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Resumen. El bioetanol de segunda generacion es un biocombustible que se
puede obtener a partir de la fermentacion de la biomasa lignoceluldsica de
residuos agricolas (maiz, sorgo y trigo). Como parte de su proceso de obtencion,
se pueden emplear microorganismos con actividades enzimaticas caracteristicas
que permiten la sacarificacion de la materia prima. Entre estas enzimas se
encuentran: celulasas, hemicelulasas, glucanasas, xilanasas y peroxidasas,
principalmente. La cepa M7C3 (Streptomyces badius) es una bacteria aislada de
los jales mineros de Guanajuato, Gto., de la cual, en este trabajo se analizd su
capacidad celulolitica, asi como se realiz6 un andlisis bioinformatico de las
enzimas reportadas en la base de datos del NCBI para esta bacteria. Como parte
de los resultados, se encontrd que esta cepa fue capaz de crecer en medio minimo
con Carboximetilcelulosa 1% (CMC 1%), presentando un indice de “CMCasa”
de 2.5, que esta en el rango de las cepas de Streptomyces con capacidad
celulolitica. Asimismo, se realizo una cinética de crecimiento de esta cepa en
medio minimo liquido con CMC1%, para analizar la actividad celulolitica en los
sobrenadantes. Finalmente, se encontr6 en la base de datos del NCBI que S.
badius presenta en su genoma genes que corresponden a glicosil hidrolasas
(endoglucanasas, glicosidasas, xilanasas), asi como peroxidasas, que indicarian
que este microorganismo presenta la maquinaria lignocelulolitica necesaria en el
proceso de produccion de bioetanol.
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Analysis of Enzymes with Cellulolytic Activity of
Streptomyces Badius for the Production of Bioethanol

Abstract. Second generation bioethanol is a biofuel that can be obtained from
the fermentation of lignocellulosic biomass from agricultural waste (corn,
sorghum and wheat). As part of its production process, microorganisms with
characteristic enzymatic activities can be used that allow the saccharification of
the raw material. Among these enzymes are: cellulases, hemicellulases,
glucanases, xylanases and peroxidases, mainly. The M7C3 strain (Streptomyces
badius) is a bacteria isolated from the mining tailings of Guanajuato, Gto., of
which, in this work, its cellulolytic capacity was analyzed, as well as a
bioinformatic analysis of the enzymes reported in the database was carried out.
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from NCBI for these bacteria. As part of the results, it was found that this strain
was capable of growing in minimal medium with 1% Carboxymethylcellulose
(1% CMC), presenting a “CMCase” index of 2.5, which is in the range of
Streptomyces strains with the capacity cellulolytic. Likewise, growth kinetics of
this strain were carried out in liquid minimal medium with CMC1%, to analyze
the cellulolytic activity in the supernatants. Finally, it was found in the NCBI
database that S. badius has genes in its genome that correspond to glycosyl
hydrolases (endoglucanases, glycosidases, xylanases), as well as peroxidases,
which would indicate that this microorganism has the lignocellulolytic
machinery necessary in the process. of bioethanol production.
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1. Introduccion

Un biocombustible es una fuente de bioenergia renovable, obtenido mediante la
biomasa de microorganismos o generado a través de diversos procesos biologicos. Este
producto posee diversas ventajas, ya que al ser biodegradable presenta caracteristicas
sostenibles y su combustion esta determinada mediante el ciclo del dioxido de carbono.

El bioetanol de segunda generacion es un biocombustible que puede ser obtenido a
partir de la fermentacion de la biomasa lignoceluldsica de residuos agricolas (maiz,
trigo y sorgo) compuestos por celulosa, hemicelulosa y lignina; en su proceso de
obtencion se requiere de un pretratamiento de la materia prima donde se deslignifica.

2. Resultados y discusion

La cepa M7C3 identificada molecularmente como Streptomyces badius por nuestro
grupo de trabajo [4], es una bacteria que ha sido reportada como productora de enzimas
degradadoras de celulosa o lignocelulosa [6]. Por su parte otras bacterias han sido
reportadas con esta capacidad como lo son Streptomyces argenteolus [7]; Streptomyces
griseorubens [8); Streptomyces lividans [9] y Streptomyces viridosporus [10]. La
determinacion de la hidroélisis celulolitica mediante la tincién con Rojo Congo, es una
técnica que consiste en la asociacion del colorante Rojo Congo con la zona de accion
de las enzimas celuloliticas.

Cuando en el sitio esta presente la celulosa, el colorante semantiene unido a ella, es
decir, a las regiones donde hay enlaces B-1,4- D-glucanos, generando una intensa
coloracion que se desvanece ante la actividad despolimerizantede las celulasas [11]. En
la figura 1A se observan los resultados obtenidos con la tincionpor Rojo Congo, en
donde aparecen zonas de aclaramiento alrededor de la colonia, lo cual nos determina la
capacidad celulolitica de S. badius.

Con estos datos se determinoel indice de la actividad enzimatica (ICMC), el cual es
un método que determina la capacidad de producir "CMCasas" (Endo-1,4- B -D-
glucanasas) obteniendo un valor de para M7C3, el cual coincide con el obtenido para
otras especies de Streptomyces alos 7 dias de crecimiento, que oscilan entre 2 y 2.8
[12]. Por otra parte, en la figura 1Bse determind las proteinas totales del sobrenadante
producidas por la cepa M7C3 en medio minimo liquido con CMC 1%, detectando un
maximo de proteinas a los 9 dias en el sobrenadante de este medio de cultivo, el cual es
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Fig. 1. A) Tincion con Rojo Congo para S. badius. B) Concentracion de proteina extracelular
de la cepa M7C3 cultivada en CMC 1%.

Fig. 2. Modelado en 3D para las enzimas celuloliticas presentes en S. badius. A) glucdsido
hidrolasa familia 9 WP_199888086.1 (852 aa); B) endoglucanasa GGS46745.1 (936 aa); C)
peroxidasa tipo Dyp WP_199888640.1 (381 aa); D) peroxidasa RAN18503.1 (451 aa); E) endo
beta 1,4 xilanasa WP_253265217.1 (568 aa); F) glicosil hidrolasa RAN13377.1 (581 aa).

un resultado similar al reportadopor Acosta Rodriguez et al. [13]. Para degradar el
material lignocelulolitico presente en el residuo agroindustrial, los microorganismos
requieren de la accion conjunta de endoglucanasas, exoglucanasas, 3-D-glucosidasas,
xilanasas y peroxidasas, lacasas y feruloil esterasas [9, 10].

En la figura 2 se muestra la estructura 3D obtenida para las enzimas celuloliticas de S.
badius,encontradas en la base de datos del NCBI, con lo cual se muestra que esta

bacteria estaria equipada con las enzimas requeridas para la biodegradacion del
material lignocelulolitico.

3. Conclusion

Se detectd actividad celulolitica sobre CMC 1% en la cepa M7C3 de S. badius
aisladade los jales mineros de Guanajuato, Gto. Se encontrd también que esta bacteria
posee la maquinaria de degradacion del material lignocelulolitico.
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