido reportados por otros autores, los cuales
han observado el comienzo de la esporulacion a las 24 h después de haber sido
inoculado el fermentador (Carvajal, 1947).

Algunos estudios han mostrado que la esporulacién o la formacion de las llamadas
“esporas sumergidas” (las que se forman durante la fermentacién sumergida y que se
diferencias de las esporas aéreas formadas en placas de agar) de algunos
actinomicetos puede ser dependiente de los nutrientes del medio de cultivo; o sea, la
esporulacidbn comienza y se incrementa cuando existe una limitacion de nutrientes
(Ochi y Inatsu, 1995). Los medios de cultivo ensayados durante esta investigacion se
caracterizan por un bajo contenido de nutrientes y/o la presencia de fuentes de carbono
complejas (caseina y almidon) y, han sido referenciados por otros autores por la
capacidad que tienen algunos actinomicetos de producir compuestos con actividad
antibacteriana y antifangica en ellos.

Es bien conocido que la produccién de metabolitos bioactivos (metabolitos secundarios)
esta relacionada con la limitacién de nutrientes, una vez que existe disminucién de la
disponibilidad de los mismos en la etapa estacionaria de crecimiento de las bacterias.
En actinomicetos esta capacidad esta relacionada con el inicio de la esporulacién de los
mismos. Sin embargo, la abundante esporulacion dificulta en proceso de extraccion, tal
y como sucedid en nuestro estudio.

A partir de los resultados obtenidos en el crecimiento de la cepa y por el efecto
diluyente del agua, no se realiz6 la extraccion de los metabolitos bioactivos. Se hace
necesario un estudio mas profundo para el crecimiento de M. fluminis A38" y obtencién
de metabolitos con actividad antibacteriana y antifingica producidos por la cepa durante
FS. Estos estudios deben incluir el analisis de diferentes medios de cultivo, tiempo de
fermentacién y extraccidén de los metabolitos bioactivos, entre otros.

IV.2 Crecimiento de M. fluminis A38" en residuos agroindustriales mediante FES

En una primera etapa se evalud el crecimiento cualitativo de esta cepa en los residuos
agroindustriales bagazo de cafia, aserrin y pulpa de café mediante FES. En previos
estudios, Hernandez, (2017) demostré la capacidad de M. fluminis A38" para producir
enzimas de diferentes naturalezas (celulasas, ligninasas, quitinasas, pectinasas,
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lipasas, amilasas, etc.). Por lo tanto, dicha cepa podria ser potencialmente empleada
para la degradacion de estos residuos lignocelulésicos. Sin embargo, los resultados
mostraron que la cepa no fue capaz de crecer en ninguno de los sustratos ensayados,
lo cual puede deberse a la naturaleza de los mismos.

Las biomasas de naturaleza lignocelulésicas como el aserrin y el bagazo de cafia son
complejos heterogéneos de carbohidratos poliméricos (celulosa, hemicelulosa y lignina)
(Ribeiro y col., 2013). Estos polimeros son constituyentes muy dificiles para la
descomposicion por algunos microorganismos. Por ejemplo, las microfibrillas de
celulosa estan unidas por puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals
intermoleculares que hacen muy dificil su hidrélisis y su descomposicion por actividad
enzimatica (Arias-Ortiz y Meneses Cruz, 2016). Asimismo, la union que se produce
entre la lignina y la hemicelulosa a través de enlaces éster forma una estructura robusta
y resistente que evita la accion de las enzimas microbianas contra la celulosa y la
hemicelulosa (Lennox y col., 2010; Saini y col., 2015). La cafia de azucar contiene,
ademas, pentosanos (contiene acidos urénicos)

La pulpa de café contiene, ademas de compuestos lignocelulésicos, sustancias
pécticas, polifenoles (taninos), cafeina y potasio. Aunque en estudios previos
(Hernandez, 2017) se demostré que la A38" es capaz de producir pectinasas (para la
degradacion de las sustancias pécticas), los otros compuestos podrian ejercer un efecto
negativo (t6xico) en el crecimiento de la cepa. La cantidad de fenoles libres en la pulpa
se encuentra alrededor del 2,6 % (Braham y Bressani, 1978), concentracion muy
superior (5 veces mayor) a la que podria ser tolerada por esta bacteria cuando se
empled 0,2 % de fenol para su aislamiento. La accién de los compuestos fendlicos
incluye muchos sitios de accion a nivel celular. El fenol afecta a los lipidos de la
membrana citoplasmatica y se producen puentes de hidrégeno a proteinas vitales, lo
que causa lisis de la célula y se libera constituyentes celulares esenciales (Arango y
col., 2018; Bouarab-Chibane y col., 2019). La oxidacion de los polifenoles en la pulpa
de café seca y las quinonas presentes en el sustrato, junto a los aminoacidos libres y
proteinas, produce una disminucion en la digestabilidad de las proteinas, y por lo tanto,
en la absorciéon de los nutrientes. Ademas, los taninos, pueden actuar como inhibidores
enzimaticos. Se ha reconocido que el pH de la pulpa de café es de, aproximadamente,
4,5. Este parametro pudo haber tenido también una fuerte influencia en el crecimiento
de M. fluminis A38", si consideramos que esta bacteria crece en un rango de pH de 7 —
9 (Camacho y col., 2020).

Es bien conocido que la degradacion enzimatica de la lignina incluye las enzimas
lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa (Lac) (Kumar y col.,
2018). La hidrdlisis de la celulosa envuelve diferentes tipos de celulasas
(exoglucanasas (EC 3.2.1.74), endoglucanasas (EC 3.2.1.4), celobiohidrolasas (EC
3.2.1.91), y B-glucosidasas (EC 3.2.1.21). Para la degradacion de la hemicelulosa
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participan las enzimas pertenecientes a las familias glicosil-hidrolasas y glicosil-
transferasas (Saini y col., 2015). Estudios realizados previamente por otros autores
demuestran la produccion de enzimas celulasas por Micromonospora spp. (de
Menezes y col., 2012). Un estudio adicional del genoma de M. fluminis A38" realizado
en nuestra investigacion, a través de la base de datos BV-BRC (https://www.bv-
brc.org/view/Genome/), evidenciod la presencia de genes que codifican, principalmente,
para enzimas celulasas (Tabla 2), lo cual corrobora el resultado obtenido por
Hernandez, (2017). La realizacion de pretratamientos que permitan la conversion de la
hemicelulosa y lignina en materiales mas accesibles para la cepa permitirdn un facil
acceso de la bacteria a la celulosa de estos sustratos, degradandola para su
crecimiento.

Se ha descrito que los tratamientos con peroxido de hidrogeno e hidrotérmico-alcalino,
acido (H,SO,4, acido polifosférico), aplicaciéon de radiacion, tratamientos enzimaticos,
microondas, pirdlisis, explosion de vapor y con CO», etc, han permitido el rompimiento o
degradacion de los constituyentes heteropolisacéaridicos (Shide y col., 2004; Ribeiro y
col., 2013; Wang y col., 2017; De la Piedra-Colinas, 2019; Agung Yy col., 2022). Sin
embargo, en algunos trabajos se ha demostrado que la degradacion de estos
componentes no es completa y, algunos de estos tratamientos podrian ejercer,
posteriormente, un efecto negativo en el crecimiento del microorganismo empleado y en
el producto a obtener. De manera general, el uso de estos métodos envuelve reactivos
quimicos caros, condiciones duras y otros tipos de limitaciones que encarecen el
proceso de FES (Saini y col., 2015).

La fragmentacion mecénica de la biomasa lignocelulésica es uno de los pretratamientos
menos costosos que no pudiera tener ningun efecto adverso en el crecimiento y la
obtencién de los metabolitos bioactivos producidos por los microorganismos debido a
que mejora la hidrélisis de los componentes al reducir el tamafio, incrementa el area
especifica disponible y reduce la polimerizacién y la cristalinidad de la celulosa (De la
Piedra-Colinas, 2019). En nuestro estudio, se realiz6 el desmenuzamiento de los
sustratos, especificamente, del bagazo de cafia. Sin embargo, los resultados mostraron
que no fue suficiente este tratamiento para lograr el crecimiento de A38". El molinado
del sustrato requiere de un alto flujo de energia por lo que este proceso se considera
costoso (De la Piedra-Colinas, 2019).

La pasteurizacién de los sustratos es otro de los métodos que hubiéramos podido
considerar, con el objetivo de hacer la lignocelulosa mas accesible para su degradacion
por M. fluminis A38". Sin embargo, en el proceso de decantacién del liquido residual
pudieran perderse componentes esenciales (Ej. proteinas y minerales) para el
crecimiento de la bacteria. Ademas, esta temperatura (100 °C) puede producir la
hidrdlisis incompleta de la lignina, celulosa y hemicelulosa, produciéndose compuestos
no deseados como el 5-hidroximetilfurfural (HMF), a partir de las hexosas, y el furfural
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Tabla 2. Enzimas celulasas detectadas en el genoma de M. fluminis A38" (6 614
092 pb) empleando la base de datos BV-BRC (https://www.bv-

brc.org/view/Genome/).

. s o Ubicacioén en el
No. Enzima E.C Tamafo Aminoacidos
genoma

Precursor de la
endoglucanasaBl 5,4, 1635 544 2206379 - 2208013
(endo-1,4- 3-glucanasa
E1l)
Precursor de la
5 endoglucanasa cel A 3214 1452 483 3733002-3734453
(endo-1,4- 3-
glucanasa)
Celulosa 1,4-8- 32191 2907 968 2645678-2648584
celobiosidasa
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de las pentosas. El HMF y furfural pueden también descomponerse en &cido levulinico
y acido formico, compuestos inhibidores del crecimiento bacteriano (Figura 3;
Ixcotoyac-Cabrera, 2013).

Por lo tanto, partiendo de la capacidad que presenta la cepa A38" en la produccién de
diferentes enzimas, tal y como se mencion6 anteriormente, y de las limitaciones de los
pretratamientos, uno de los objetivos implicitos en nuestro estudio fue emplear estos
sustratos sin previo tratamiento de manera que se minimizaran los costos de la FES y
se evitaran dafios en el producto a obtener (metabolitos bioactivos), tal y como ha sido
reportado por otros autores (Buraimoh y col., 2015). Algunos microorganismos como
los actinomicetos de los géneros Streptomyces y Rhodococcus, y hongos,
particularmente, los hongos de podredumbre blanca, de podredumbre parda y de
podredumbre blanda son mayormente empleados (Saini y col., 2015; Weng y col.,
2021; Tan y col., 2022).

Por otra parte, una de las caracteristicas esenciales de los llamados “actinomicetos
raros”, dentro de los cuales se incluyen las especies del género Micromonospora, es su
lento crecimiento bajo las condiciones de laboratorio. Esta caracteristica y la aparicion,
en ocasiones, de otros microorganismos (bacterias y hongos filamentosos) de rapido
crecimiento, pueden ser otras de las causas por la cual a los 21 dias no se observé
crecimiento de M. fluminis A38" en los residuos agroindustriales ensayados. De modo
que otro factor que pudo haber influido en el no crecimiento de A38" es el tiempo de
fermentacion. La literatura consultada refiere, generalmente, ensayos de fermentacion a
partir de los 15 dias. Sin embargo, otros refieren hasta 96 dias o mas. Por ejemplo,
Rosero-Delgado y Dustet-Mendoza, (2017) ensayaron el crecimiento de Auricularia
auricula en bagazo de cafia y cascarilla de arroz durante 96 dias. De la Piedra-Colinas
(2019) plantea que las bacterias necesitan de un proceso mas lento y sus enzimas no
son lo suficientemente potentes en este proceso.

De manera general, se considera que las investigaciones sobre la degradacién de
material lignoceluldsico por bacterias no son suficientes (Buraimoh y col., 2015) y, en
especifico, el potencial lignocelulésico de los actinomicetos ha sido muy poco estudiado
(Saini y col., 2015). La mayor parte de las investigaciones refieren el uso de estos
microorganismos en la bioconversion de la lignocelulosa para la obtencion de etanol y/o
enzimas y proteinas (Sutto-Ortiz y col. 2017). En la bibliografia consultada muy pocos
estudios refieren el empleo de Micromonospora spp. en FES. Por lo tanto, otros
estudios deben ser realizados con el objetivo de profundizar en los conocimientos sobre
la capacidad de M. fluminis A38" para crecer y producir metabolitos bioactivos con
actividad antimicrobiana sobre residuos agroindustriales lignocelulésicos.
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IV.3 M. fluminis A38" y sustratos amilaceos

En una segunda etapa, basados en previos estudios que mostraron el potencial de la
cepa para producir enzimas amilasas capaces de degradar sustratos de naturaleza
amilacea (Hernandez, 2017), se ensayé el crecimiento de M. fluminis A38" en el sorgo
y arroz.

IV.3.1 Ensayos de solubilidad de los componentes de los sustratos amilaceos

A pesar de que el crecimiento de la cepa A38" se determindé mediante FES, este
ensayo se realizé para comprobar la solubilidad de los componentes amilaceos y una
mejor caracterizacion de los mismos. Paradojicamente, los resultados de este ensayo
mostraron una mayor solubilidad de los componentes del sorgo, al mostrar valores del
contenido de solubles mayores que los del arroz (Tabla 3). Se conoce sobre la
presencia de compuestos insolubles en el pericarpo que cubre el endospermo del sorgo
como taninos,

Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente (~30 °C) pero el secado no fue
completo. Se procedio, entonces, a la aplicacion de un leve calor de, aproximadamente,
40-60 °C para el completo secado de las muestras. Sin embargo, se observé una
mezcla gomosa en el arroz por la compactacion del almidén y el agua, lo cual puede
haber interferido en el resultado final de la solubilidad. Yugsi-Lita (2017) demostré que
a 30 °C la solubilidad del almidén es poca y que a 60 °C ocurre la gelatinizacion del
almidon. Al alcanzar su maxima solubilidad durante la gelatinizacion, la amilosa y la
amilopectina del almidén, comienzan a interactuar entre si, llegando a formar complejos
insolubles, los cuales precipitan y por tanto la solubilidad disminuye. Otros autores
como Tadesse y col.,, (2019) también han demostrado que existe una mayor
solubilidad de componentes amildceos a medida que se aumenta la temperatura.

IV.3.2 Caracterizacion quimica de los sustratos amilaceos

De acuerdo a los resultados previos obtenidos en el ensayo de solubilidad, se procedié
a la aplicacién de calor a 70 °C para una mayor disolucién de los componentes de
ambos sustratos; principalmente, del almidon (Yugsi-Lita, 2017). La tabla 3 (Anexos 3-
5) muestra el contenido de humedad, carbohidratos (azlcares totales y reductores) y
proteinas presentes en ambos sustratos, elementos necesarios para el crecimiento de
la cepa bacteriana.

En la tabla 3.1 aparecen los valores para carbohidratos y proteinas cuando le fue
aplicado calor a las muestras para lograr una mayor solubilidad de los componentes de
ambos sustratos, principalmente de los azlcares presentes en las muestras. El
contenido de azucares reductores cuando no se aplico calor a las muestras resultd bajo
si lo comparamos con los valores después de aplicado el calor. Estos resultados
corroboran lo planteado en la literatura sobre la insolubilidad de los granulos de almidon
en agua a temperatura ambiente (Yugsi-Lita, 2017). El calentamiento de las muestras
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Tabla 3. Valores de los parametros calculados en los sustratos amilaceos
ensayados para el crecimiento y la produccion de metabolitos bioactivos por M.
fluminis A38" mediante FES.

Sustratos amilaceos

Parametros
Arroz Sorgo
Humedad (%) 40,0+0,1 60,0+ 0,2
Solubilidad
0,15+0,2 0,85+0,4
(solubles- g/100 mL)
Carbohidratos totales a b
(/100 g) 449+ 120 31,4+1,6
Carbohidratos reductores a a
(/100 g) 13,8+2,8 99+20
Proteinas (g/100 g) 17,1+1,3 16,0 + 3,3%
Actividad enzimatica 3.83 + 0,01° 2.76 + 0,0°

(amilasa) (U mL™)

Los valores de los carbohidratos y proteinas se reportan en g por 100 g de muestra.
Letras diferentes significan diferencias estadisticamente diferentes para un mismo
pardmetro en las muestras para un nivel de confiabilidad de 0.05 (Prueba t-Student).

Tabla 3.1 Valores de la determinacion de carbohidratos y proteinas con o sin la
aplicacion de calor (=70 °C) a las muestras.

Sustratos amilaceos

Parametros Condiciones
Arroz Sorgo
. Sin calor 1,6 +0,2° 1,7+0,1°
AzUcares reductores
(/100 9) Con calor 13,8 + 2,82 9,9+20°
. Sin calor 17,1+1,3°2 16,0 + 3,3?
Proteinas
(/100 9) Con calor 0,0 0,6 +0,5

Los valores en negrita son los reportados para cada parametro en la tabla 3. Letras
diferentes significan diferencias estadisticamente diferentes para un mismo parametro en
las muestras para un nivel de confiabilidad de 0.05 (Prueba t-Student).
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garantiz6 una mayor solubilidad de los carbohidratos presentes en las muestras
(almidén). Yugsi-Lita, (2017) demostré6 que a 30 °C (temperatura ambiente) los
almidones sedimentan y su solubilidad aumenta a medida que se incrementa la
temperatura hasta 70 °C durante 30 min. La solubilidad del almidén se debe a la
exudacion de amilosa. El almidon se hincha y se disocian las dobles hélices de la
amilopectina perdiendo su estructura. La cantidad de agua, la concentracion de
almidon, el tiempo y la temperatura son factores que permiten la dispersion de las
regiones cristalinas, es decir la disolucién de la muestra (Tovar, 2008). A pesar de que
en el arroz se obtuvo una mayor cantidad de azlcares totales y reductores, no
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 3). El contenido de proteinas fue
también ligeramente mayor en el arroz.

Como se esperaba, la concentracion de proteinas disminuyd hasta casi su ausencia
cuando se le aplico calor a las muestras. Las proteinas son compuestos termosensibles
que se desnaturalizan cuando se aplica una temperatura de 50 — 60 °C. No obstante, en
el sorgo, luego de aplicar una temperatura de 70 °C, aun fue posible detectar una
pequefia cantidad de proteinas (0,6 + 0,5 g/100g de sustrato). Es posible que esta
temperatura haya influido en el rompimiento de los enlaces taninos-proteinas que se
forman en el sorgo, quedando una pequefia cantidad de proteina por cuantificar.

IV.3.3 Crecimiento de M. fluminis A38" en sustratos amilaceos

La observacion de un micelio (vegetativo) anaranjado evidencio el crecimiento de la M.
fluminis A38" en los sustratos ensayados (Figura 4). Sin embargo, no fue posible
cuantificar el crecimiento de la cepa debido al crecimiento micelial de la cepa con hifas
vegetativas embebidas en el sustrato (Figura 4). En este sentido, Pandey, (2008)
plantea que en la FES la estimacién de la biomasa microbiana es dificil porque las
células microbianas permanecen unidas al sustrato y es dificil separarlos. En el caso de
los hongos resulta mas dificil pues las hifas penetran en el sustrato. M. fluminis A38" es
una cepa de actinomiceto, los cuales presentan caracteristicas morfoldgicas similares a
las de los hongos filamentosos, por presentar un micelio aéreo y vegetativo con hifas
encargadas de portar las estructuras reproductoras (esporas) e hifas responsables de la
toma de nutrientes, respectivamente, tal y como es reportado por Camacho, (2022)
para esta cepa.

El anélisis cualitativo mostré un mejor crecimiento de A38" en el arroz que en el sorgo
(Figura 4). Se ha planteado por algunos autores que el sorgo es un alimento
“antinutricional” pues posee una baja digestabilidad de la proteina y el almidén presente
en el grano debido a la presencia de fitatos [myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis
(dihidrogenofosfato)] y taninos (polifenoles). En este caso, los taninos se unen a las
proteinas o enzimas formando complejos taninos-proteinas que afectan la
digestabilidad de las proteinas. Estos complejos también pueden influir en las enzimas
encargadas de degradar el almiddn, lipidos y proteinas. Por su parte, el acido fitico
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Figura 4. Crecimiento de Micromonospora fluminis A38" en los sustratos amilaceos arroz (1) y sorgo

(2).
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tiene una potente capacidad de unién a multivalentes cationes y proteinas (Ge y col.,
2020; Putri y col., 2021).

El grano del sorgo también posee otros compuestos fendlicos como los acidos fendlicos
y flavonoides que también pudieron haber disminuido el crecimiento de la cepa en este
sustrato. Algunos de estos componentes constituyen conocidos compuestos bioactivos
con actividad antimicrobiana que mitigan la accion de los microorganismos
fermentadores (Adebo y Medina-Meza, 2021). No obstante, durante la fermentacion
del sorgo, es posible que la cepa A38" produjera tanasa y galato decarboxilasa,
enzimas responsables de la degradacion de proteinas y de los complejos taninos-
proteinas en acido galico y glucosa y de la decarboxilacion del &cido galico producido
por la actividad de la tanasa (Putri y col., 2021). La glucosa producida constituye una
fuente de energia de facil asimilacion por la bacteria para su crecimiento. Por otra parte,
la aplicacion de calor a las muestras, como se explicd anteriormente, pudo haber tenido
un efecto en el rompimiento de los enlaces taninos-proteinas, liberando estas ultimas
para una mejor asimilacion por la cepa para su crecimiento y desarrollo.

El molinado de los sustratos a un menor tamafio y su coccidén hasta que los granos
estuvieron semiblandos fueron pretratamientos que influyeron de manera favorable en
el crecimiento de la cepa (Anexo 6), haciéndolos mas accesibles para la degradacion
enzimatica. Pero, la capa protectora de pericarpo (presencia de taninos) presente en el
grano de sorgo pudo alterar la difusion de nutrientes tales como aminoécidos y
azucares, necesarios para el crecimiento de los organismos fermentadores (Adebo y
Medina-Meza, 2021), dando como resultado un menor crecimiento de la cepa en este
sustrato.

Por otra parte, el establecimiento de las condiciones adecuadas de humedad del
sustrato influyé positivamente en el desarrollo microbiano. Aunque el porciento de
humedad calculado para ambos sustratos no mostré diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 3) y, la adicién de 100 mL de agua destilada y de sales minerales
(10 mL) le proporcionaron una humedad mayor al sustrato, consideramos que este
factor no tuvo una gran influencia en los resultados obtenidos. Se han recomendado
valores de humedad para una matriz organica a fermentar entre 40 — 60 % (Haug,
1993; Reinoso, 2015).

El analisis de carbohidratos totales y reductores, y de las proteinas después de la
fermentacién en estado sélido (21 dias) de los sustratos amilaceos ensayados (Tabla 4)
sustento los resultados obtenidos relacionados con el crecimiento de la cepa en ambos
sustratos. Hubo una degradacion del 70 % de los carbohidratos totales por M. fluminis
A38" para su crecimiento y desarrollo en el arroz. Sin embargo, en el sorgo solo se
empled el 24,5 % de estos compuestos como fuente de carbono para su crecimiento,
con una diferencia estadisticamente significativa entre los carbohidratos asimilados en
embos sustratos (p=0,0001). De los carbohidratos, la cepa emple6 el 59,4 % y el 60,6
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Tabla 4 Valores de los pardmetros calculados en los sustratos amilaceos ensayados
luego de la FES, durante 21 dias, empleando la cepa M. fluminis A38".

Sustratos amilaceos

Parametros

Arroz Sorgo
Carbohidratos totales a b
(/100 g) 31,4+1,6 77+21
Carbohidratos reductores a a
(/100 g) 82+4,6 6,0+1,3
Proteinas (g/100 g) 17,1+£0,3° 15,3+ 4,0°

Letras diferentes significan diferencias estadisticamente diferentes para un mismo
pardmetro en las muestras para un nivel de confiabilidad de 0.5 (Prueba t-Student).
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% de los azlcares reductores presentes en el arroz y el sorgo, respectivamente, para
su crecimiento y desarrollo.

Por otra parte, los resultados obtenidos en este estudio evidenciaron que a los 21 dias,
la cepa no necesitd de las proteinas presentes en el arroz para su crecimiento, tal y
como se muestra en la tabla 4; o sea, el crecimiento de A38" se realiz6, esencialmente,
a expensas de los carbohidratos presentes en el sustrato, y de los macronutrientes y
micronutrientes contenidos en la solucidon de sales minerales afiadida previamente ante
de la FES. Sin embargo, los valores de las proteinas cuantificadas en el sorgo indican
que alrededor de un 4 % de estos componentes podrian haber sido empleados por la
bacteria para su crecimiento.

En resumen, ambos sustratos amilaceos permiten un adecuado crecimiento de M.
fluminis A38" a partir de la degradacion de los mismos. A pesar de que estos sustratos
de naturaleza amildcea son considerados como alimentos, muchas son las
investigaciones que reflejan su uso para la obtencién de diferentes productos con
potencial biotecnoldgico. En nuestro pais, Irimia-Hernandez y col., (2016) emplean los
granos de arroz entero para la produccion de diferentes especies del género
Trichoderma como control bioldgico.

IV.5 Actividad enzimatica M. fluminis A38"

La habilidad de M. fluminis A38" para producir enzimas amilasas que degraden los
sustratos amilaceos ensayados fue determinada en esta investigacion a través de la
actividad enzimatica cualitativa y cuantitativa. El analisis cualitativo mostré la
produccion de esta enzima al obtener halos de hidrélisis del almidon cuando fue
revelada con una solucioén de lugol (Figura 5).

En el ensayo adicional realizado al fermento (producto obtenido de la FES de la cepa
A38" en los sustratos arroz y sorgo) para la deteccién de almidén, a través de la adicién
de la solucion de lugol, se observd que en el sorgo aun quedaba parte de este
polisacarido por degradar (Figura 6). El lugol se introduce entre las espiras de la
molécula de almidon, formandose un compuesto de inclusion que modifica las
propiedades fisicas del almidon, apareciendo la coloracién azul-violeta. Este resultado
supone una menor actividad enzimatica de las enzimas amilasas en el sorgo, en
consecuencia, quizas, de la necesidad de producir otros tipos de enzimas por la cepa
para primero degradar otros componentes complejos (pectina, celulosa, hemicelulosa)
de este sustrato.

Tal y como se esperaba, los resultados de la actividad cuantitativa evidenciaron una
mayor actividad enzimética en el arroz (3,83 + 0,01 U mL™) por la produccién de
enzimas amilasas (Tabla 3), lo cual justifica también el mayor crecimiento de la cepa
A38" visualizado en este sustrato. Estas enzimas catalizan la hidrélisis del almidén al
romper los enlaces internos a-1,4-glucosidicos para producir dextrina, oligosacaridos de
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Figura 5. Actividad enzimatica cualitativa de las enzimas amilasas producidas por
Micromonospora fluminis A38".

Muestra
fermentada Control

\a
Lugol

fermentada i

Control

Figura 6. Deteccion de almiddn (color azul-violeta), a través de la adicion de lugol,
en el arroz (a) y sorgo (b) después de la FES (21 dias) empleando la cepa M.
fluminis A38". Control (sustrato + lugol); muestra fermentada (sustrato +

microorganismo + lugol).



Resultados y discusion

cadena corta, maltotriosa, maltosa y glucosa (Chavez-Camarillo y col., 2022). Estos
compuestos resultan de facil asimilacién para la cepa en su crecimiento.

IV.6 Extraccién de los metabolitos bioactivos producidos por M. fluminis A38"

El éxito y la eficiencia en la extraccion de los metabolitos bioactivos dependen de la
eleccion de los solventes y sus caracteristicas (polaridad, volatilidad, etc.), el efecto de
la temperatura y pH. Sin embargo, estos parametros pueden alterar la especificidad, la
estructura quimica del compuesto a extraer y la factibilidad del proceso. En nuestro
estudio, se emplearon tres solventes de diferentes polaridades (metanol, diclorometano
y benceno) para la extraccién de los metabolitos producidos por A38" mediante FES
(Anexo 2).

Los resultados de nuestro estudio mostraron una baja extracciéon de los bioactivos
producidos por la cepa A38" mediante FES en los sustratos amilaceos ensayados. La
cuantificacion de los solidos totales en el sorgo + metanol (SM) y sorgo + benceno (SB),
mostré valores de 100 mg y 130 mg en 500 pL de extracto, respectivamente. La
cantidad de extracto obtenido en las otras extracciones no fue suficiente para la
realizacion de este analisis. Es posible que los elementos que influyen durante el
proceso de extraccion descritos anteriormente hayan tenido un efecto considerable
durante el proceso de extraccion. No obstante, es necesario considerar que la cantidad
de sustrato empleado (50 g) fue muy poca y que los metabolitos con actividad
antimicrobiana se producen en infimas cantidades, producto del metabolismo
secundario de los microorganismos.

Por otra parte, es valido considerar también la posible produccién de compuestos
volatiles y semivolatiles de bajo peso molecular por M. fluminis A38", tal y como se ha
descrito en otros actinomicetos (Ahsan y col., 2017). La separacion e identificacion de
estos compuestos puede ser lograda empleando la novedosa técnica CG-EM, la cual
combina la cromatografia gaseosa (CG) y la espectrometria de masas (EM). A pesar de
estos resultados, los extractos obtenidos mostraron un efecto inhibitorio del crecimiento
de las bacterias y hongos ensayados, lo cual demuestra la produccion de bioactivos por
M. fluminis A38™ mediante FES, tal y como se muestra a continuacion.

IV.4 Actividad antimicrobiana y antifungica de los metabolitos producidos por M.
fluminis A38" mediante FES

La produccion de antibiéticos por los microorganismos es altamente dependiente de la
prevalencia de condiciones ambientales selectivas y la manipulacién de las condiciones
nutricionales y de crecimiento durante la fermentacién. La composicion y concentraciéon
de los constituyentes esta unida a la capacidad metabdlica del microorganismo, lo cual
tiene una gran influencia en la biosintesis de moléculas bioactivas (Uddin y col., 2013).

La tabla 5 muestra los resultados de la actividad antibacteriana y antifungica de los
metabolitos bioactivos producidos por M. fluminis A38" durante FES en los sustratos
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Tabla 5. Resultados de la actividad antibacteriana y antifungica de los extractos con solventes de diferentes polaridades
de los metabolitos bioactivos producidos por M. fluminis A38" en arroz y sorgo durante la FES.

Microorganismos

Actividad antibacteriana de los extractos (mm)

Arroz

Sorgo

Metanol Diclorometano Benceno| Metanol Diclorometano Benceno
B. subtilis ATCC 6633 NE - NE 10,0+0,1 - -
B. cereus ATCC 11778 NE - NE 9,5+0,07 - -
E. faecalis ATCC 29212 NE - NE - - -
S. aureus ATCC 25923 NE - NE - - -
Actividad antifungica de los extractos (mm)
A. niger ATCC 9642 NE 11,2+ 0,6 NE - NR -
A. alternata CECT 2662 NE NR NE 19,0+ 0,3 NR 19,0+ 0,2

Los resultados corresponden al promedio + desviacion estandar. (-) No tuvo actividad; (NE) No extraccion de los metabolitos con el
solvente en cuestion; (NR) No realizado por la obtencién de poca cantidad de extracto.
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amildceos experimentados. Como se mencioné anteriormente, el analisis de los
resultados se afectd por el proceso de extraccion de los metabolitos con los solventes
empleados vy, algunos de los extractos obtenidos no pudieron ser testados debido a la
obtencion de una infima cantidad que limitdé la cantidad de microorganismos a ser
ensayados. Aun asi, los resultados evidencian el potencial antimicrobiano de M.
fluminis A38".

IV.4.1 Actividad antibacteriana

El ensayo de la actividad antibacteriana evidencié que solo el extracto obtenido durante
la extraccion con metanol de los metabolitos producidos mediante la FES del sorgo fue
activo contra alguna de las bacterias ensayadas (Figura 7; tabla 5). Los resultados no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en los halos de inhibicion del
crecimiento de las bacterias B. subtilis ATCC 6633 y B. cereus ATCC 11778,
obteniéndose 10,0 + 0,1 mm y 9,5 + 0,07 mm, respectivamente. Dicho extracto no
resulté activo contra E. faecalis ATCC 29212 y S. aureus ATCC 25923. El resto de los
extractos del sorgo y el extracto del arroz empleando el diclorometano no mostraron
actividad antibacteriana. No se pudo realizar la extraccién con el metanol y el benceno
de los metabolitos producidos en el arroz.

Los resultados contra la cepa ATCC 6633 estuvieron en concordancia con los obtenidos
por Thawai y col., 2018 y Agour y col., (2022) cuando ensayaron los metabolitos
producidos por varias cepas de actinomicetos mediante FES en arroz y extraidos
empleando el etilacetato (o acetato de etilo), un solvente de mediana polaridad. Otros
estudios difieren de nuestros resultados al obtener actividad antibacteriana de
Micromonospora spp. contra S. aureus y Enterococcus sp. (Thawai y col., 2018;
Nofiani y Ardiningsih, 2022).

A pesar de que no fue posible realizar una comparacion entre los resultados de los
diferentes extractos obtenidos, la actividad antibacteriana del extracto metandlico de los
metabolitos producidos por M. fluminis A38" durante la FES en el sorgo indica la posible
naturaleza polar (hidrofilica) de estos compuestos bioactivos. En estudios previos,
durante una mineria del genoma de la cepa A38" realizado por Camacho, (2022), se
determindé la presencia de diferentes clusters (grupos) de genes biosintéticos
correspondientes a lantipéptidos, péptidos-sintasas no ribosomales, policétidos-
sintasas, terpenos y sideroforos. Muchos de estos compuestos se destacan por su
naturaleza anfifilica (region polar y apolar), y son referenciados por su marcada
actividad antibacteriana (Carro y col., 2018).

IV.4.2 Actividad antifungica

La figura 8 muestra los resultados de la actividad antifungica del extracto de
diclorometano de los metabolitos producidos por la cepa A38" en el arroz, con un halo
de inhibicion de 11,2 £ 0,6 mm (Tabla 5). A pesar de haber ensayado el extracto sorgo
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Halos de
inhibicion

Figura 7. Actividad antibacteriana del extracto metandlico de los metabolitos bioactivos producidos
por M. fluminis A38" durante la FES en el sorgo contra B. subtilis ATCC 6633 (CCEBI 1032) y B.

cereus ATCC 11778 (CCEBI 1033).



Halo de
inhibicion

Micelio

Figura 8. Actividad antifungica del extracto de diclorometano de los metabolitos bioactivos
producidos por M. fluminis A38" durante la FES en el arroz contra A. niger ATCC 9642 (CCEBI

3004).
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+ diclorometano contra bacterias, la cantidad obtenida no fue suficiente para realizar el
ensayo contra hongos. Los extractos sorgo + metanol y sorgo + benceno no fueron
activos contra A. niger ATCC 9642. Sin embargo, dichos extractos mostraron una
actividad antagénica contra A. alternata CECT 2662 alrededor de 19,0 mm (Tabla 5;
figura 9).

La observacion de las hifas de los hongos ATCC 9642 y CECT 2662 bajo el
microscopio 6ptico luego de la accién de los metabolitos de A38'recobrados en los
extractos activos mostré abundante vacuolizacion y engrosamiento de la pared celular
(Figuras 10 y 11). Una respuesta de la célula ante la presencia y posible entrada de
compuestos fungitoxicos. Un ligero incremento en la actividad del extracto sorgo +
benceno (Tabla 5), indica la posible extraccion de un compuesto apolar (hidrofébico).
Sin embargo, a partir de los resultados de los halos de inhibicion del crecimiento de los
hongos mostrada por el extracto sorgo + metanol (Tabla 5), no es posible descartar la
extraccion de otros compuestos de naturaleza hidrofilica con actividad antifingica.

El anélisis del genoma de A38" evidencié la presencia del cluster (grupo) de genes que
codifica para la produccion de la nistatina, un conocido compuesto antifingico de
naturaleza anfifilica pertenecientes a los polienos. Los polienos se unen al ergosterol de
la membrana celular fungica y forman poros hidrofilicos por donde ocurre la liberacién o
salida de iones intracelulares (Ej. Potasio) y rompe el potencial de membrana
dependiente de los mecanismos de transporte activo, al depolarizar la membrana e
incrementar la permeabilidad a protones e iones monovalentes. Otras cepas de
Micromonospora han sido descritas por su actividad antifangica (Kim y col., 1999;
Ismet y col., 2004; Zhao y col., 2017; Banfalvi, 2020).

De manera general, y a pesar de los inconvenientes tenidos durante el proceso de
fermentacion y extraccion de los metabolitos producidos por M. fluminis A38" durante la
fermentacién, esta investigacion aporta evidencias sobre la capacidad que presenta la
cepa para crecer y producir metabolitos bioactivos con actividad antibacteriana y
antifngica en sustratos amilaceos. En la literatura consultada, no se encontraron
evidencias sobre la capacidad de Micromonospora spp. para producir estos tipos
metabolitos bajo FES. Solo Sutto-Ortiz y col., (2017) relaciona el empleo de una cepa
de Micromonospora para la obtencion de la enzima fosfolipasa A mediante FES
empleando el bagazo de cafia. La mayor parte de los articulos aporta evidencias para
la obtencién de bioactivos antimicrobianos bajo FS y para la obtencion de enzimas,
principalmente. Por lo tanto, esta investigacion sienta las bases para futuros estudios
sobre la fermentacion en estado solido en sustratos no convencionales para la
obtencion de antimicrobianos por M. fluminis A38".
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Halos de
inhibicion

Micelio

Figura 9. Actividad antifungica de los extractos de metanol (a) y benceno (b) de los metabolitos
bioactivos producidos por M. fluminis A38" durante la FES en el sorgo contra A. alternata CECT 2662.



Engrosamiento de
la pared celular Vacuolizacion

Figura 10. Efecto del extracto de diclorometano de los metabolitos producidos por
M. fluminis A38" en las hifas de A. niger ATCC 9642 (CCEBI 3004). Hifa control
(1a), engrosamiento de la pared celular (1b) y vacuolizacion (1c). 1la-
Microfotografia tomada bajo el microscopio 6ptico (100x); 1b y c- Microfotografias
tomadas bajo el microscopio 6ptico, y visualizadas en un televisor ATEC Panda
(China).

Vacuolizacion

K4

Figura 11. Efecto del extracto de benceno de los metabolitos producidos por M.
fluminis A38" en las hifas de A. alternata CECT 2662 (CCEBI 3037). Hifa control
(1a) vacuolizacion. la-Microfotografia tomada bajo el microscopio 6éptico (100x);
1b- Microfotografia tomada bajo el microscopio éptico y visualizada en un televisor
ATEC Panda.



Conclusiones

V. CONCLUSIONES

1. Micromonospora fluminis A38" no fue capaz de crecer en los sustratos
lignoceluldsicos ensayados (bagazo de cafia y aserrin), ni en la pulpa de café,
debido, quizéds, a los componentes de los mismos.

2. La composicion de carbohidratos y la produccién de enzimas amilasas le permitio
a la cepa A38'" degradar los sustratos amilaceos: sorgo y arroz, y asimilar sus
componentes para su crecimento, con un mayor desarrollo micelial en este
altimo sustrato.

3. Los extractos ensayados de los metabolitos producidos por la cepa A38"
inhibieron el crecimiento de los bacilos Gram positivos B. subtilis ATCC 6633 y B.
cereus ATCC 11778, y de los hongos A. niger ATCC 9642 y A. alternata CECT
2662, lo que demuestra el potencial de la misma para producir metabolitos con
actividad antibacteriana y antifingica en los sustratos no convencionales arroz y
el sorgo mediante FES.
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Recomendaciones

VI. RECOMENDACIONES

1. Ensayar diferentes condiciones (Ej. cantidad de sustrato, tamafio de particula,
tiempo de fermentacién, solventes) que maximicen la produccion y obtencion de
metabolitos con actividad antibacteriana y antifiUngica producidos por M. fluminis
A38" en el sorgo y el arroz.

2. Ensayar otros tipos de sustratos amilaceos (desechos agroindustriales) para el
crecimiento y la produccion de metabolitos con actividad antibacteriana y
antifingica por M. fluminis A38".
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Anexo 1. Enzimas producidas por diferentes microorganismos mediante FES (Tomado de Lizardi-

Jiménezy Hernandez-Martinez, 2017).

Enzimas

Sustratos

Microorganismos

Referencias

Poligalacturonasa

Bagazo de manzanay
salvado de trigo

Aspergillus niger
Penicillum sp. EGC5

Abbasiy col., (2011)

a-Amilasa

Cascara de arroz,
cascara de platano, mijo,
salvado de lentejas,
cascara de sandia,
salvado de trigo y torta
de aceite de maiz

Anoxybacillus
flavithermus

Ozdemir y col., (2012)

Lipasa

Semilla de girasol y
bagazo de cafia de
azucar

Burkholderia

Liu y col., (2013)

Proteasa

Salvado de trigo y harina
de soja

Bacillus subtilis

Imtiaz y Mukhtar,
(2013)

Celulosa y
hemicelulosa

Paja de maiz, cascarilla
de arroz, pasto en polvo,
barbojo de cafa de
azucar y bagazo de cafa

Phanerochaete
chrysosporium

Saratale y col., (2014)

de azlcar
Fitasa Salvado de trigo Escherichia coli McKinney y col.,
9 (2015)
. , Ganoderma lucidum
Lacasa Aserrin de alamo Kuhary col., (2015)

Trametes versicolor




Anexo 2. Solventes empleados para la extraccion de los metabolitos bioactivos producidos por M.
fluminis A38".

Punto de Punto de

Densidad g ! ... Polaridad
Solventes lem?® fusion  ebulliciéon relativa
(°C) Q)
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Anexo 3. Curva patrén de Glucosa (20 gL™) para la determinacion de aztcares totales.
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Anexo 4. Curva patrén de Glucosa (20 gL™) para la determinacién de azlcares
reductores. (a) Sin calor y (b) con calor.
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Anexo 5. Curva patréon de Albumina de Suero Bovino (20 gL™) para la
determinacion de proteinas. (a) Sin calor y (b) con calor.



Anexo 6. Sustratos amilaceos: arroz (a) y sorgo (b) luego de cocinados en plancha de calentamiento
(~ 100 °C).
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