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Production of xylanases by Bacillus subtilis E44 under submerged
fermentation conditions
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Production of xylanases from microorganisms is useful for animal
feeding. The objective of this research was to evaluate the xylanase
production ability of Bacillus subtilis E44 strain under submerged
fermentation conditions. Bacteria were inoculated in Petri dishes
with beech xylan (1 %), and the production of xylanases was
determined at 24, 48, 72 and 96 h. The formation of clear zones
around the colonies after the revelation with Congo red 0.5 %,
confirmed the production of enzymes by the strain, and the highest
hydrolysis halo (24.7 mm + 0.57) was obtained at 72 h. Power
index showed significant differences for the evaluated times, the
best was 4.59 at 72 h. Cellular growth and xilanase production by
B. subtilis E44 under submerged fermentation was evaluated for 24
hours in a minimum medium with beech xylan salts and nutrient
broth. The maximum activity of xylanases was 0.326 U/mL, at the
end of the exponential phase of the culture in a minimum medium
of salts plus xylan and 0.130 U/mL in a nutrient broth. Maximum
production of xylanases was obtained at 12 h during the submerged
fermentation and coincides with the decrease of proteolytic activity
of Bacillus subtilis E44. The results show the ability of Bacillus
subtilis E44 of expressing xilanase enzymes with the use of beech
xylan as a carbon source under submerged culture conditions.
These enzymes could improve quality of diets used for monogastric
animals.

Keywords: enzymes, hydrolysis halo, power index, enzyme
activity

Xylanases (B 1,4endo-xylanases; EC 3.2.1.8)
are enzymes involved in xylan degradation. They
hydrolyze internal links B (1—4) among xylose
molecules, producing a mixture of xylooligosaccharides
with different sizes. The ability of degrading xylan is
widely distributed among microorganisms, which
have different enzymes with a specific action for the
complete degradation of this substrate (Chakdar et al.
2016).

Among the microbial groups, bacteria and fungi are
provided with powerful xylanolitic equipment (Chakdar
et al. 2016 ). Bacillus genus species are the most used
(Banka et al. 2014) because they represent high growth
rates that allow shorter fermentation times, have great
ability for extracellular secretion of heterologous
proteins and are included within the microorganisms

La produccion de xilanasas a partir de microorganismos es de gran
utilidad para la alimentacion animal. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar la capacidad de produccion de xilanasas por la cepa Bacillus
subtilis E44, en condiciones de fermentacion sumergida. La bacteria
se inocul6 en placas Petri con xilano de haya (1 %). La produccion
de xilanasas se determiné durante 24, 48, 72 y 96 h. La formacion
de zonas claras alrededor de las colonias, después del revelado con
rojo congo 0.5 %, confirmo la produccion de la enzima por la cepa.
El mayor halo de hidrdlisis (24.7 mm + 0.57) se obtuvo a las 72h. El
indice de potencia mostro diferencias significativas para los tiempos
evaluados, el mayor fue de 4.59 a las 72 h. En el transcurso de la
fermentacion sumergida, el crecimiento celular y la produccion de
enzimas xilanasas por B. subtilis E44 se evalud durante 24 h, en medio
minimo de sales con xilano de haya y en caldo nutriente. La maxima
actividad xilanasa fue de 0.326 U/mL al final de la fase exponencial del
cultivo en medio minimo de sales mas xilano y 0.130 U/mL en caldo
nutriente. La maxima produccion de xilanasas se obtuvo a las 12 h
durante la fermentacion sumergida, y coincide con la disminucion de la
actividad proteolitica por Bacillus subtilis E44. Los resultados muestran
la capacidad de Bacillus subtilis E44 para expresar enzimas xilanasas
con la utilizacion de haya como fuente de carbono, en condiciones
de cultivo sumergido. Estas enzimas podrian mejorar la calidad de
las dietas empleadas en la alimentacion de animales monogastricos.

Palabras clave: enzimas, halo de hidrolisis, indice de potencia,
actividad enzimatica.

Las xilanasas (B 1,4endoxilanasas; EC 3.2.1.8)
son enzimas implicadas en la degradacion del xilano.
Hidrolizan los enlaces internos  (1—4) entre moléculas
de xilosa y dan lugar a una mezcla de xilo oligosacaridos
de diferente tamano. La capacidad de degradar xilano esta
ampliamente distribuida entre los microorganismos que
poseen diferentes enzimas con accion especifica para la
degradacion completa de este sustrato (Chakdar ez al. 2016).

Entre los grupos microbianos, las bacterias y hongos
estan dotados de poderosas maquinarias xilanoliticas
(Chakdar et al. 2016). Las especies del género Bacillus
son las mas utilizadas para estos fines (Banka et al.
2014), ya que presentan altas tasas de crecimiento que
permiten tiempos cortos de fermentacion, poseen gran
capacidad para la secrecion extracelular de proteinas
heterdlogas y se incluyen entre los microorganismos
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considered as GRAS (Generally Regarded as Safe) by
ADF (Gupta et al. 2015).

Xylanases are very important at biotechnological
level. For example, they have commercial use in
paper and textile industry, in the production of
detergents, for improving beer and wine fermentation
(Chakdar et al. 2016) and, mainly, in food industry,
with the bioconversion of cellulosic materials for
poultry, with better digestion and nutrient absorption
(Schoenlechner et al. 2013 and Hahn-didde and
Purdum 2014).

The objective of this research was to evaluate the
xilanase production ability of Bacillus subtilis E44 strain
under submerged fermentation conditions.

Materials and Methods

Microbial culture. Bacillus subtilis E44 strain was
used from the Laboratorio de Microbiologia of the
Facultad de Ciencias Agropecuarias of the Universidad
de Matanzas, preserved at -30 °C in glycerol.

Culture media. A minimum medium of salts (MS)
was used and the mineral solution was composed by
(%): NaCl-0.1; KH,PO,-0.3; K,HPO,-0.6; MgSO,-0.12;
peptone-0.5 and yeast extract-0.3. The pH was fitted at
7.5 with KOH Imol L.

Broth and agar nutrients were prepared according
to indications of the manufacturer (BioCen, Centro de
Biopreparados).

Inoculum preparation. From the culture preserved
in glycerol at -30 °C, bacteria were cultivated in a
nutrient broth and incubated for 16h at 28 °C in a
shaker at 110rpm. Cellular suspension was cultivated in
nutrient agar and preserved at 4 °C. Using these cells,
the pre-inoculum was prepared in 50mL of nutrient
broth, incubated at 28 °C in a shaker at 110rpm for
16 h up to obtaining an optical density (OD 600nm = 0.8)
equivalent to a concentration of 1x10® cfu/mL.

Qualitative evaluation of xilanase production. Petri
dishes were prepared with MS medium plus 1 % of
beech xylan (Sigma-Aldrich). Dishes were inoculated
by deep culture from the culture of Bacillus subtilis
E44, and were incubated at 28 °C for 24, 48, 72 and
96 h. For revealing hydrolysis halo, dishes were cover
by a solution of Congo red at 0.5 %, for 5 min, followed
by three washes in a solution of NaCl 1molL!. Power
index (PI) was calculated by the relation between the
diameter of hydrolysis zone and the diameter of the
colony. Diameters were measured with a vernier caliper
(Suertek cap brand. Sensitivity of = 0.02 mm). The
experiment was performed by triplicate.

Submerged fermentation. The experiment was
conducted in flasks of 250 mL containing 50 mL
of culture media: 1) nutrient broth (NB) and 2)
minimum medium of salts plus beech xylan at 0.5%,
as carbon source (MS+X). The pH was fitted at 7.5
before sterilizing at 121°C for 15 min. Flasks were
inoculated with a cellular suspension of 1x10% cfu/mL
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considerados GRAS (Generaly Regarder As Safe) por
la FAD (Gupta et al. 2015).

Las xilanasas son de gran interés desde la perspectiva
biotecnologica. Se destaca su empleo comercial en la
industria papelera, textil, en la produccion de detergentes
y en la mejora de la fermentacion de cervezas y vinos
(Chakdar et al. 2016) y, principalmente, en la industria
alimentaria, en la bioconversion de materiales celulosicos
en alimentos para aves de corral, con mejores tasas de
digestion y absorcion de nutrientes (Schoenlechner et
al. 2013 y Hahn-didde y Purdum 2014).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
capacidad de produccion de xilanasas por la cepa Bacillus
subtilis E44 en condiciones de fermentacion sumergida.

Materiales y Métodos

Cultivo microbiano. Se utilizé la cepa Bacillus
subtilis E44, conservada a -30 °C en glicerol, procedente
del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de Matanzas.

Medio de cultivo minimo de sales (MS). La solucion
mineral (%) estuvo compuesta por NaCl-0.1; KH,PO,-0.3;
K,HPO,-0.6; MgSO,-0.12; peptona-0.5 y extracto de
levadura-0.3. Se ajust6 el pH 7.5 con KOH 1mol L.

El caldo y el agar nutriente se prepararon segin
indicaciones del fabricante (BioCen, Centro de
Biopreparados).

Preparacion del inoculo. A partir del cultivo, conservado
en glicerol a -30°C, la bacteria se cultivo en caldo nutriente
y se incubo durante 16 h a 28 °C en zaranda a 110 rpm. La
suspension celular se sembro en cufias de agar nutriente y
se conservo a 4 °C. A partir de estas células, se preparo el
preindculo en 50 mL de caldo nutriente. Se incubaron a
28 °C en zaranda, a 110 rpm, durante 16 h, hasta obtener
densidad optica (D.O 600nm = 0.8) equivalente a
concentracion de 1 x 10% ufc/mL.

Evaluacion cualitativa de la produccion de xilanasas.
Se prepararon placas Petri, con medio de MS mas
1 % de xilano de haya (Sigma-Aldrich). Las placas se
inocularon por siembra a profundidad, a partir del cultivo
de Bacillus subtilis E44. Se incubaron a 28 °C durante 24,
48, 72 y 96 h. Para el revelado de los halos de hidrolisis,
las placas se cubrieron con disolucién de rojo congo a
0.5 %, durante 5 min. Posteriormente, se lavaron por tres
veces con una disolucion de NaCl 1molL . El indice de
potencia (IP) se calculd por la relacion entre el diametro
de la zona de hidrolisis y el didmetro de la colonia. Los
diametros se midieron con pie de rey Vernier (marca
Suertek cap. Sensibilidad de + 0,02 mm). El experimento
se realizo por triplicado.

Fermentacion sumergida. El experimento se realizé
en matraces de 250 mL, que contenian 50 mL de los
medios de cultivo: 1) caldo nutriente (CN) y 2) medio
minimo de sales mas xilano de haya a 0.5 % como
fuente de carbono (MS+X). El pH se ajust6 a 7.5, antes
de esterilizar a 121 °C, durante 15 min. Los frascos se
inocularon con suspension celular de 1 x 10* ufc/mL
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(0.D 600nm= 0.8) of Bacillus subtilis E44, relation
1:10 (v/v) and were incubated in a shaker at 110 rpm for
24 h at 37 °C.

Determination of growth kinetics. An amount of
5 mL was taken in intervals of two hours for the first
12 hours in both cultures, absorbance (OD) at 600 nm
was measured, and later centrifuged at 10 000 rpm for
15 min at 4 °C. Supernatant was used for evaluating the
activity of xylanase and protease enzymes.

Values of growth specific speed (1) were determined
as the slope of polynomials belonging to the exponential
phase of dispersion curves, obtained from the growth
kinetics of B. subtilis E44 in the evaluated culture media,
with the use of fit method of Microsoft Excel program.
Using these values, duplication time was calculated (td).

td=In 2/p

Determination of xylanase enzymes activity. The
activity of xylanase enzymes was determined according
to the method described by Bailey et al. (1992). A
unit of enzymatic activity is defined as the amount
of enzyme required to produce 1pmol of xylose per
minute.

Determination of protease enzymes activity. The
activity of protease enzymes was determined according
to the method Anson (1938). A unit of enzymatic activity
is defined as the amount of enzyme required to produce
Iumol of tyrosine per minute.

Statistical analysis. Statistical procedures were
carried out with the use of InfoStat software (Di
Rienzo et al. 2012). For the treatment of power
indexes (PI), an analysis of variance was performed
according to a completely randomized design and
Duncan (1955) test was applied, for P<0.05. Values
of tables and graphs belong to the mean of three
repetitions.

Results and Discussion

Production of xylanase enzymes by Bacillus
subtilis E44 in the presence of beech xylan (1%) as
the only carbon source was evident by the presence
of clear zones around the colonies after Congo red
revealing. This colorant shows strong interactions
with polysaccharides joined by B 1.4 links. With the
hydrolysis of these compounds, interactions between
colorant and polysaccharides are lost and, at the same
time, the coloration of the halo belonging to the area in
which bacteria secreted xylanases.

Bacillus subtilis E44 showed a great xylanolitic
activity at 24, 48, 72 and 96 h. Diameters of hydrolysis
halos showed values between 10 and 25 mm for the
evaluated times (table 1). The highest value was obtained
at 72 h of incubation with 24.7 mm. these results coincide
with those obtained by Akhavan ez al. (2011), with the
evaluation of 40 strains of Bacillus mojavensis that
generated halos with diameters between 18 and 35 mm
after coloration with Congo red. On the other hand, Tork
(2013) selected 13 xylanases-producing strains, isolated
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(D.O 600nm= 0.8) de Bacillus subtilis E44, relacion
1:10 (v/v). Posteriormente, se incubaron en zaranda a
110 rpm durante 24 h a 37 °C.

Determinacion de la cinética de crecimiento. Se tomaron
5 mL, a intervalos de dos horas, durante las primeras 12 h
en ambos cultivos. Se midi6 la absorbancia (DO) a 600 nm
y posteriormente, se centrifugaron a 10 000 rpm durante
15 min a 4 °C. El sobrenadante se utiliz6 para evaluar la
actividad de las enzimas xilanasas y proteasas.

Los valores de velocidad especifica de crecimiento
() se determinaron como la pendiente de los polinomios,
que correspondio6 a la fase exponencial de las curvas de
dispersion, obtenidas de la cinética de crecimiento de
B. subtilis E44 en los medios de cultivo evaluados, con
el uso del método de ajuste en el programa Microsoft
Excel. A partir de estos valores, se calcul6 el tiempo de
duplicacion (td): td=In 2/u

Determinacion de la actividad de enzimas xilanasas.
La actividad de las enzimas xilanasas se determiné segun
método descrito por Bailey ef al. 1992. Una unidad de
actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima
requerida para producir 1pmol de xilosa por minuto.

Determinacion de la actividad de enzimas proteasas.
La actividad de las enzimas proteasas se determind
mediante el método de Anson (1938). Una unidad de
actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima
requerida para producir 1pmol de tirosina por minuto.

Andalisis estadistico. Los procedimientos estadisticos se
realizaron con el uso del software InfoStat (Di Rienzo et al.
2012). Para el tratamiento de los indices de potencia (IP) se
realiz6 un analisis de varianza, segun disefio completamente
aleatorizado y se aplico la docima de Duncan (1955), para
P<0.05. Los valores que se muestran en las tablas y figuras
corresponden a la media de tres repeticiones.

Resultados y Discusion

La produccion de enzimas xilanasas por Bacillus
subtilis E44 en presencia de xilano de haya (1%), como
unica fuente de carbono, se evidencio por la presencia
de zonas claras alrededor de las colonias después del
revelado con rojo congo. Este colorante muestra fuertes
interacciones con polisacaridos unidos por enlaces [
1,4. Al producirse la hidrdlisis de estos compuestos, las
interacciones entre el colorante y los polisacaridos se
pierden y a su vez, la coloracion del halo correspondiente
al area en la que la bacteria secreto las xilanasas.

Bacillus subtilis E44 mostré gran actividad
xilanolitica a las 24, 48, 72 y 96 h. Los diametros de
los halos de hidrolisis mostraron valores entre 10 y
25 mm para los tiempos evaluados (tabla 1). El mayor
valor se obtuvo a las 72 h de incubacién con 24.7 mm.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Akhavan
etal. (2011), al evaluar 40 cepas de Bacillus mojavensis,
que generaron halos con diametros comprendidos entre
18-35 mm después de la tincion con rojo congo. Tork
(2013) selecciond 13 cepas productoras de xilanasas,
aisladas de diferentes muestras, que exhibieron halos
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from different samples, which showed halos between 13
and 22 mm of diameter around the colonies.
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entre 13-22 mm de didmetro alrededor de las colonias.
Varios autores utilizan este método para evaluar,

Table 1. Qualitative evaluation of xylanase enzymes of Bacillus
subtilis E44, in beech xylan as the only carbon source

. @ Hydrolysis halo (mm @ Colony (mm
Time () o o + s}ll)( )
24 11.1+0.11 4.1+0.58
48 19.8 £0.57 5.8+1.15
72 243 +£0.57 5.3+0.01
96 22.6+1.73 8.5+0.58

Several authors use this method for a rapid evaluation
of extracellular enzyme production by microorganisms
(Braga et al. 2014 and Chafla et al. 2016). Even
Cayetano-Cruz et al. (2016), evaluated the expression
of recombining genes of xylanase (xyn 11 A) in Pichia
pastoris through the use of the technique in clones
obtained with xylan agar as substratum.

Table 2 shows the analysis of variance of calculated
power indexes (PI). The highest PI was obtained at
72 h and coincides with the time in which the highest
halo of hydrolysis was obtained. At 96 h, there is a
decrease of PI. However, diameter of the colony obtained
in this time is superior regarding the value of hydrolysis
halo (table 1). This decrease of PI could be associated
to the increase of colony diameter due to sporulation of
B. subtilis E44, period in which there are no increments
of nutrient intake (Milian 2009).

de una manera rapida, la produccién de enzimas
extracelulares por los microorganismos (Braga et al.
2014 y Chafla et al. 2016). Incluso, Cayetano-Cruz et al.
(2016) evaluaron la expresion de genes recombinantes
de xilanasa (xyn 11 A) en Pichia pastoris mediante la
aplicacion de la técnica en los clones obtenidos con agar
xilano como sustrato.

La tabla 2 muestra el andlisis de varianza de los indices
de potencia (IP) calculados. El mayor IP se obtuvo a las
72 h, y coincide con el tiempo en el que se obtuvo el mayor
halo de hidrolisis. A las 96 h, hubo disminucion del IP. Sin
embargo, el diametro de la colonia obtenido en este tiempo
fue superior respecto al valor del halo de hidrolisis (tabla 1).
Esta disminucion del IP podria estar asociada al aumento
del didmetro de la colonia, debido a la esporulacion de B.
subtilis E44, periodo en el que no se observa incremento
en el consumo de nutrientes (Milian 2009).

Table 2. Power index obtained for Bacillus subtilis E44, in beech xylan as the

only carbon source

. Time (h) )
Variable SE and Sig.
24 48 72 96
Power index 2.69° 3.41° 4.59¢ 2.68° +0.0944
P<0.0001

ab.¢Different letters indicate significant differences for P < 0.05

Results indicate that xylanase enzyme production by
Bacillus subtilis E44 depends on time, in the qualitative
essay in dishes. This indicator has also been used by
other authors in the selection of cellulases (Chafla et
al. 2016) and feruloyl esterase (Braga et al. 2014) in
fungi isolated from different sources. Values obtained
in this study surpass those reported by the previously
mentioned authors.

Kinetics of Bacillus subtilis E44 growth in the studied
media cultures appears in figure 1. In the medium
nutrient broth culture (NB), the exponential phase starts
very early and it lasts up to 4 hours. From this moment,
the phase of deaccelerating of growth begins. However,
in the medium MS+X, the exponential phase started at
4 hours and lasted up to 12 h.

This performance may be related to differences in
the composition of both media. NB contains glucose,

Los resultados indican que la produccion de enzimas
xilanasas por Bacillus subtilis E44 depende del tiempo
en el ensayo cualitativo en placas. Chafla et al. (2016)
también utilizaron este indicador en la seleccion de
celulasas. Asimismo, Braga et al. ( 2014) lo emplearon
en la seleccion de feruloil esterasa en hongos aislados de
diferentes fuentes. Los valores obtenidos en este estudio
superan los informados por los autores antes mencionados.

La cinética de crecimiento de Bacillus subtilis E44 en los
medios de cultivo evaluados se muestra en la figura 1. En el
medio de cultivo caldo nutriente (CN), la fase exponencial
comienza muy temprano y se extiende hasta las 4 h. A
partir de este tiempo, se inicia la fase de desaceleracion
del crecimiento. Sin embargo, en el medio MS+X, la fase
exponencial comenzod a las 4 hy se extendio hasta las 12 h.

Este comportamiento se podria asociar a las diferencias
existentes en la composicion de ambos medios. El CN
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Figure 1. Growth kinetics of Bacillus subtilis E44 in nutrient broth and
in a medium of salts plus beech xylan

which guarantees the availability of a simple carbon
source in the medium and it is easy to use by bacteria.
In the MS+X, which only carbon source is beech xylan ,
polysaccharides show complex structures that need, for
their degradation, enzymes synthesized by bacteria and
later use hydrolysis products as carbon source, which
occurs during the logarithmic phase.

The graphic performance of growth is similar to the
obtained values of specific growth speed (table 3). Once
the exponential phase in the MS+X medium begins,
time of duplication is superior to that obtained in the
NB medium, which confirms the xyanolitic ability of
the strain.

Milian (2009) compared two culture media for the
production of B. subtilis E44 with values of specific
growth speed of 0.66 h'! in a traditional culture media
and 1.00 h™! in an optimized culture media with national
components.

Similar results were reported by Ho (2015), with

contiene glucosa, que garantiza la disponibilidad de
una fuente de carbono simple en el medio y de facil
utilizacion por la bacteria. En el medio MS+X, cuya tinica
fuente de carbono es el xilano de haya, los polisacaridos
presentan estructuras complejas, que precisan de enzimas
sintetizadas por la bacteria para su degradacion. Luego
se emplean los productos de hidrolisis como fuente de
carbono, lo que ocurre durante la fase logaritmica.

El comportamiento grafico del crecimiento se
corresponde con los valores de velocidad especifica
de crecimiento (tabla 3). Una vez que se inicia la fase
exponencial en el medio MS+X, el tiempo de duplicacién
es superior al obtenido en el medio CN. Esto confirma
la capacidad xilanolitica de la cepa.

Milian (2009) comparoé dos medios de cultivo para la
produccion de B. subtilis E44, con valores de velocidad
especifica de crecimiento de 0.66 h!, en un medio de
cultivo tradicional y 1.00 h!' en el medio optimizado, a
partir de componentes nacionales.

Table 3. Specific growth speed of Bacillus subtilis E44 strain in NB

and MS+X culture media

Culture media p (hh) R? td
NB 0.56 0.99 1.24
MS+X 0.38 0.97 1.72

the evaluation of different agro-industrial residues as
carbon source and beech xylan as control for xylanase
production by Bacillus subtilis ATCC 6633 during
submerged fermentation. Beech xylan was used as
positive control and showed remarkable increases
of xylanase activity, while barley peel was used for
evaluating growth of the bacteria and activity of these
enzymes.

When analyzing growth kinetics (figure 1) and
xylanase activity detected during growth (figure 2), it
is observed a correspondence between both profiles.

Resultados similares inform6 Ho (2015), al evaluar
diferentes residuos agroindustriales como fuente
de carbono y xilano de haya como control para la
produccion de xilanasas por Bacillus subtilis ATCC 6633
durante la fermentacion sumergida. El xilano de haya,
que se utilizé como control positivo, mostrd notable
incremento en la actividad de las xilanasas, mientras que
la céscara de cebada se uso para evaluar el crecimiento
de la bacteria y la actividad de dichas enzimas.

Al analizar la cinética de crecimiento (figura 1) y la
actividad de las xilanasas durante el crecimiento (figura
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Figure 2. Xylanase activity of the enzymatic preparation in broth and
medium of minimum salts plus beech xylan

Xylanase activity increases since the first hours, the
maximum value was detected at the end of exponential
phase and maintains high during the stationary phase.
Abo-State et al. (2013) reported a direct correlation
between microbial growth profile and production of
xylanases and cellulases in Bacillus species. Likewise,
Ho (2015) informed a correlation between microbial
biomass and the expression of xylanases in Bacillus
subtilis ATCC 6633.

One of the major limitations in extracellular
enzyme production from species of Bacillus genus
is susceptibility of these proteins to degradation
by proteolytic enzymes (Westers et al. 2006). The
evaluation of proteolytic activity during growth of B.
subtilis E44 and its relation with xylanases in the MS+X
medium is shown in figure 3.

During the exponential phase of growth, there
is an exponential increase of protease activity with
a sudden increase at the end of the exponential
phase and begins to decrease rapidly after 12 h. This
decrease of proteases may be related to processes of

2), se observd correspondencia entre ambos perfiles.
La actividad de las xilanasas se incrementa desde las
primeras horas. El maximo valor se encontrd al final
de la fase exponencial y se mantiene elevada durante
la fase estacionaria. Abo-State et al. (2013) informaron
una correlacion directa entre el perfil del crecimiento
microbiano y la produccion de xilanasas y celulasas en
especies de Bacillus. De la misma manera, Ho (2015)
refirio correlacion entre la biomasa microbiana y la
expresion de xilanasas en Bacillus subtilis ATCC 6633.

Una de las mayores limitaciones en la produccion de
enzimas extracelulares a partir de especies del género
Bacillus, es la susceptibilidad de estas proteinas a la
degradacion por enzimas proteoliticas (Westers et al.
20006). La evaluacion de la actividad proteolitica durante
el crecimiento de B. subtilis E44 y su relacion con las
xilanasas en el medio MS+X se muestra en la figura 3.

Durante la fase exponencial del crecimiento hubo
incremento exponencial de la actividad proteasa, con
aumento brusco al final de la fase exponencial, que
comienza a disminuir drasticamente después de las
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Figure 3. Relation between proteolytic activity (Ul/mL) enzymes and xylanase activity
of the enzymatic preparation in a MS+X medium
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own deactivation.

These results agree with statements of Sevinc and
Demirkan (2011), who reported a strain that produces
proteases and the maximum activity occurs at the end
of exponential growth phase.

Proteases have important functions in the quality
control of denaturalized proteins or with conformational
defects after post-translational events (Westers et al.
2008). Peptidases are constitutively expressed and
temporarily have different affinities for pre-protein
secreting systems (Ling et al. 2007), which constitutes
one of the main problems in the production of
heterologous proteins in Bacillus subtilis.

These results suggest that protease production is
directly related to the exponential growth of culture,
characterized by an increase of cellular metabolism and
protein synthesis. Cristina et al.(2004) reported similar
results in a culture of Bacillus sp. SMIA-2, where
protease production reached the maximum value at 9 h
and later started to decrease.

Out of the results obtained in the present research,
Bacillus subtilis E44 produces xylanase enzymes
able to degrade beech xylan and use simple sugar
obtained during their growth and development.
Difference between times of maximum expression
of proteases and xylanases may be used to increase
yields of xylanase enzymes during submerged
fermentation of Bacillus subtilis E44 ina MS+X culture
medium.

It is concluded that Bacillus subtilis E44 produces
xylanase enzymes with the use of xylan as carbon source.
These enzymes could be used in diets with high fiber
content in monogastric animals.
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12 h. Esta disminucion de las proteasas podria estar
relacionada con procesos de inactivacion de las mismas.

Estos resultados concuerdan con lo referido por
Sevinc y Demirkan (2011), quienes informaron una cepa
productora de proteasas. Segiin informan estos autores,
el maximo de actividad ocurre al final de la fase de
crecimiento exponencial.

Las proteasas desempefian importantes funciones en
el control de la calidad de proteinas desnaturalizadas o
con defectos conformacionales, después de eventos post-
traduccionales (Westers et al. 2008). Las peptidasas se
expresan de forma constitutiva y tienen, temporalmente,
diferentes afinidades por los sistemas secretores de pre-
proteinas (Ling et al. 2007), lo que constituye uno de
los principales problemas en la produccion de proteinas
heterologas en Bacillus subtilis.

Estos resultados sugieren que la produccion
de proteasas esta directamente relacionada con el
crecimiento exponencial del cultivo, caracterizado por
el incremento del metabolismo celular y la sintesis
proteica. Cristina et al.(2004) informaron resultados
similares en un cultivo de Bacillus sp SMIA-2, en el que
la produccion de proteasas alcanzé el maximo a las 9 h
y comenzo6 a disminuir posteriormente.

A partir de obtenido en este estudio, se puede afirmar
que Bacillus subtilis E44 produce enzimas xilanasas,
capaces de degradar el xilano de haya, y utilizar los
azucares simples obtenidos durante su crecimiento y
desarrollo. La diferencia en los tiempos de méxima
expresion entre proteasas y xilanasas se podria utilizar
para incrementar los rendimientos de las enzimas
xilanasas durante la fermentacion sumergida de Bacillus
subtilis E44 en el medio MS+X.

Se concluye que Bacillus subtilis E44 produce
enzimas xilanasas, al utilizar el xilano como fuente de
carbono. Estas enzimas se podrian aplicar en dietas con
elevado contenido de fibra en animales monogastricos.
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