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Introduccién. En el aprovechamiento de residuos agricolas para la
produccién de biocombustibles, la hidrdlisis enzimatica es una etapa
crucial para liberar azlcares bioconvertibles por fermentacion en
productos de interés. Esta fase del proceso es un reto econémico y
técnico para el uso de los residuos agroindustriales mediante procesos
biotecnoldgicos. Por esto, resulta necesaria la busqueda de nuevos
microorganismos, que produzcan enzimas con las caracteristicas
necesarias para estos bioprocesos (Orencio-Trejo, 2016). En este
trabajo se presenta la evaluacién de una coleccién de aislados
bacterianos mesdfilos aerobios, productores de celulasas vy
hemicelulasas, obtenidos de las pozas y suelos del Valle de Cuatro
Ciénegas, Coah. Este ecosistema se caracteriza por sus condiciones
oligotrdficas extremas, que ha generado a través de millones de afios
especies microbianas Unicas en el planeta. Se detectaron aislados
prometedores para estudios posteriores, que presentaron grandes
halos de hidrdlisis, incluso del tamario de la placa Petri utilizada.

Materiales y Métodos. Los microorganismos fueron aislados de las
Pozas Churince, Mojarral y Pozas Rojas, de Cuatro Ciénegas, Coah. Se
cultivaron en medio mineral salino sélido, con carboximetilcelulosa
(CMC) o xilano (XIL) como Unica fuente de carbono, hasta obtener
cultivos axénicos. El escrutinio se realizd mediante siembra de
biomasa fresca en el medio antes mencionado, con incubacion a
30 °C durante 8 dias. Con esto se favorecid la secrecién y difusion de
las enzimas de interés en el agar y su actividad hidrolitica sobre el
sustrato. Los halos de hidrdlisis se visualizaron mediante tincién con
rojo Congo, que se asocia a los enlaces B-1,4 del sustrato, por lo que
las zonas de hidrdlisis del mismo por la actividad enzimatica se
revelaron en el agar como halos de color claro sobre un fondo rojo
(Teather y Wood, 1982). El didmetro de los halos se determind
mediante el programa para andlisis de imagenes Fiji 1.45j (Schindelin
et al., 2012). Todos los cultivos se realizaron por triplicado. El analisis
de los datos se realizé en el entorno R 4.1.1 para analisis estadistico
(R Core Team, 2021), aplicando analisis de varianza y comparacién de
medias mediante prueba de Tukey (a = 0.05).

Resultados. Los microorganismos celuloliticos 14CMC, 10CMC, 5CMC
y 3ACMC presentaron halos de hidrdlisis en medio sélido con sustrato
CMC como Unica fuente de carbono, significativamente mayores que
el resto de los microorganismos evaluados (Figura 1, Tabla 1).
Aungque los tamafios de colonia fueron muy similares (aprox. 1.3 cm
en promedio), las relaciones halo/colonia si mostraron diferencias
significativas, indicando distintos rendimientos de celulasas por
unidad de biomasa. Por otra parte, entre las cepas hemiceluloliticas
aisladas se detectaron diferencias significativas entre los tamarios de
las colonias generadas, sin embargo, todas las cepas evaluadas
presentaron grandes halos de hidrdlisis (Figura 2, Tabla 2). Tanto en
las cepas celuloliticas como en las hemiceluloliticas, estos grandes
halos de hidrdlisis indicaron una gran capacidad de produccidn
volumétrica de enzimas, o bien, de enzimas con alta actividad
especifica, que es necesario explorar en estudios posteriores.

Tabla 1. Diametro (D) de los halos de hidrdlisis
observados en medio sélido con carboximetilcelulosa
(CMC) como unica fuente de carbono.

Aislado D Halo (cm

D Colonia (cm) _ Halo/Colonia
14CMC 6002000  1282002°C 4700097
10CMC  600£000€  098£002€  6.15+0.15%
SCMC 6004000  1.06£0.10% 578053 P
JACMC  5.13£029%%C  117£003% 44220375
3CMC 5.00£015°  156+012% 3294015
1ICMC 37750743 154£008% 244046 ) . )
120MC 40240115 1340064  3.02+0.09 < Figura 1. Halos de hidrolisis en medio
4CMC 346201778 128£0.07°C  270£0.02° salino con CMC como Unica fuente de
13CMC  301£0.11% 13120024 230£006" carbono. (A) aislado 14CMC, (B) aislado

En la misma columna, las medias marcadas con la misma letra no fueron
ente diferentes en la prueba de Tukey (o= 0.05). Se muestran la media 4CMC.
dindar de tres experimentos independientes.

Tabla 2. Diametros (D) de los halos de hidrdlisis
observados en medio sélido con xilano (XIL) como
Unica fuente de carbono.

Aislado___D Halo (cm) __ D Colonia (cm) Halo/Colonia

SXIL 6.00£0.00" 110+ 0,09 5.54£050°8

3XIL 6.00£0.00% 0.99+0.05 6.07£0.30 %

4XIL 6.00£0.00" 1.16 40,05 519402278

7XIL 6.00+0.004 34440384 1794022¢

ISXIL  6.00£0.00% 1212003 498£0.11°

ISXIL G%%i%o)g: 162;* 0618 e 2-9418-3§i Figura 2. Halos de hidrdlisis en xilano, (A)
10XIL 6,00 0.0 191 £0.06 65+ 0.44 1 ; ]

14XIL_ 527+0.10° 1.68 = 0.08" 3.14%0.09 € aislado 5XIL, (B) aislado 14XIL.

En la misma columna, las medias marcadas con la misma letra no fucron
significativamente diferentes en la prueba de Tukey (= 0.05). Se muestran
la media + error estandar de tres experimentos independientes.

Conclusiones. Todas las cepas microbianas evaluadas fueron capaces
de crecer en medio salino sélido con CMC o XIL como Unica fuente de
carbono, revelando su capacidad de producir celulasas vy
hemicelulasas. Los microorganismos 14CMC, 10CMC, 5CMCy 3ACMC
presentaron halos de hidrdlisis significativamente mayores al resto
de los aislados celuloliticos. Por otra parte, aunque entre las cepas
hemiceluloliticas se detectaron diferencias significativas entre los
tamafios de las colonias generadas, todas presentaron grandes halos
de hidrdlisis. La alta secrecién de xilanasas se evidencié por el hecho
de que para 7 de los 8 microorganismos, el didametro del halo fue
esencialmente el mismo que el de la caja Petri, provocando la
necesidad de comparar las cepas entre si utilizando placas de cultivo
de mayor tamafio en pruebas posteriores. Se sugiere continuar
estudiando estos microorganismos con fines tanto de investigacion
bdsica como para desarrollo de bioprocesos.
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