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1. Resumen

La paja de trigo presenta un volumen mundial aproximado de 854.34 millones de
toneladas. En México se generan entre 62 y 75 millones de toneladas de paja de trigo, que
tienen fines para el forraje (15%) o clésicamente es incinerada. Por esto, se optd por buscar
una manera de transformarlos bioldégicamente, empleando aislados bacterianos
(caracterizados como extremofilos) nativos de la region, a azicares simples y después a
bioetanol. Debido a la composicion de la estructura de la paja de trigo (celulosa, hemicelulosa
y lignina), donde la lignina, siendo el principal método de defensa, actiia como barrera ante
la hidrélisis enzimatica. Se requiere una deslignificacion e hidrolisis previa, para poder
obtener azucares simples y poder fermentarlos. Los microorganismos extremofilos, fueron
estudiados para ver su capacidad en la produccion de celulasas empleando como sustrato
carboximetilcelulosa (CMC), donde el 25% de los aislados microbianos estudiados fueron
muy efectivos en la produccion de celulasas. Para ver la efectividad de los microorganismos
productores de celulasas en la degradacion de celulosa se emple6 paja de trigo molida como
sustrato y se inocularon con los aislados microbianos, se incubaron a 40 °C por 7 dias y
después se tomo lectura de azlcares empleando el método de acido 3,5-dinitrosaliciclico
(DNS). El aislado microbiano 5.b.3 produjo la mayor produccion de azucares derivado de la
hidrolisis de la celulosa de la paja de trigo, con un rendimiento del 78 % de produccién de

glucosa y un rendimiento tedrico del 14 % en la produccion de bioetanol.
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2. Introduccion

En la busqueda por nuevas alternativas para la produccion de combustibles, se realizo
una investigacion para la obtencion de bioetanol a partir de los residuos de la cosecha del
trigo. Mexicali y su valle es una zona agricola, donde su principal produccion es el trigo
(OEIDRUS; 2018; Coronado et al., 2012; Gobierno del Estado de Baja California), siendo el
que mas desechos produce al momento de cosecharse (Valdez-Vazquez et al., 2010), y, donde
el método més utilizado para reducir los rastrojos de trigo, es la incineracion, de esta manera
se preparan los campos para la siguiente cosecha (Coronado et al., 2012; OEIDRUS, 2010;
Quintero y Moncada, 2008). No solo los desechos de trigo son reducidos por medio de la
incineracion, también hay otros cultivos que requieren el mismo proceso, sin embargo, la
incineracion de los campos de cultivo conlleva a la emision de contaminantes de tipo
compuestos organicos volatiles (VOC), hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) y las
dibenzodioxinas y dibenzofuranos policlorados (PCDD/F). Los cuales varios de ellos tienen

efectos nocivos para el ser humano (Lemieux et al., 2004).

El bioetanol, derivado de material lignoceluldsico (por ejemplo: paja de trigo) es una
solucion prometedora, ya que el empleo de esta materia prima es renovable, extensa; con un
alto potencial de para la manufactura de productos, y no compite con los cultivos alimenticios
(Qiu et al., 2018). El bioetanol es el biocombustible con mayor empleo a nivel mundial para
uso en los automoviles, su produccion generalmente proviene de cultivos como los granos
de maiz (EUA) y la cafia de aztcar (Brasil), sin embargo se debe buscar recursos alternativos
para su elaboracion (Balat, 2011). Se han buscado diversas fuentes sustentables para reducir
el consumo de combustibles fosiles (Sarkar et al., 2012), que no compitan con los productos

alimenticios y exista una eficiencia en el rendimiento de elaboracion (Salvachua et al., 2011)
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e implementar nuevas alternativas disminuyendo el impacto ambiental que conlleva la quema

de los combustibles fosiles y quemas agricolas.

La combustién de bioetanol no produce dioxido de carbono, reduce el material
particulado asi como los 6xidos de nitrogeno (NOx), se puede agregar puro (en el caso de
que haya modificaciones al motor) o mezclado para aumentar el octanaje y rendimiento (la
mayoria de los motores toleran mezclas de 30% en adelante), y es considerado una alternativa

adecuada contra los combustibles fosiles (Talebnia et al., 2010; DEMIRBAS, 2005).

Los materiales lignoceluldsicos se encuentran principalmente en la pared celular de
muchas plantas, es un material fibroso compuesto de lignina, hemicelulosa y celulosa
(Cuervo et al., 2009). Los desechos agricolas estan compuestos por este tipo de moléculas, y
poseen una alta concentracion de polisacaridos. De esta manera el aprovechar los residuos
de trigo en Mexicali para la produccion de bioetanol tendria como consecuencia una
reduccién en el impacto ambiental debido a la disminuciéon de quemas de agricolas,
disminucién en las emisiones por combustion interna de los combustibles fosiles y mejorara
la produccion agricola evitando problemas como erosion del suelo por incineracion (Kim y

Dale, 2004).

En el presente trabajo se usaron aislados bacterianos de una zona arida del municipio
de Mexicali, proporcionados por el equipo de investigacion del Dr. Fernando A. Solis
Dominguez y la Dra. Aseneth Herrera Martinez encargados del laboratorio de investigacion
de bioingenieria UABC, caracterizados como extremofilos (Reséndiz, 2018; Saldafia, 2016).
Los aislados se emplearon para realizar una posible deslignificacion e hidrélisis a la paja de
trigo (pt) con el fin de forzarlos a usar la pt como fuente de alimento o sustrato y liberar

azucares fermentables. La produccion de bioetanol de segunda generacion implica la
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eliminacion de la lignina que cubre las cadenas de celulosa y hemicelulosa para después
hidrolizar los polisacaridos a monosacaridos. Debido al incremento en el interés de trabajar
con microorganismos extremofilos (Di Donato et al., 2019; Manisha y Yadav, 2017; Gonzalo
et al., 2016; Madigan et al., 2015;) ya que presentan “ventajas” ante los microorganismos
mesofilos, que pueden ser: actividad biologica a altas temperaturas, altas concentraciones de

sal, pH alto (>8) y/o bajo (6<) , y produccion de extremo-enzimas (Manisha y Yadav, 2017).

El objetivo de esta investigacion es la deslignificacion e hidrolisis de la celulosa de la
paja de trigo para disponer de azlcares fermentables como pretratamiento, empleando
bacterias extremofilas aisladas de una zona arida en Mexicali y posterior generacion de

bioetanol.
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3. Justificacion y planteamiento del problema

La seguridad energética y ambiental son dos problemas importantes en el mundo actual
que han impulsado la demanda de una fuente de energia alternativa y ecoldgica. Ademas, la
quema de combustibles fosiles contribuye a las emisiones de gases de efecto invernadero, asi
como al calentamiento global que causa el cambio climatico, el aumento del nivel del mar,
la pérdida de biodiversidad y la contaminacion urbana (Zabed et al., 2017), problemas que
estan siendo alin mas constantes. Mexicali cuenta con un recurso capaz de enfrentar estos
problemas, se trata de materiales lignocelulosicos desechados durante las cosechas agricolas,
principalmente la paja de trigo. En su mayoria no tienen gran interés postcosecha y suelen
ser incinerados. El aprovecharlos y transformarlos mediante técnicas biotecnologicas puede
generar productos utiles como biocombustibles o productos antisépticos. El bioetanol, un
biocombustible amigable con el medio ambiente capaz de actuar como aditivo para la
gasolina de los automoviles, aumentando el rendimiento, y mejorando la combustion interna
del motor (Zabed et al., 2017; DEMIRBAS, 2005). Ademas de disminuir las emisiones de

carbono y presenta un potencial para aplicacion industrial en la zona.

Debido a la naturaleza recalcitrante de los materiales lignocelulosicos relacionados con
la integridad estructural de la lignina, la hemicelulosa y la celulosa, es esencial aplicar un
tratamiento previo para facilitar la conversion de la lignocelulosa en azucares fermentables

(Saha et al., 2016).
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4. Marco tedrico

4.1 Bioetanol

Se denomina bioetanol al producto del etil-alcohol (C2HsOH) obtenido a través de un
proceso fermentativo empleando como sustrato materia prima de fuentes altas en azucares
fermentables y algin microrganismo capaz de convertir los azucares a alcohol (Mohd Azhar
et al., 2017; Zabed et al., 2017; Aditiya et al., 2016). El bioetanol es un combustible liquido
que promete solucionar la crisis de los combustibles fosiles, tiene ventajas ambientales ante
la gasolina y es biodegradable, también su combustion es menos toxica (Aditiya et al., 2016),
posee mayor numero de octanaje (108), amplio limite de flamabilidad, mayor velocidad de
llama y mayor calor de vaporizacién (Mansouri et al., 2016). Es un compuesto oxigenado ya
que contiene un 34.7% de oxigeno, haciéndolo amigable al ambiente, mientras que el oxigeno
estd ausente en la gasolina. Resultando ser 15% mas eficiente en la combustion del etanol
que la de la gasolina, lo que reduce la emision de particulas y 6xidos de nitrogeno. En
comparacion con la gasolina, el etanol contiene una cantidad insignificante de azufre, y la
mezcla de estos dos compuestos ayuda a disminuir el contenido de azufre en el combustible,
evitando la emision de 6xidos de azufre que es un carcindgeno y contribuye a la lluvia acida

(Zabed et al., 2017; Mansouri et al., 2016; DEMIRBAS, 2005).

Segun la RFA, 2019 la produccion de bioetanol en 2018 alcanzé un total de 107.99 GL,
siendo Estados Unidos de América y Brasil los principales productores de bioetanol en el
mundo, con un monto de 60.71 GL y 29.93 GL, respectivamente. El 84% de la produccion

de etanol se emplea para el sector de transporte (Di Donato et al., 2019).

México cuenta con dos empresas productora de bioetanol donde lo comercializan para

el area de transporte; OXIFUEL® y FUELFLEX®. Segtn (Sanchez, 2014), México produjo
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645 millones de litros de bioetanol en 2014 a partir de la cafia de azucar y sorgo; una cantidad

sin comparacion con los principales paises productores a nivel mundial.

La idea que radica en la produccion de biocombustibles, es que deben ser producidos a
partir de materia prima que no compita con los productos alimenticios. Actualmente existen
cuatro clasificaciones (generaciones) en la produccion de los biocombustibles, esta
clasificacion la reciben a partir de la materia empleada para producir los biocombustibles.
Los biocombustibles de primera generacion son aquellos que provienen de fuentes
alimenticias directas para el ser humano (maiz, caia de azicar, remolacha etc.) teniendo un
impacto negativo al emplear como fuentes de azlcares alimentos primarios. Los
biocombustibles de segunda generacion son aquellos que provienen de fuentes no
comestibles, como desechos agricolas; materiales lignocelulésicos (paja de trigo, rastrojo de
maiz, bagazo de cana de azlcar, desechos lefiosos etc.). La tercera generacion de
biocombustibles proviene de algas y la cuarta generacion a partir de los aceites vegetales; las
ultimas tres generaciones siguen en investigacion, al no encontrar un método que permita
aprovecharlos al maximo y el costo-beneficio sea viable (D1 Donato et al., 2019; Bhatia et

al., 2017; Zabed et al., 2017; Aditiya et al., 2016; Gupta y Verma, 2015;).

4.2 Aprovechamiento de los residuos agricolas, un recurso biodisponible

La mayoria de los residuos agricolas en Mexicali se encuentran disponibles, aquellos
que tienen fines para forraje son recolectados después de las cosechas. Sarkar et al., 2012
mencionan que los mejores residuos agricolas que se encuentran como materia prima
disponible para una produccion anual de bioetanol son: paja de arroz, paja de trigo, paja de
maiz, y bagazo. En la tabla 1 se muestra la produccion mundial de los principales 4 residuos

generados tras la cosecha.
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Tabla 1. Distribucion mundial de los residuos agricolas generados
(millones de toneladas).

ReS}duos Africa Asia Europa América Oceania
agricolas
Paja de arroz 20.90 667.60 3.90 37.20 1.70
Paja de trigo 5.34 145.20 132.59 62.64 8.57
Rastrojo de 0.00 33.90 28.61 140.86 0.24
maiz
Bagazodecafia | ) ;5 74.88 0.01 87.62 6.49
de azhacar

Fuente: Kim y Dale, 2004.

La paja de trigo (pt) es el segundo residuo con mayor biodisponibilidad seguido del
arroz. Enfocandose en la capital de Baja California, el trigo se encuentra ampliamente
distribuido por las zonas agricolas, por lo tanto, los residuos de pt presentan un alto potencial
para la produccion de bioetanol (Qiu et al., 2018; Wang et al., 2013; Sarkar et al., 2012;
Talebnia et al., 2010). Sin embargo, la produccidn de bioetanol a partir de residuos agricolas,
como pt, presenta adversidades debido a su composicion denominado como materiales

lignocelulosicos.

La (Delegacion SAGARPA Baja California, 2018a) reporté un total de 191,686
toneladas de cosecha de trigo, con una relacion de 1.3 entre residuo/cultivo (Talebnia et al.,
2010), se puede estimar un total de 249,191.8 toneladas anuales de paja de trigo. Valdez-
Vazquez et al., 2010 proponen una relacion entre residuo/cultivo de 1.5; (ver tabla 2, donde

se aprecian diferentes relaciones residuo-cultivo).

Tabla 2. Residuos estimados anualmente; toneladas por aiio en Mexicali 2018.

Relacion Autor Produccion anual (t) Residuos estimados (t)
13 (Kim y Dale, 2004; Talebnia et al., 191,686.00 249.191.80
2010)
1.5 (Valdez-Vazquez et al., 2010) 191,686.00 287,529.00
1.4 Valor promedio 191,686.00 268,360.40

(t): Toneladas
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Es importante aclarar el destino de los residuos y entender que estos no compiten con
la industria alimentaria dirigida a la poblacion. Estos recursos no son aprovechados y en su
mayoria tienden a ser incinerados. Varios trabajos de investigacion mencionan que el
aprovechamiento de los residuos disminuira el impacto ambiental (Qiu et al., 2018; Zabed et
al., 2017; Wang et al., 2013; Sarkar et al., 2012; Balat, 2011; DEMIRBAS, 2005) también
mencionan un mejoramiento en la economia, y asi, se estaria refiriendo al concepto de
desarrollo sustentable. El aprovechar los residuos de los cultivos para convertirlos en una
fuente de energia, podré sustentar e incluso sustituir el uso cotidiano de diversas fuentes de
energias no renovables, se convertiria en una idea potencial y tendria un fuerte impacto en la
sociedad. DEMIRBAS, 2005 menciona como el biocombustible liquido més utilizado en toda
la historia, el etanol, y una de las formas de obtenerlo es a partir de materiales celuldsicos.
También dice que el etanol puede ser producido con diferentes materias primas, identificadas
como residuos agricolas: aztcares simples, almidon y celulosa. Los materiales celuldsicos,
provenientes de residuos agricolas son también llamados lignoceluldsicos los cuales pueden
sustituir varias fuentes para la elaboracion de etanol a un bajo costo e incluso son externos a

la cadena alimenticia del hombre.

Kim y Dale, 2004 hablan de la produccion de bioetanol, aproximadamente 491 GL
(gigalitros) de bioetanol podrian producirse a partir de los cultivos desperdiciados y sus
residuos lignoceluldsicos, lo que podria sustituir 353 GL de gasolina (equivalente al 32% del
consumo global) empleando el uso del E85 en los tanques (combinacion de 85% bioetanol y
15% gasolina). El bioetanol como combustible de transporte puede ser introducido al motor
ya sea de manera combinada (bioetanol-gasolina) o de forma pura (bioetanol 100%). La

mezcla mas comun es el uso de E85 (DEMIRBAS, 2005).
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Globalmente, la paja de arroz puede producir 205 GL de bioetanol siendo el de mayor
cantidad por su alta biodisponibilidad, el segundo es la paja de trigo, con una produccién de
104 GL de bioetanol y el bagazo de cana de aztcar podria producir 53 GL de bioetanol (Kim
y Dale, 2004). Una tonelada de paja de trigo puede producir aproximadamente 304-323 litros
de bioetanol (OEIDRUS, 2010). En la tabla 3 se aprecia la produccion de bioetanol

aprovechando algunos residuos agricolas.

Tabla 3. Aprovechamiento de los residuos agricolas a escala mundial.

Desechos Produccion total apﬁ)ej(l:cill::(sios P.roducci()n de
(Tg) bioetanol (GL)
(Tg)
Maiz 520.00 203.60 58.60
Cebada 124.00 3.70 1.50
Sorgo 53.00 10.30 2.80
Trigo 529.00 354.00 104.00
Arroz 526.00 731.00 205.00
Caiia de azicar 328.00 180.00 51.00

*Fuente: (Kim y Dale, 2004). (Tg): Teragramos. (GL): Gigalitros

4.3 Agricultura actual en Mexicali.

Una de las zonas agricolas mas importantes del Municipio de Mexicali, es el Valle de
Mexicali ubicado en el estado de Baja California al noroeste de México. El cultivo principal
es el trigo y es el de mayor rendimiento comercial en el pais, con una productividad media
en los ultimos afios de 6.3 toneladas por hectarea (Coronado et al., 2012). Los principales
cultivos en la zona del Valle de Mexicali son: trigo, cebada, algodon, alfalfa, avena, ajonjoli,
cartamo, sorgo forrajero, rye-grass (Gobierno del Estado de Baja California). En el periodo
de 2017-2018, se programaron un total de 79,178 hectareas de cultivos, en los cuales el trigo
fue el principal producto de las actividades agricolas, a los cuales se le otorgd un total de:
62,609 hectareas, cartamo 897 hectdreas, cebada 220 hectareas, rye-grass 1,943 hectareas,
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cebollin 3,127 hectareas, avena forrajera 3,500 hectareas, maiz grano 1,000 hectareas y
cultivos varios 5,582 hectareas (Delegacion SAGARPA Baja California, 2018a, 2018b). El
trigo, asi como es el principal cultivo de produccion en Mexicali, también es el segundo

cultivo agricola con mayor producciéon en el mundo después del arroz (Kim y Dale, 2004).

Tabla 4. Cultivos de provenientes de Mexicali y total de hectareas destinadas y programadas
del afio 2017.

Trigo 84,392 67,757 80.29
Cartamo 1,700 1,113 65.47
Cebada 130 18 13.85
Rye-grass 2,000 1,922 96.1

Cebollin ° 2,900 2,568 88.55
Avena forrajera 3,500 3,590 102.57
Maiz grano 1,000 974 97.4

Varios 5,160 5,646 109.42
Subtotal: 100,782 83,588 82.94
Alfalfa (2017-2017) 30,475 29,874 98.03
Esparrago *(2,462) 2,422 98.37
Vid *(254) 283 111.41
Frutales y otros *(2215) 1,326 59.86
Bermuda 2,281 2,378 104.25
Palma datilera *R848 1,049 123.7
Subtotal: 38,535 37,332 96.88
Algodoén 18,464 25,789 139.67
Sorgo grano (temprano) 1,305 342 26.21
Sorgo grano (tardio) 1,766 623 35.28
Sudan forrajero (temprano) 1,110 2,200 198.2
Sudan forrajero (tardio) 3,703 1,446 39.05
Maiz blanco (temprano) 1,000 777 77.7

Maiz blanco (tardio) 813 86 10.58
Cebollin (p.v.) 785 1,563 199.11
Cebollin (tardio) 627 1,111 177.19
Varios 1,512 562 37.17
Subtotal: 31,085 34,399 110.98
Total: 170,402 155,419 | 91.21

*Incluye cultivos perennes de Laguna Salada, Mesa de Andrade y Valle Chico. Fuente OEIDRUS, 2017.
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En el periodo 2016-2017 la cantidad programada de cultivos de trigo en Mexicali fue
de 84,392 hectareas (ver tabla 4) y se habian sembrado un total de 67,757 hectareas segun la
cédula de cultivos del 11 de octubre del 2017 (OEIDRUS, 2017). Segun la cédula de cultivos
del periodo 2017-2018; ver tabla 5, se program6 un total de 62,909 hectareas para el trigo y

con un total de 48,282 hectareas sembradas (OEIDRUS, 2018).

Tabla 5. Cultivos de provenientes de Mexicali y total de hectareas destinadas y programadas
del afio 2018.

Trigo 62,909 48,282 76.75
Cartamo 897 29 3.23

Cebada 220 6 2.73

Rye-grass 1,943 2,424 124.76
Cebollin 3,127 3,468 11091
Avena forrajera 3,500 6,078 173.66
Maiz grano 1,000 822 82.2

Varios 5,582 6,433 115.24
Subtotal: 79,178 67,542 85.3

Alfalfa (2017-2017) 30,596 30,573 99.92
Esparrago *(1,705) 2,772 98.37
Vid *(75) 300 111.41
Frutales y otros *(515) 1,326 59.86
Bermuda 2,639 2,099 79.54
Palma datilera *1,135 1,371 123.7
Subtotal: 36,665 38,441 104.84
Algodon 29,141 31,993 109.79
Sorgo grano (temprano) 682 705 103.37
Sorgo grano (tardio) 1,638 146 8.91

Sudan forrajero (temprano) 2,157 2,801 129.86
Sudan forrajero (tardio) 3,417 3,276 95.87
Maiz blanco (temprano) 1,619 775 47.87
Maiz blanco (tardio) 647 271 41.89
Cebollin (p.v.) 1,770 1,715 96.89
Cebollin (tardio) 1,112 484 43.53
Varios 1,717 687 40.01

Subtotal: 43,900 42,853 97.62
Total: 159,743 148,835 93.17

*Se incluyen 1,818 hectareas de cultivos perennes de Laguna Salada, José Saldana, Mesa de Andrade y Valle
Chico. Fuente: OEIDRUS, 2018.
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La cantidad de hectareas destinadas a los cultivos de trigo disminuy6 en 16,635
hectareas. En la tabla 4 y 5 se puede observar la cantidad de hectareas destinadas para los
diversos cultivos del Mexicali y su valle. En el periodo del 2017-2018 disminuy6 la cantidad
de hectéareas programadas destinadas a los cultivos, en el periodo 2016-2017 se programaron

170,402 hectareas y se logré sembrar solo el 91.33%; tabla 6.

Tabla 6. Periodos de siembra del 2014 al 2018.
Periodo 2014-2015 2015-2016 2016-2017 2017-2018

Accion Programadas | Sembradas | Programadas | Sembradas | Programadas | Sembradas | Programadas | Sembradas

Hectareas 177,102 162,981 175,621 166,875 170,402 155,725 159,743 148,781
Fuente: (OEIDRUS, 2015, 2016, 2017, 2018)

4.4 Desechos agricolas, tratamiento y consecuencias.

En la extensa distribucion agricola de Mexicali, tras cada cosecha se producen residuos
de los cultivos, ciertos residuos requieren procesos simples para reducir su volumen, como
pasar el arado de discos para voltear la tierra unos 20 a 30 cm de profundidad aprovechando
los residuos para la siguientes siembras (OEIDRUS, 2010), o simplemente su valor residual
es despreciable y/o insignificante. En la tabla 7 se muestran estados de la reptblica mexicana,

en donde el trigo, algodon y sorgo son partes de los principales cultivos.

Por otra parte, existen otros cultivos que para reducir su volumen por métodos simples
no es sostenible, ya que su composicién complica su ingreso a la tierra, requieren mas de una
pasada con el arado, amontonarlos e incluso se requieren riegos para suavizar la composicion
del mismo residuo, tal es el caso como los desechos de trigo y sus similares en composicion
(Quintero y Moncada, 2008), esto provoca que el método mas eficaz para reducir los

desechos sea por medio de incineracion.
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Tabla 7. Regiones de México donde el trigo es sembrado.

Estado Municipio Principales cosechas
Baja California Mexicali Trigo, Algodén, Sorgo
Chihuahua Chihuahua Maiz, Trigo, Frijol

Abasolo, Irapuato, Pénjamo,

Guanajuato Salamanca, Valle de Santiago Maiz, Trigo, Sorgo, Cebada, Frijol
Jalisco La Barca, San Martin de Hidalgo | Maiz, Trigo, Sorgo, Cebada, Cafia de azicar
Sinaloa Ahome, Angostura, Cgliacén, Maiz, Cafia de azqcar, Sorgo, Frijol,

Guasave, Navolato, Sinaloa, Algodoén, Trigo
Sonora Cajeme, Etchojoa, Navojoa Trigo, Maiz, Algodon, Sorgo, Frijol.

Modificado de Valdez-Vazquez et al., 2010.

La comisién para la cooperacion ambiental (CCA, 2014) menciona que en muchos
paises, la quema de residuos agricolas como: tallos, pastos, hojas y céascaras, entre otros,
continta siendo la manera mas econdémica y facil de deshacerse o reducir el volumen de
materiales combustibles producto de las actividades agricolas, limpiando y despejando las
zonas de cultivo para nuevas siembras (CCA, 2014). Se estim6 que 8,700 Tg (teragramos)
de residuos secos son quemados anualmente en el mundo y esto repercute en el cambio

climatico (Koppmann et al., 2005).

En el 2006 se estim6 que México tuvo una produccion de 75.73 millones de toneladas
de residuos agricolas en peso seco (Valdez-Vazquez et al., 2010), que tienen el potencial de
ser transformados en bioenergias. Los principales residuos en México son (en orden
descendente) los tallos de maiz, pajas de sorgo, hojas de cafa de azucar y paja de trigo, con
un peso seco de 60.13 millones de toneladas (Valdez-Vazquez et al., 2010). En la fig. 1, se
aprecia la distribucion de los residuos de cada estado del pais. Como se menciond, el trigo es
el mayor cultivo producido en Mexicali y su valle, (fig. 1 (d); color rojo), y es el que mas
desechos arroja al momento de la cosecha, con un monto aproximado de 280,320 toneladas

a 2,181,021 toneladas por afio. E1 85% de los residuos de trigo son incinerados para preparar
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la siguiente siembra, el otro 15% tiene diversos fines como el forraje (Quintero y Moncada,
2008). Estas practicas, llamadas tradicionales, se han considerado, porque ademas de
incinerar residuos, también se eliminan malezas, enfermedades y plagas, pero de manera
contraria, se ha demostrado que la incineracion elimina propiedades de la tierra como:
nitrogeno, fosforo y materia organica del suelo, lo que conlleva al uso de fertilizantes

(Coronado et al., 2012).

Las quemas de biomasa como arboles, hojas y pastos (incluidos los residuos agricolas),

producen a nivel mundial segin CCA, 2014:

e 40% del didxido de carbono.
e 32% del monoxido de carbono.
e 20% de la materia particulada o particulas de materia suspendidas (PM).

e 50% de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH).
También (Lemieux et al., 2004), tienen diversos efectos en la salud publica, por estas razones:

e El humo producto de las quemas agricolas se libera cerca de la superficie en areas
generalmente pobladas, lo que procede a una alta interaccion con los contaminantes
y la poblacion colindante.

e Estas quemas se realizan por temporadas especificas del afio, y puede dar lugar a altas
concentraciones de contaminantes.

e Son fuentes no puntuales de contaminantes atmosféricos y se realizan en areas muy
extensas, por lo que resulta dificil medir y regular este tipo de emisiones.

e Las condiciones de la combustion y los combustibles varian e incluyen la posible

presencia de plaguicidas.

24



e Contribuyen al cambio climético, ya que entre los compuestos emitidos se encuentran
gases de efecto invernadero y contaminantes climaticos de vida corta, como el

carbono negro.
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Fig. 1. Distribucion de los residuos principales en México (a) restos de maiz y mazorcas, (b)
paja de sorgo, (c) paja de cebada y (d) paja de trigo. Nota: los colores indican los residuos
secos en toneladas por afio. Tomado de Valdez-Vazquez et al., 2010.

Lemieux et al., 2004, realizaron una investigacion donde muestra las emisiones que
producen la quema de los desechos de cebada, maiz, trigo, y arroz (tabla 8). Las emisiones
se dividen en grupos; cada uno representado con sus siglas en inglés: compuestos organicos
volatiles (VOC), hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH), y las dibenzodioxinas y
dibenzofuranos policlorados (PCDD/F). Menciona también que las quemas a cielo abierto
son un método rapido para reducir los residuos agricolas y que a su vez nutren la tierra y la

preparan para la siguiente temporada.
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Tabla 8. Emisiones de las quemas agricolas (mg kg™ incinerado).
Clase Compuesto Paja de Rastrojo Paja de Paj.a de
cebada de maiz arroz trigo

Acetona 3.77 4.34 4.01 4.39

vVOC

PAH
Bevo K Muoraeno | 06 | 285 | 0.1 | o4y |
Benzo [¢]preno
Benzo ghi] peieno

PCDD/F | TEQ PCDDs/Fs -- -- 5.37 X107 | 452X 107

Modificado de Lemieux et al., 2004.

La clase de contaminantes VOC, tiene un impacto sobre la salud humana, y depende

del compuesto y de su grado de toxicidad, asi como el tipo de exposicion a la cual sea

sometida; ingesta, inhalacion, contacto directo con la piel (Hernandez, 2017), pudiendo

causar lesiones como:

A corto plazo: irritacion de ojos y vias respiratorias, dolor de cabeza, mareo,

trastornos visuales, nauseas, fatiga, alergias.
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e A largo plazo: lesion de higado, rifiones, sistema nervioso central y desarrollo de

cancer.

Segun Hernandez, 2017, el impacto ambiental que procede de las emisiones VOC:

e Agotamiento del ozono troposférico: Si los compuestos en su estructura poseen cloro
o bromo, los procesos de fotolisis pueden conducir a la liberacién de compuestos
responsables de la destruccion de ozono.

e Formacion fotoquimica de ozono troposférico: La presencia de 6xidos de nitrogeno
y luz solar ante VOC reaccionan formando ozono. El ozono ademds de afectar la
salud humana también afecta los cultivos y vegetacion.

e Potenciacion del efecto invernadero global: El efecto invernadero puede ser
potenciado por la absorcion de radiacion infrarroja tras la acumulacion de VOC en la
troposfera.

e Acumulacién y persistencia en el ambiente. Algunos VOC pueden ser adsorbidos
sobre particulas y trasladados a grandes distancias superando el proceso de oxidacioén

volviéndose persistentes.

Pérez-Morales et al., 2016 mencionaron que los PAH también son contaminantes
volatiles (dependiendo de su masa molecular), y con una gran capacidad de adsorcion de
particulas atmosféricas, lo cual favorece su traslado a largas distancias de su fuente emisora.
En fuentes directas de combustion se pueden extender por el medio ambiente y alcanzan
elevadas concentraciones en el aire. Se ha demostrado mediante estudios experimentales que
muchas de las moléculas PAH son genotdxicos, mutagénicos y/o cancerigenos. El la fig. 2,
se muestran los 15 compuestos PAH (remarcado en rojo) designados como cancerigenos

mutagénicos. El dibenzo [ah] antraceno, criceno, benzo [b] fluoranteno, benzo [k]
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fluoranteno, benzo [a] pireno, benzo [e] pireno, benzo [ghi] perileno, indeno [1,2,3- cd]

pireno, son moléculas que se forman durante las quemas agricolas; ver tabla 8.
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Fig. 2. Estructura de 20 PAH. Fuente: Pérez Morales et al. 2016.

Hay muchos estudios de los efectos de las dibenzodioxinas policloradas (PCDD) en
seres humanos. La mayoria de estos estudios evaluaron a trabajadores expuestos durante la
manufactura de sustancias quimicas y plaguicidas contaminados con 2, 3, 7, 8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (DDTC). De los padecimientos mas comunes, al tener altas
concentraciones de 2, 3, 7, 8-DDTC en el organismo, se presenta la enfermedad de cloracné.
Esta afecta gravemente la piel, con sintomas similares al acné, manifestandose generalmente
en la cara y parte superior del cuerpo, pudiendo también presentarse en otras zonas del
cuerpo. A diferencia del acné, el cloracné es dificil de tratar, y puede provocar severas
desfiguraciones. El departamento de Salud y Servicios Humanos (DHHS), determino que el
2, 3,7, 8-DDTC puede producir cancer. La Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de
EE. UU (EPA) también afirm6 que una mezcla de PCCD con 6 atomos de cloro, podria ser

carcinogénica en seres humanos (ATSDR, 2016).
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4.5 Composicion de la paja de trigo

La materia lignocelulésica es el componente principal de la pared celular de plantas
(Hosseini et al., 2019), se compone principalmente de celulosa (30-50%), hemicelulosa (15-
35%) y lignina (10-30%); otros compuestos son extractivos y cenizas (Krasznai et al., 2018).
Los residuos de las actividades agricolas tienden a acumular grandes cantidades de estos
materiales y es la fuente organica mas abundante en el mundo (Hosseini et al., 2019; Zheng
et al., 2014). En la tabla 9, se muestra la composicion de la paja de trigo (pt) descritas en 4
investigaciones; la composicion es similar en cada una. Montero et al., 2016 realiz6 estudios
de la composicion de la pt de Triticum aestivum procedentes de las actividades agricolas del
Valle de Mexicali en Baja California, México. Sus resultados difieren un poco de otros

trabajos publicados debido al método de analisis empleado.

Tabla 9. Composicion de lignocelulosa en la paja de trigo.
Sustrato % Celulosa | % Hemicelulosa | % Lignina Referencia
35-45 20-30 8-15 g%lll;) et al,
Paja de 37-41 27-32 13-15 | (Balat, 2011)
trigo 33.38 26-32 17-19 %ait;;d et al.,
57.09 18.81 19.10 gl:)/lloél)tero et al.,

Los componentes de la lignocelulosa estan enredados y emplastados unos sobre otros.
Siendo la celulosa el compuesto de estructura seguido de la hemicelulosa formando lo que se
conoce como holocelulosa, la lignina se encuentra “enredada” en las cadenas, evitando la
entrada de enzimas capaces de hidrolizar la celulosa y hemicelulosa. En la Fig. 3 se muestra

la estructura de la lignocelulosa y su distribucion (Menon y Rao, 2012).
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Fig. 3 Estructura de la lignocelulosa. Tomada y adaptada de Menon y Rao, 2012.

4.5.1 Celulosa

La celulosa es el componente principal de la lignocelulosa (Zheng et al., 2014), es un
polisacarido de “n” glucosas unidas por enlaces glucosidicos B 1-4 formando el disacarido
celobiosa y con un peso molecular alrededor de 100 kDa (kiloDaltons). En el carbono 4 se
encuentra presente un grupo hidroxilo, lo que lleva a la formaciéon de enlaces de hidrogeno
en la misma cadena o cadenas vecinas. Las moléculas de glucosa estan unidas por enlaces de
hidrogeno y fuerzas de van der Waals formando microfibrillas y las uniones originan
diferentes orientaciones a través de la estructura generando diferentes niveles de cristalinidad
y esto a su vez, la hace insoluble y resistente a la despolimerizacion (Krasznai et al., 2018;

Zabed et al., 2017; Zheng et al., 2014).
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4.5.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero heterogéneo aleatorio y ramificado de diferentes
sacaridos que incluyen pentosas (B-D-xilosa y a-L-arabinosa), hexosas (B-D-glucosa, a-D-
galactosa y B-D-manosa) y acidos de azucar, su peso molecular oscila entre los 30kDa,
(Zheng et al., 2014). Las cadenas cortas y ramificadas de hemicelulosa ayudan a construir
una red con microfibrillas de celulosa e interactiian con la lignina, haciendo que la matriz de

lignina de holocelulosa sea extremadamente rigida (Hosseini et al., 2019).

4.5.3 Lignina

Segundo compuesto organico mas abundante en la naturaleza, después de la celulosa.
Es un heteropolimero amorfo de gran tamafio, complejo, aromatico e¢ hidrofobo, y esta
constituido de unidades de fenilpropano, como el alcohol coniferilico y el alcohol sinapilico
con grupos funcionales hidroxilo, metoxilo y carbonilo. La lignina desempeiia el papel del
“cemento” para la reticulacion entre la celulosa y la hemicelulosa formando una estructura
tridimensional rigida de la pared celular llamado matriz lignoceluldsica (Zabed et al., 2017;
Zheng et al., 2014). Debido a su estructura altamente ramificada e irregular formada por la
radicalizacion oxidativa aleatoria de los fenoles, la lignina presenta una barrera formidable

para la digestion a través de rutas enzimaticas (Krasznai et al., 2018).
4.6 Pretratamiento bioldogico a la lignocelulosa

Un pretratamiento previo a los materiales lignoceluldsicos mejora la disposicion de los
carbohidratos capaces de hidrolizarse y formar azicares fermentables, de no haber un
pretratamiento previo a la fermentacion, los materiales lignoceluldsicos no producirian una

cantidad significativa de producto de interés, de hecho, al querer llevar a cabo un proceso de
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fermentacion con estos materiales empleando algiin microorganismo capaz de fermentar
como Saccharomyces cerevisiae (empleada en procesos de fermentacion industrial) no se
produciria alcohol; su metabolismo y crecimiento se veria inhibido, ya que la naturaleza
recalcitrante de los materiales lignoceluldsicos no cuentan con azlicares simples para

suministrar energia (Hosseini et al., 2019; Mohd Azhar et al., 2017).

Existen diversos tipos de pretratamientos como: quimicos, fisicos, fisicoquimicos y
bioldgicos. En la figura 4 se puede ver las 4 clasificaciones. El proceso de pretratamiento
puede usarse para romper la compleja estructura de la lignina y remover parte de la

hemicelulosa (Hosseini et al., 2019).

Paudel et al., 2017 mencionaron que, para alcanzar el objetivo de biocombustible de
segunda generacion, el uso de un tratamiento previo es el enfoque mas efectivo para mejorar
la produccion de biocombustibles como biogas a partir de residuos agricolas con un alto
contenido de biomasa lignoceluldsica. El tratamiento previo mds eficiente es una digestion
anaerobia en estado solido (solid state anaerobic digestion; SS-AD por sus ingles) donde los
estudios de Paudel et al. 2017, trataron los residuos agricolas y lo compararon con una

digestion anaerobica en estado liquido.
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Tratamientos de la paja de trigo

Fisico Quimico Fisicoquimico Biologico
Mecanico: Hongos: 1
. . -Hongos de la
-Molienda Acido:
: o Hidrotérmico: podredumbre’
-Astillado -Diluido . blanca y/o café
~ -Agua caliente )
Tamario de -Concentrado o Ejemplos:
reduccion: . -Explosion de vapor
Alcalino: Acent o -Pleurotus
-0.2 mm entes quimicos:
(M%lzi enda) -Hidréxido de sodio 8 q ostreatus
-Cal -AFEX -Aspergillus niger
10-30 mm -Aspergillus
(Astillado) pergiiil
awamorsi

Incremento en: .
Incremento en:
-Superficie de Incremento en:

-Superficie interna
contacto

Incremento en: -Superficie de
L contacto

- -Porosidad
| -Tamaifio de poro | L] . — -Superficie de
Reduccion en:

Reduccion en: contacto -Tamafio de poro
_GP -GP

o -Tamafio de poro
Cristalinidad Cristalinidad

Fig. 4. Distintos pretratamientos usados para disponer de los carbohidratos. (GP: grado de
polimerizacion, AFEX: explosion de fibra de amoniaco; por sus siglas en ingles). Tomado y
modificado de Talebnia et al., 2010.

Aunque el objetivo del pretratamiento es liberar la celulosa por via sacarificacion
enzimatica y fraccionarla en componentes de interés, esta accion involucra reacciones que
producen subproductos derivados de la lignocelulosa y que pueden inhibir los procesos

bioquimicos del pretratamiento (Jonsson y Martin, 2016).
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En pretratamientos bioldgicos, lo que es afectados por los subproductos derivados de
la lignocelulosa son los microorganismos empleados, su crecimiento se ve afectado debido a
la generacion de moléculas como: furfural, 5-hidroximetil-2-furaldehido (HMF),
hidroxibenzaldehido y &cido acético (Bhatia et al., 2017). El furfural es el compuesto mas
toxico en comparacion con otros inhibidores, ya que induce agentes reactivos de oxigeno
dentro de las células y afecta las mitocondrias, la membrana exterior de la vacuola y el
citoesqueleto. En presencia de furfural, los grupos de nicotinamida-adenina dinucleétido
fosfato (NADPH) de la Escherichia coli se agotan, debido a la accion de alcohol
deshidrogenasa del gen YghD. Una reduccion en los grupos de NADPH afecta atin més la
asimilacion de sulfato e inhibe el crecimiento microbiano. Las modificaciones genéticas en
el metabolismo de las células pueden hacer de estos resistentes a los subproductos (Bhatia et

al., 2017; Jonsson y Martin, 2016).

Saha et al., 2016 sometieron rastrojo de maiz con hongos de la podredumbre blanca
(basidiomicetos) a pretratamiento para deshacer la mayor parte de lignina durante 30 dias;
estos hongos producen lignino-peroxidasas y manganeso peroxidasas que son capaces de
oxidar la lignina y desdoblarla dejando libre a la celulosa. Seguido, emplearon un coctel de
3 enzimas (celulasa, B-glucosidasa y hemicelulasa) donde, de los 26 hongos ensayados,
Cyathus stercoreus (NRRL-6573) produjo la mayor concentracion de azicares totales (394
+13 mg/g de rastrojo de maiz pretratado). En el estudio se relatdé que los desechos del maiz
contienen 36.3 + 0.2% de celulosa, 31.4 + 0.5% de hemicelulosa y 17.2 + 0.2% de lignina
(similar a la composicion de paja de trigo). Asi, el NRRL-6573 pudo degradar 46.2 + 0.8%

de lignina, 51.8 = 1.8% de hemicelulosa y aproximadamente un 30% de celulosa (dato no
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disponible, solo en graficas). Estos hongos no se vieron afectados por los subproductos

generados durante el proceso de sacarificacion descrito por Jonsson y Martin, 2016.

4.7 Enzimas degradadoras de materiales lignoceluldsicos en pretratamiento
biologico
Para degradar los compuestos lignocelulosicos a azicares fermentables es necesario

que el microrganismo empleado para el pretratamiento bioldgico sea capaz de producir

enzimas especificas para atacar los compuestos lignocelulosicos

Existen diversos consorcios enzimaticos para degradar la lignocelulosa. Las celulasas
y xilanasas convierten la celulosa y la hemicelulosa a azucares fermentables (Binod et al.,
2019). Hay un vasto grupo de enzimas hidroliticas divididas en 13 clases (EC 1-13) y cada
una dividida en varias subclases. Sin embargo, la clase cominmente usados para transformar
la biomasa lignoceluldsica de los residuos agricolas es el grupo EC 3.2. Estas incluyen

celulasas, B-glucosidasas, lacasas, xilanasas, y mananasas (Manisha y Yadav, 2017)

4.7.1 Enzimas que degradan celulosa (celulasas)

Debido a la naturaleza insoluble de la celulosa, se requiere un consorcio enzimatico
para la completa degradacion hasta monosacaridos de glucosa. Los principales
microrganismos  productores de celulasas son:  Clostridium,  Cellulomonas,

Thermomonospora, Trichoderma y Aspergillus (Manisha y Yadav, 2017).

e Endoglucanasas (Endocelulasas): Hidrolizan los enlaces glucosidicos
internos B-1,4 de la cadena amorfa de celulosa empleando una molécula de
agua, formando nuevas cadenas y mas cortas (oligosacaridos) con extremos

reductores y no reductores.
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e Celobiohidrolasas (Exocelulasas): Estas se encargan de degradar los
oligosacaridos formados por las endoglucanasas alterando los extremos
reductores y no reductores de las nuevas cadenas formadas de celobiosa
(disacarido de glucosa).

e B-Glucosidasas: Hidrolizan los enlaces glucosidicos presentes en la celobiosa

para asi formar los mondémeros de glucosa.

4.7.2 Enzimas que degradan hemicelulosa (xilanasas)

Las enzimas para degradar la hemicelulosa son mucho mas complejas y especificas.
Aunque, a diferencia de la celulosa es mucho mas facil hidrolizar debido a sus propiedades
amorfas (Binod et al., 2019; Aditiya et al., 2016; Jonsson y Martin, 2016). El xilano es el
polisacérido principal en las cadenas de hemicelulosa, estd constituido principalmente por

xilosa (pentosa).

e Endo 1,4-p-xilanasa: Se clava en los enlaces glucosidicos del xilano, liberando
xilooligosacaridos, oligdbmeros de PB-D-xilopiranosilo. Del B-D-xilopiranosilo
se producen mono, di y tri sacéridos de xilanopiranosilo.

e p-xilosidasa: Estas enzimas hidrolizan los xilooligosacaridos y xilobiosa a

xilosa generando residuos de B-D-xilopiranosilo.

Esta es la manera de reducir el xilano, sin embargo, en su degradacion se forman
compuestos ramificados que no pueden ser hidrolizados por las enzimas mencionadas, por
otra parte es necesario un grupo especifico de enzimas llamadas enzimas xilanoliticas
accesorias; que incluyen la feruloil esterasa, a-L-arabinofuranosidasa, a- glucuronidasa y la

acetilxilano esterasa (Binod et al., 2019; Aditiya et al., 2016)
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473 Enzimas que degradan lignina

Los principales productores de enzimas capaces de degradar lignina son los hongos de
la podredumbre blanca del género basidiomiceto que poseen un complejo sistema
ligninolitico (Saha et al., 2016). Las enzimas responsables de la degradacién de lignina son:

lignino peroxidasas, manganeso peroxidasas, y lacasas.

Las lignino peroxidasas (LiP) y manganeso peroxidasas (MnP) son enzimas oxido-
reductivas. La LiP actiia en los compuestos aromaticos y no aromaticos produciendo cationes
radicales, mientras que las MnP cataliza la oxidaciéon de Mn*?> a Mn*?® y a su vez oxida los

compuestos fenolicos (Binod et al., 2019; Gonzalo et al., 2016).

Las lacasas actian en un amplio margen de substratos como: los difenoles, polifenoles,

alifaticos y aminas aromaticas. Son enzimas que contienen atomos de cobre y son oxidativas.
4.8 Microorganismos extremofilos

El uso de microrganismo extremofilos ha despertado un gran interés en la obtencion de
metabolitos primarios y/o secundarios (Chen y Jiang, 2018). Los microorganismos
extremofilos se refieren a aquellos que pueden seguir teniendo actividad biologica a
diferencia de los mesofilos, donde el rango de crecimiento, por ejemplo, de temperatura es
de mayor de 8 °C y menor de 40 °C (Madigan et al., 2015). De las ventajas que ofrecen
microorganismos termofilos (pertenecientes a los extremofilos) segiin D1 Donato et al., 2019
en la produccion de bioetanol, es que sus enzimas permiten procesos viables y competitivos
en la conversion de biomasa residual (materiales lignocelulosicos) en bioetanol, ademas, la
produccion de bioetanol a partir de materiales de segunda generacion pueden generar

beneficios en términos de sustentabilidad e impacto ambiental.
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Los microorganismos extremofilos producen una serie de enzimas que, gracias a sus
propiedades unicas, son resistentes a las duras condiciones del proceso industrial de
produccion de bioetanol. Existen microorganismos hal6filos que cuentan con la capacidad
hidrolitica de celulosa, algunos de estos aislados pertenecientes a de sitios con altas
concentraciones de sal pertenecen al género: Halomonas, Chromohalobacter, Bacillus,
Salinivibrio, Marinococcus, Solibacillus Salinococcus y Nesterenkonia (Manisha y Yadav,
2017). Un concepto usado por Chen y Jiang, 2018 es: biotecnologia industrial de préxima
generacion (NGIB por sus siglas en ingles), donde habla de los microrganismos extremofilos
y menciona a los alcaléfilos, halofilos y termofilos (entre otros). Los alcaléfilos presentan un
enfoque prometedor y resistencia a la contaminacion para los tratamientos de una amplia
gama de carbohidratos en agua de mar no potable y no esterilizada. Suelen encontrarse en
ambientes con altas concentraciones de sal o en el mar. Muchas de las bacterias haléfilas son
tanto alcalofilas como haléfilas, proporcionan “doble proteccion” para evitar contaminacion
microbiana. Las Halomonas spp. con caracteristicas acido-alcaléfilas han sido explotados
para NGIB. Se espera que los acidofilos extremos combinados con propiedades termofilas
sean un soporte prometedor para la produccion quimica a granel empleando como sustratos
biopolimeros como almidon, celulosa o grasas, ya que a un pH bajo y una temperatura alta

aceleraran la degradacion de los sustratos (Di Donato et al., 2019; Chen y Jiang, 2018).

En este trabajo se estudiaron bacterias consideradas extremofilas para conocer su
capacidad para hidrolizar celulosa y poder emplearse en un futuro en el proceso de

produccion de bioetanol.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Seleccionar microorganismos extremofilos que hidrolicen celulosa de la paja de trigo

y producir bioetanol.

5.2 Objetivos especificos:

Recolectar residuos de trigo provenientes de las actividades agricolas de Mexicali

para realizar pretratamientos bioldgicos y cuantificar los azicares reductores que se

puedan liberar.

e Identificar aquellos aislados bacterianos que tengan una mayor produccion de
celulasas.

e Establecer las condiciones de laboratorio que permitan la mayor produccion de
bioetanol a partir de la paja de trigo.

e Evaluar la factibilidad para el escalamiento de la produccion de bioetanol y la

pertinencia de la produccion a pequeiia escala.
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6. Hipdtesis

Las bacterias extremofilas utilizadas en este proyecto para el pretratamiento bioldgico
de la paja de trigo optimizan la produccion de azucares fermentables y la produccion de

bioetanol.
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7. Metodologia

7.1 Recoleccion de sustratos.

Se recolectaron residuos de trigo 7. aestivum provenientes de las actividades agricolas
en Mexicali. Se realizd una reduccién mecanica a la paja de trigo con molino metalico
(Waring 33BL79) de alta velocidad y aspas de acero y se tamiz6 en malla de 1 mm. Los
residuos que no pasaron por la malla fueron colectados para volverlos a someter a reduccion
mecanica. En adelante, los procesos que conlleven trabajar con paja de trigo es aquella que

paso por la malla de 1 mm.
7.2 Reactivacién de microorganismos.

Se reactivaron 42 microorganismos del banco de microorganismos del laboratorio de
Investigacion de Bioingenieria, estos microorganismos son provenientes de una zona arida
en los alrededores de Mexicali y tienen la caracteristica de ser extremofilos, fueron
reactivados en cajas Petri de pléstico para su almacenamiento con agar R2A (Reasoner’s 2A
de Laboratorios Conda). En cajas Petri de vidrio de 90 x10 mm, se vertio medio R2A sin
modificar (-) y R2A modificado (+) a pH 8.5 y 12% de cloruro de sodio (Reséndiz, 2018;
Saldafia, 2016). Se incubaron durante 2 dias a 35 °C en una incubadora ECOSHEL 9052. En
la tabla 10 se muestran los aislados seleccionados, el grupo y codigo que recibieron tras haber

sido aislados y el medio donde fueron reactivados.
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Tabla 10. Aislados bacterianos proporcionados por el equipo de
investigacion de bioingenieria.

Medio Aislado Medio Aislado

R2A Grupo Cédigo R2A Grupo Caédigo
- A B.1.M.8 - v 22b4
+ E + VII 9.1b.1
+ H B.1.M.7 + X 5b3
- M B.4.M.7 + X111 6.b.3
- Ql + XV 4203
+ Q4 + XVII 8.1.b.1
- R3 + XX 6.1.b.1
- S1 + XXII 1.3.b.5
+ S3 + XXVI 7.b.2
+ I 1.3.b.6 + XXXI 8.1.b.4
+ v P.8 bac 2 + XXX 6.b.4

(+): medio R2A modificado (12% NaCl, pH de 8.5).
(-): medio R2A sin modificar.

7.3 Determinacion del porcentaje de humedad en paja de trigo

Con el fin de reportar los resultados en peso seco, se procedio a tratar la paja de trigo
molida segiin Montero et al., 2016 donde usaron residuos de trigo procedente de la region de
Baja California y emplearon la metodologia descrita en las especificaciones ASTM E871. Se
realizaron triplicados donde se pesaron 3 gramos de paja de trigo molido en balanza analitica
METTLER TOLEDO® modelo ML204/03 con 0.1mg de precision en crisoles previamente
pesados. Seguido, se colocaron en estufa de secado a 105 °C durante 12 horas. Pasado el

periodo se tomo lectura del peso.
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La ecuacion 1 (Ec. 1) se empled para determinar el porcentaje de humedad una vez

obtenidos los resultados tras el proceso

[A-B]
A

%H = * 100 (Ec. 1)

Donde: H= Porcentaje de humedad (%), A= Masa de la muestra sin calentar (g), B=

Masa de la muestra después de calentar (g)
7.4 Busqueda de microorganismos productores de celulasas

Los ensayos fueron realizados en cajas Petri de vidrio de 90 x10 mm, por triplicado,
los materiales para preparar el medio de carboximetil celulosa (CMC) son los descritos por
Kasana et al., 2008 y se mencionan en la tabla 11. Cada caja fue dividida en 4 cuadrantes (A,
B, C y D), con el fin de tener tres cuadrantes estriados con un mismo microorganismo y un
cuarto sin microrganismo (control negativo) donde no ocurre decoloracion del medio,
después se incubaron durante 48 horas a 35 °C en una incubadora ECOSHEL 9052. Pasado
el periodo de incubacion, cada caja Petri fue inundadas con 10 ml de yodo Lugol y se dejaron
reaccionar durante 5 minutos, posteriormente se vacio el exceso de yodo y se dejaron reposar
4 horas. Se considerd como prueba positiva el cambio de color en el medio de cultivo, de un
tono café del yodo Lugol (control) a una decoloracion del medio de cultivo alrededor del

crecimiento del aislado bacteriano, adquiriendo un tono amarillento.

Tabla 11. Reactivos para preparar medio CMC.

Relacion peso / volumen
0.20% Nitrato de sodio
0.05% Sulfato de magnesio
0.10% Fosfato dipotasico
0.05% Cloruro de potasio
0.02% Peptona proteasa
0.20% CMC
1.70% Agar bacteriologico
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7.5 Cuantificacion de microorganismo por curva de McFarland

Para cuantificar los microorganismos inoculados en los ensayos, se elabor6 la curva de
McFarland empleando el método de minimos cuadrados para el ajuste de la recta. Se
prepararon soluciones de cloruro de bario (BaCly) y 4cido sulfurico (H2SO4), ambas al 1%, y
se utilizaron para elaborar una serie de estaindares de McFarland contenidos en tubos de
ensaye de 15 mL. La mezcla de BaCl> y H2SO4 produce cantidades conocidas de sulfato de

bario (BaSOs), que asemejan la turbidez en suspensiones con microorganismos.

Las mezclas fueron realizadas para crear diferentes concentraciones de BaSO4 y se tomd
lectura a una longitud de onda de 600 nm en un espectrofotometro SmartSpecTM Plus Bio-

Rad (Reséndiz, 2018).
La curva generada se ve a continuacion en la ecuacion 2.
y = 8x107 1% + 0.0888 (Ec.2)
R% = 0.993
Donde: y representa la absorbancia (abs), x representa la densidad bacteriana (%).

7.6 Presencia de azucares reductores en muestras de paja de trigo tratada con

los aislados bacterianos

Se determinaron azucares reductores por el método de Fehling NMX F-312-1978 en la
paja de trigo hidrolizada mediante el tratamiento con los aislados bacterianos. Se
seleccionaron 7 aislados de cada grupo productor de celulasas (muy efectivas, medianamente
efectivas y poco efectivas) y dos aislados que no presentaron produccion de celulasas (ver
seccion 7.4), se cultivaron en caldo R2B (-) y R2B (+) (modificado con 12% NaCl y pH 8.5);

y se incubaron a 35 °C y 100 rpm durante 48 horas en incubadora Thermo SCIENTIFIC
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MAXQ 4000. Se prepararon en viales de pléastico de 15 mL (triplicados por aislado) 0.2 g
peso seco de paja de trigo molido y 4 mL de agua purificada y se esterilizaron a 121 °C
durante 15 minutos; estos tubos se identificaron como T (tubo con paja de trigo molida y 4
mL agua purificada). Cada Tw fue inoculado con un mililitro de alicuota de cada aislado
previamente lavado con agua destilada estéril dejandolos libre de medio con nutrientes y
ajustado a una turbidez de 1 (seccion 8.5) y se utilizaron dos controles sin indculo: control
blanco (T esterilizado) y un control negativo (Tt sin esterilizar). Los Tt inoculados y los
controles se incubaron durante 7 dias a 40 °C y 100 rpm en la incubadora con agitacion
mencionada anteriormente. Una vez terminado el periodo de incubacion, cada T fue agitado
vigorosamente y centrifugado a 2400 rpm (velocidad 100) durante 30 min en centrifuga Clay
Adams DYNAC. Se extrajo 1 mL de cada T y se depositd en tubos de vidrio con capacidad
de 6 ml, a estos tubos se les adicion6 1 mL del reactivo A y 1 mL de reactivo B (Fehling), se
agitaron y se coloran a bafio Maria hasta presenciar un cambio de color a rojo ladrillo como
prueba positiva para azucares reductores. En la tabla 12 se muestran los reactivos empleados
para preparar el reactivo A y B de Fehling tomado de la norma mexicana NMX F-312-1978

determinacion de reductores directos y totales en alimentos.

Tabla 12. Reactivos empleados para preparar el reactivo A y B del

licor de Fehling.
Licor de Fehling
Reactivo A Reactivo B
Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad

RILED 6O Colis Tartrato de sodio y potasio.

penta hidratado. 34639 g . 173 g
(CuS 04. 5H20) (C4H4KNa06 4H20)
Agua destilada 500 mL Hidroxido de sodio 50g
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7.7 Produccion de glucosa a partir del pretratamiento de la paja de trigo con

los aislados bacterianos

Se realizaron diluciones a partir de una solucién de glucosa al 1% (analito). Se
disminuy6 la concentracion de las diluciones 0.1% hasta llegar a 0%. Se tom6 0.5 mL de
cada dilucion y se depositaron en tubos de ensaye con capacidad de 6 mL, seguido se
afiadieron 0.5 mL de é4cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS); previamente preparado (Garriga et
al., 2017). Los tubos con cada dilucion y reactivo DNS fueron calentados a bafio Maria (100
°C) durante 5 minutos. Pasado el tiempo de calentamiento, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. A cada tubo se le afiadié 4 mL de agua destilada y se tom¢ lectura de absorbancia
en espectrofotdémetro SmartSpecTM Plus Bio-Rad a 575 nm (Darwesh et al., 2020; Sethi et
al., 2013). De esta manera se generd una curva de calibracion a partir del método de minimos
cuadrados y se generd una ecuacion (Ec. 3) que describe la concentracion de glucosa con

respecto a la absorbancia.

Glucosa (%):
y = 1.9691x + 0.0317 (Ec. 3)
R? = 0.9974

Donde: y representa la abs, x representa la concentracion de glucosa (%).

Empleando la metodologia descrita en Garriga et al., 2017 se llevdo a cabo la
cuantificacion de glucosa generada a partir de la paja de trigo tratado con los aislados
seleccionados; a diferencia del método de Fehling que es solo para determinar la presencia
de azucares reductores. Se utilizaron cuatro réplicas de T por cada aislado. Cada tubo fue

inoculado con un 1 mL de alicuota lavado y ajustado a una densidad bacteriana con
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absorbancia 1 (aproximadamente 1.14x10° células/mL). De igual manera se utilizaron dos
controles sin inocular: control blanco (Tw esterilizado) y un control negativo (T sin
esterilizar), también se inoculd un Ty con S. cerevisiae con el mismo ajuste de absorbancia
donde en varios articulos cientificos mencionan que no es capaz de hidrolizar polisacaridos
(Kumar y Chandra, 2020; Di Donato et al., 2019; Zhang et al., 2016; Zinnai et al., 2013). Se
dejaron incubar 7 dias a 40 °C y 100 rpm en incubadora Thermo SCIENTIFIC MAXQ 4000.
Una vez terminado el periodo de incubacion, cada Tw fue agitado vigorosamente y
centrifugado a 2400 rpm en centrifuga Clay Adams DYNAC. En la campana de flujo laminar
y condiciones de esterilidad, se extrajeron 0.4 mL de muestra que se depositaron en tubos de
ensaye con capacidad de 6 mL, seguido se afiadi6 0.4 mL de reactivo DNS previamente
preparado. Los tubos fueron sometidos a bafio Maria (100 °C) durante 5 minutos, se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se adicionaron 3.2 mL de agua destilada, se homogeneizé y

se tomo lectura en espectrofotometro SmartSpecTM Plus Bio-Rad a 575 nm.

7.7.1 Analisis de varianza (ANOVA)

Se realiz6 el analisis de varianza empleando el software Minitab® 2017, con un nivel

de significancia de a=0.05 para comparar los resultados obtenidos.
7.8 Fermentacion alcoholica.

Se seleccionaron las muestras de cada aislado que presentaron mayor produccion de
glucosa. De los Tw analizados en la seccion 7.7, se extrajeron 2.5 mL y se depositaron en
viales de plastico con capacidad de 15 mL y se inocularon con 1 mL de S. cerevisiae. También
se incluyeron 2 controles, control positivo; con sobrenadante de T sin tratamiento bioldgico

adicionado con 1 mL de la levadura empleada en este trabajo y, un control negativo similar
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al control positivo, pero sin levadura. Se dejaron fermentando durante 3 dias a 25 °C, 100
rpm. Pasado el periodo de fermentacion se procedid a centrifugar las muestras a 2400 rpm
en centrifuga Clay Adams DYNAC durante 30 min. Se tomaron 0.4 mL de muestra
fermentada para analizarlos con el método DNS y calcular la cantidad de glucosa consumida
por la levadura después de la fermentacién y obtener el valor teérico de bioetanol en las

muestras.
7.9 Determinacion de fibra cruda de la paja de trigo.

Las pruebas para determinar fibra cruda se realizaron siguiendo la metodologia descrita
por la norma mexicana NMX F-090-S-1978 para la determinaciéon de fibra cruda en
alimentos. Se utilizé la prueba estadistica T-Student para determinar la variacion entre la

harina tratada quimicamente y sin tratamiento quimico, con un nivel de significancia 0=0.05.

Se pesaron 2 g de paja de trigo molida y se deposité en un matraz Erlenmeyer de 500
mL y se arm¢ el equipo de extraccion Soxhlet con 200 mL de acido sulfurico (H2SO4) al 1.25
%. Las muestras se calentaron hasta ebullicion y agitacién constante en un agitador
magnético por 30 minutos. Posteriormente, se filtr6 la solucion con un sistema de filtracion
haciendo vacio en un matraz Kitasato con embudo Buchner y papel filtro (Whatman #2) con
retencion de particulas de 8 um. Se realizaron cinco enjuagues con 60 mL de agua destilada
caliente hasta alcanzar pH neutro; el pH se midi6 en el agua tras los enjuagues. Una vez
neutralizada la muestra, en el equipo de extraccion directa, se afiadieron 200 mL de hidroxido
de sodio (NaOH) al 1.25 %. Se dejo ebullir durante 30 minutos a agitacion constante. En
seguida, la solucién se filtrd en un sistema de filtracion, previamente descrito, usando un
nuevo papel filtro. Se realizaron cuatro enjuagues con 60 mL de agua destilada caliente hasta

alcanzar pH neutro. Finalmente se realizé un enjuague con 60 mL de etanol al 76 %.
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Los solidos retenidos en el filtro se colocaron en un crisol de porcelana y se secaron a
130 °C durante 2 h en una estufa QL 10 Lab Oven y se llevo a peso constante. El peso de las
muestras se determind en una balanza analitica METTLER TOLEDO® modelo ML204/03.
Posteriormente, las muestras en los crisoles se colocaron en una mufla Thermolyne ELED
FB1410M vy se incineraron a 600 °C durante 30 minutos. Las muestras se dejaron enfriar a
temperatura ambiente dentro de un desecador y se determiné el peso de las muestras. El

contenido de fibra cruda corresponde a la pérdida de peso después de la incineracion.

Las muestras fueron evaluadas a partir de la siguiente ecuacion

Ps—Pc
M

%Fc=[ ]*100 (Ec. 4)

Donde:

Fc= Porcentaje de fibra cruda, Ps = masa en gramos del residuo seco a 130 °C, M = masa de

la muestra en gramos, Pc = masa en gramos de las cenizas.
7.10 Determinacién de cenizas de la paja de trigo

La determinacion de cenizas en las muestras de paja de trigo se realizd con base en la
norma mexicana Determinacion de cenizas en alimentos NMX F-066-S-1978. Cada prueba
se realizd por triplicado. Se utiliz6 la prueba estadistica T—Student para determinar la
variacion entre la paja de trigo tratada (incinerada) y sin tratar (sin incinerar) con un nivel de

significancia 0=0.05.

Se pesaron 3 g (peso seco) de paja de trigo molido en crisoles, en balanza analitica
METTLER TOLEDO® modelo ML204/03. Las muestras se llevaron a 600 °C durante 12

horas dentro de una mufla. Pasada el tiempo de calcinacion, se pasaron los crisoles a un
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desecador dejandose enfriar y se tomo la lectura del peso final. El porcentaje de cenizas de

determind en base a la ecuacion 5:
P_
%C = [=2| + 100 (Ec. 5)

Donde:

%C = Porcentaje de cenizas, P = Masa del crisol con las cenizas en gramos, p = Masa de

crisol vacio en gramos, M = Masa de la muestra en gramos.
7.11 Prueba para identificar microorganismos aerobios facultativos

Los aislados 5.b.3,5.1.b.1, B.1.M.7, P.3.1.bacl, 5.b.4, 7.b.2, B.2.M.9 y B.2.M.7 fueron
sembrados por vaciado en caja; pour-plate method en inglés (Madigan et al., 2015). En 8
viales de plastico de 15 mL, se vertieron 10 mL de caldo de cultivo R2B (Reasoner’s 2B de
Laboratorios Conda). Se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y después
de 24 horas se inoculd un vial con medio de cultivo por cada aislado bacteriano. Se dejaron
incubar durante 48 horas a 40 °C y 100 rpm en incubadora Thermo SCIENTIFIC MAXQ
4000. Pasado el periodo de incubacion, se prepararon 600 mL de agar R2A (Reasoner’s 2A
de Laboratorios Conda) y se esterilizd en autoclave en las mismas condiciones. Se dejo
enfriar hasta llegar a 50 °C en bafio maria. En condiciones de esterilidad se hicieron 3
diluciones (hasta 1x107) con los viales inoculados y se tomaron 100 pL de alicuota de cada
dilucion y se deposito en el fondo y al centro de cada caja Petri de vidrio de 90 x10 mm.
Posteriormente, se vertio el medio de cultivo y se depositd con cuidado sobre el indculo, se
mezclo bien y se dejo solidificar, luego se agregd una capa de medio de cultivo sobre el

medio solidificado y se dejo solidificar para después sellarlas e incubarlas a 40 °C en
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incubadora ECOSHEL 9052. Una vez notado el crecimiento de colonias se retiraron las cajas.

Las pruebas se hicieron por triplicado.
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8. Resultados

8.1 Recoleccion de sustratos

Los residuos de trigo se recolectaron después de la cosecha en parcelas ubicadas en el

ejido Islas Agrarias B (Figura 4, izq.). La paja de trigo recolectada fue molida y tamizada en

malla de un milimetro.

Fig. 5. Parcela de trigo postcosecha, los residuos quedan “disponibles” (izquierda). Paja de
trigo molida y tamizada con tamaiio de particula de Imm (derecha).

8.2 Reactivacidén de microorganismos

El 85.7 % de los aislados bacterianos crecieron en los medios de cultivo utilizados para
reactivarlos en un periodo de 2 dias; ver tabla 13. Parte de estos microorganismos también
han sido estudiados para la identificacion en la produccion de: auxinas, siderdforos,
biosurfactantes y antibioticos por Reséndiz, 2018; Valenzuela Aviles; 2017; Flores Rendon,

2015; Lopez Arreguin, 2015.
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Tabla 13. Aislados reactivados y almacenados en placas Petri de plastico con
medio R2A.

Aislado/Codigo Morfologia y tincién Aislado/Codigo | Morfologia y tincién

B.1.M.8 Bacilos Gram + 22b.4 Bacilos Gram +

*Gram +: Gram positivos. Gram -: Gram negativos

8.3 Determinacién del porcentaje de humedad en paja de trigo

La paja de trigo tuvo un porcentaje de humedad promedio de 3.4587 % + 0.0316. La
prueba t-student (0=0.05), mostrd diferencia significativa entre la paja de trigo deshidratada

y la paja de trigo sin deshidratar.

8.4 Busqueda de microorganismos productores de celulasas

De los 36 aislados bacterianos de la seccion 8.2, 34 de ellos (94.4%) produjeron
celulasas bajo las condiciones ensayadas (ver tabla 14). Los resultados fueron valorados
cualitativamente para clasificar los aislados microbianos segin su capacidad para producir

celulasas: alta produccion (+++), mediana produccion (++) y baja produccion (+); ver tabla
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15. De acuerdo con la valoracién cualitativa para produccion de celulasas, el 33.33 % de los
aislados fueron muy efectivas (alta produccion); un 25 % de los aislados fueron
medianamente efectivos (mediana produccion), el 36.11 % de ellas fueron poco efectivas
(baja produccion) y solo un 5.56 % no presentd decoloracion en las zonas estriadas, lo que
indica con base en la prueba efectuada que no producen celulasas. Las bacterias con alta

produccion (+++) presentaron una decoloracion total en la zona de crecimiento.

Tabla 14. Produccion de celulasas en medio CMC por los aislados bacterianos. La
decoloracion indica prueba positiva para la produccion de celulasas.
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Tabla 15. Valoracion cualitativa en el medio CMC de la produccion de celulasas.

Muy efectivas (+++) Medianamente efectivas (++) Poco efectivas (+)

Control negativo sin yodo Estriado y medio CMC sin yodo

Lugol Lugol

En la tabla 16 se aprecia la valoracion cualitativa que recibi6é cada aislado tras la
decoloracion que se generaba al reaccionar con el yodo Lugol en base al control negativo

mostrado en la tabla 15 y los controles negativos del cuadrante D en las placas estriadas.
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Tabla 16. Valoracion cualitativa de cada aislado
bacteriano después de 48 h de incubacion.

Aislado | Efieaci | g4, | Eficacial
Produccion Produccion

o [ [ aaes [ e
T B N Y YR B
e

*Decoloracion del medio: (+++) alta produccion, (++) mediana produccion, (+) baja produccion, (S/P) sin
produccion.
8.5 Presencia de azlicares reductores en paja de trigo tratada con los aislados

bacterianos

El 100% de los asilados empleados en esta prueba presentaron cambio de color (azul
verdoso) y precipitado de 6xido de cobre. En la tabla 17, se muestran los resultados obtenidos
en la prueba. El Tw blanco present6 las mismas caracteristicas, debido a que al ser esterilizado
ocurre un pretratamiento térmico lo que libera azlcares reductores presentes en los
polisacaridos que componen la paja de trigo (Hosseini et al., 2019; Paudel et al., 2017). Sin

embargo, de manera cualitativa se aprecia diferencia en la cantidad de precipitado de 6xido
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de cobre en algunos aislados contra el control blanco (c. blanco). El control negativo (c.

negativo) no presento precipitado de cobre ni cambio en la coloracion.

Tabla 17. Precipitacion del 6xido de cobre tras reaccionar con el

reactivo A y B de Fehling.
Cepa
Precipitado de cobre =
Efectividad Presencia de aziicares
Grupo Cédigo reductores
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Sobrenadante de paja de

Control blanco L
trigo sin inocular

Debido a que se seleccionaron ciertos aislados de cada grupo productor y no productor
de celulasas, no se puede afirmar que todos realizaron una deslignificacion y/o hidrolisis en
la paja de trigo, debido a que cada tubo fue sometido al tratamiento térmico. Se puede caer
en un falso positivo. Es por eso que en la siguiente seccion se llevo a cabo la cuantificacion

de glucosa de los 36 aislados.

8.6 Producciéon de glucosa a partir del pretratamiento de la paja de trigo con

los aislados bacterianos

Con base en la ecuacion 3, se realizo la conversion de absorbancia (abs) a porcentaje
de glucosa y después se convirtié a gramos de glucosa por mililitro (g mL™!) presentes en las
muestras tratadas. Los resultados se muestran en la tabla 18. Los resultados se presentan con

su valor promedio.

Tabla 18. Concentracion de glucosa en paja de trigo hidrolizada. Los datos son valores
romedios (n=4) + la desviacion estandar.

Aislado abs Glucosa % Zglucosa ML Yyoss
B.1.M.7 0.591 0.2843 0.0284 £+ 0.0097 71%
Q4 0.491 0.2334 0.0233 £ 0.0092 58%
Q5 0.443 0.209 0.0209 £ 0.0121 52%
S1 0.405 0.190 0.019 +0.0102 48%
5.1.b.1 0.596 0.287 0.0287+0.0114 72%
5.b.4 0.532 0.2541 0.0254 +0.0117 64%
5.b.3 0.647 0.3125 0.0312+0.0113 78%
420b.3 0.252 0.1119 0.0112 = 0.0023 28%
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P.3.1bacl 0.568 0.2727 0.0273 £0.0193 68%

C. negativo 0.000 0.000 0.0000 --
Yes: Rendimiento entre producto (glucosa) y substrato (paja de trigo).

Los valores de gramo de glucosa por mililitro (ggiucosa mL™!) fueron graficados en la
figura 6 y representan con un punto azul las medias de glucosa (ggucossamL™") y su desviacion
estandar. Los aislados bacterianos que presentaron una alta produccion de celulasas son los
que tuvieron las mayores medias y presentaron los intervalos més pronunciados: 5.b.3,
5.1.b.1, B.1.M.7, P.3.1.bacl, 5.b.4, 7.b2, Q4, Q5, B.5.M.6, 1.3.b.5 y S1. Solo el aislado
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P.3.1bacl present6 el intervalo més pronunciado (0.0193). Los aislados B.2.M.7 y B.5.M.8
que pertenecen al grupo de los poco efectivos en la produccion de celulasas, resultaron con
medias sin diferencia significativa comparadas contra el valor de la media mas alta (5.b.3).
Se realizé una comparacion multiple de medias con el método de Dunnett tomando como
control el aislado 5.b.3, los resultados de este andlisis se muestran en la figura 9. El aislado
B.2.M.9, que no produjo celulasas (S/P), resulto liberar cantidades de glucosa similares a los

aislados que ya se mencionaron.

0.06
0.05
0.04
0.03 e !

002 ® o ° S

Glucosa g/mL
@
@

0.01 .Q§+ .+ §+ ce ¢ ¢ I +. o ° LX)

Aislado
Fig. 6. Generacion de glucosa por aislados bacterianos a partir de paja de trigo. Los puntos
azules representan la media de cada aislado (n=4) y la linea vertical representan la desviacion
estandar.

8.6.1 Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis, con una hipotesis nula donde todas las medias son iguales, arrojé que las

medias eran diferentes entre si, con un valor-p de 0.00.
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8.6.2 Comparacion multiple de medias contra un control (Dunnett)

La prueba de Dunnett compara de manera individual cada media de los resultados
contra una media control establecida. Con un nivel de significancia de 0=0.05, y tomando
como control al c. blanco, la prueba arroja que solo un aislado bacteriano (5.b.3) presentd
diferencia significativa contra el control blanco. En la figura 7 se muestra como el aislado
5.b.3, estd desplazado hacia la derecha fuera del nivel del control (linea verde punteada),

siendo el que mas glucosa produce.
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Fig. 7. Comparacion de medias contra el grupo control. El 0.00 (linea verde vertical punteada)
marca el valor del control usado (c. blanco).

Existe una diferencia del 57.82% entre el aislado 5.b.3 y en control blanco, el aislado

5.1.b.1 que presenta la segunda media mas alta (0.0287; tabla 18, figura 6) tiene una
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diferencia del 54.00% y no presenta diferencia significativa a pesar de superar con un poco

mas de la mitad la cantidad de glucosa presente en el control blanco.
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Fig. 8. Comparacion de medias contra el grupo control. El 0.00 (linea verde vertical punteada)
marca el valor del nivel del control usado (S. cerevisiae).

En la figura 8, se aplico el método de Dunnett, pero esta vez, el grupo control fue la
levadura S. cerevisiae. En este caso, la cantidad de glucosa tendio6 a reducirse, debido a que
este microorganismo se alimenta de hexosas, es por eso que el T usado como control blanco
tiene una mayor cantidad de glucosa presente que el tratado con la levadura. El 83.33% de
los aislados bacterianos no presentd una diferencia significativa contra la S. cerevisiae, al
contrario, presentaron un comportamiento similar al solo alimentarse de los azlicares

disponibles tras la esterilizacion de los Tin.
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Solo los aislados 5.b.3, 5.1.b.1, B.1.M.7, P.3.1.bacl, 5.b.4 y 7.b.2 presentaron
diferencia significativa contra la S. cerevisiae (los aislados se encuentran desplazados a la
derecha, y sus intervalos de confianza no se intersectan con el nivel del control; ver figura
8), estos aislados (como ya se menciond) fueron los que tuvieron la mayor produccion de

celulasas, ademas de mostrar la capacidad de deslignificar e hidrolizar la paja de trigo.
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Fig. 9. Comparacion de medias contra el grupo control. El 0.00 (linea verde vertical punteada)
marca el valor del nivel del control usado (5.b.3).

En la figura 9, se realizd6 comparacion de Dunnett con otro grupo control, esta vez, se
seleccion¢ el aislado 5.b.3 para identificar cuales aislados bacterianos presentaban diferencia
significativa. En esta comparacion, el 36.11% de los asilados bacterianos no presentaron
dicha diferencia debido a que intersectan el nivel de control (linea verde vertical punteada,
figura 9), esto quiere decir que no presentan diferencia significativa con el control
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establecido. Las intersecciones estdn representadas por los asilados 5.1.b.1, B.1.M.7,
P.3.1.bacl, 5.b.4, 7.b2, Q4, Q5, B.2.M.9, B.5.M.6, 1.3.b.5, S1, B.2.M.7 y B.5.M.8; mismos
que en la grafica de intervalos (figura 6) poseen la mayor produccion de glucosa (g mL™) por
encima del control. A pesar de que ciertos aislados poseen diferencia significativa con los
controles establecidos (fig. 7 y 8), donde se busca aquellos con el mejor desempetio, en la

grafica de la figura 9 se destacan aquellos que tuvieron un desempefio similar al aislado 5.b.3.
8.7 Fermentacion alcoholica

Los aislados que generaron la mayor produccion de glucosa se presentan en la tabla 19,
donde se aprecia la cantidad de glucosa presente después de la fermentacion, el control
negativo (C. negativo) debido a que no fue inoculado con levadura presenta el mismo valor

antes y después de la fermentacion.

Tabla 19. Glucosa presente en los T, después de la fermentacion.
Los datos son valores promedios (n=4) + la desviacion estandar; ¢

Aislado g glucosa ML
5.1.b.1 0.0112 +0.0021
5b.3 0.0097 +0.0028
P.3.1bacl 0.0091 +0.0028
B.1.M.7 0.0086 + 0.0008
Q4 0.0118 £ 0.0025
7.b.2 0.0098 + 0.0045
C. positivo 0.0062 £+ 0.0030
C. negativo 0.0132 £+ 0.0022

En la tabla 20 se muestra el consumo de glucosa por la S. cerevisiae. La glucosa inicial
se obtuvo después de pretratamiento bioldgico con los aislados bacterianos y la glucosa final
es la que se obtuvo después de la fermentacion con la levadura. La diferencia obtenida esta
en el consumo de glucosa; ver tabla 20. Donde los tratamientos con el aislado 5.b.3 es donde

ocurrié 69% de consumo de glucosa, siendo el de mayor consumo a diferencia del tratamiento

72



con el aislado Q4, quien presenté un menor consumo (49%) incluso por debajo del control
positivo (C. positivo). Los resultados del control negativo (C. negativo) no cambiaron ya que

no fueron inoculados con levadura.

Tabla 20: Glucosa consumida por S. cerevisiae.

Aislado Glucosa inicial | Glucosa final *Consumo de Relacion de
(g mLY) (g mL™") glucosa (g mL™) consumo
5.1.b.1 0.0287 0.0112 0.0175 61%
5b.3 0.0312 0.0097 0.0215 69%
P.3.1bacl 0.0273 0.0091 0.0182 67%
B.1.M.7 0.0284 0.0086 0.0198 70%
Q4 0.0233 0.0118 0.0115 49%
7.b.2 0.0251 0.0098 0.0153 61%
C. positivo 0.0132 0.0062 0.0070 53%
C. negativo 0.0132 0.0132 0.0000 -

*El consumo de glucosa refiere a la cantidad de glucosa metabolizada por la levadura S. cerevisiae.

El porcentaje tedrico de conversion de glucosa a etanol es de 52.26%, con base en los
resultados del consumo de glucosa, se puede inferir que el producto consumido sufrié una
transformacion debido al metabolismo de S. cerevisiae (tabla 21), donde, el mayor
rendimiento (expresado como Ypss) en la produccion de bioetanol a partir de 0.02 g de paja

en un Tt pertenece al aislado 5.b.3 con 14% de conversion de paja de trigo a bioalcohol.

Tabla 21. Bioetanol tedrico obtenido con base la glucosa consumida por la levadura.

Aislado Consumo de B'iqetanol l?i(.)etanol Y,

glucosa (mg) teorico (mg) teorico (mL) 15

5.1.b.1 43.75 22.86 0.0290 11%

5.b.3 53.68 28.05 0.0356 14%

P.3.1bacl 45.49 23.77 0.0301 12%

B.1.M.7 49.41 25.82 0.0327 13%

Q4 28.82 15.06 0.0191 8%

7b.2 38.18 19.95 0.0253 10%

C. positivo 17.57 9.18 0.0116 5%
C. negativo 0.0000 0.000 -- --

Ypb/s: Rendimiento entre producto (bioetanol) y substrato (paja de trigo).
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En la tabla 21, el consumo de glucosa se convirti6é a miligramos a partir de los 2.5 mL
extraidos de los Tw tratados. A pesar de que el tratamiento con el aislado Q4 haya tenido una
relacién de consumo mas bajo de glucosa por parte de la levadura (ver tabla 20), tuvo un
mayor rendimiento con respecto a produccion de bioetanol. Al contrario del tratamiento con
el aislado 5.b.3, que tuvo una relacion de consumo alto (tabla 20) junto con el rendimiento
mas alto después de la fermentacion, seguido y a la par, le sigue el tratamiento con el aislado
B.1.M.7, teniendo la relacion de consumo mas alta y el segundo rendimiento mas alto (tabla

20y 21 consecutivamente).
8.8 Determinacion de fibra cruda

La paja de trigo tuvo un porcentaje promedio de fibra cruda de 21.67 % + 0.0007,
cercanos a los resultados de Vadivel et al., 2017 con 16.91 % =+ 2.72, donde trabajaron con
la misma especie de Triticum aestivum, sin embargo, el método acido y alcalino empleado
difiri6 durante la digestion acida que se realiz6 en este trabajo, pudiendo ser una variante en

los resultados obtenidos.
8.9 Determinacion de cenizas

La paja de trigo tuvo un porcentaje promedio de cenizas de 10.44 % + 0.0005. Los

resultados de metodologia empleada para determinar cenizas se muestran en la tabla 22.

Tabla 22. Resultados del anadlisis de cenizas en la paja de trigo
Crisol con cenizas (g)
32.7485 | 343008 | 34.0359
Crisol sin cenizas (g)
32.4342 | 33.9867 | 33.7243
Cenizas
10.47% | 10.47% | 10.38%
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El valor esta por debajo de los resultados de Montero et al., 2016 con 17.04 % de
cenizas, y mayores a los de Garcia et al., 2014 con 4.57 % y McKendry, 2002 con 7.10 %.
Los resultados de McKendry, 2002 son los mdas cercanos a los obtenidos en esta
investigacion, pudiendo diferir debido a las muestras de paja de trigo presentes en Oviedo,

Espaia empleadas en su investigacion.

8.10 Prueba para detectar microorganismos aerobios facultativos

Los aislados bacterianos sometidos a la prueba presentaron crecimiento en un periodo
de menos de 24 horas, un comportamiento similar con respecto a su crecimiento en presencia
de oxigeno. El proposito de esta prueba fue comprobar que estos aislados pudieran crecer en
ausencia de oxigeno y su capacidad de producir enzimas capaces de destruir subproductos
como el anion super oxido (O77), radical hidroxilo (OH") y/o peréxido de hidrégeno (H203),
grupos funcionales presentes en las cadenas de lignina. En la fig. 10, se puede observar el

crecimiento de colonias del aislado 5.b.3.

Fig. 10. Crecimiento de colonias en ausencia de oxigeno después de 18 horas. Aislado 5.b.3
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9. Discusion de resultados

Al comenzar las pruebas de esta investigacion tras reactivar los microrganismos, se
tuvo que buscar aquellos capaces de producir celulasas, debido a que es el compuesto
principal en la paja de trigo. Los aislados con mads alto desempefio y prometedores para
obtener mejores rendimientos al tratar la paja de trigo fueron: 5.1.b.1, B.5.M.6, B.1.M.7,
5.b.4, 5b.3, 42.b.3, Q4, Q5, P.3.1bacl, S1, 1.3.b.5, 7.b.2, ya que tuvieron la mayor
decoloracion tras reaccionar con el yodo Lugol en las pruebas con CMC. También hubo

aquellos que no presentaron decoloracion como los aislados 9.1.b.1y B.2.M.9.

Para detectar la presencia de aztcares reductores y entender el comportamiento que
podrian tener los aislados al intentar procesar la paja de trigo, se emple6 el licor de Fehling
(seccidn 8.5) después de tratar la paja de trigo. Aunque todos los tratamientos con los aislados
bacterianos resultaron positivos, no significd que hubiera un metabolismo de la paja de trigo,
ya que durante la esterilizacion se desprenden azicares reductores, pues el control negativo
empleado resultod con precipitados de cobre. Ante esta situacion, se empled el método DNS

cuantificando la glucosa (seccion 8.6).

Con base en los resultados obtenidos en la prueba DNS, el andlisis estadistico de
Dunnett arroj6 como tratamiento sobresaliente en produccion de glucosa a partir de la paja
de trigo como pretratamiento fue el del aislado 5.b.3 con una media de produccién de glucosa
de 0.0313 g mL"! y fue el tinico tratamiento que tuvo diferencia significativa contra el control
blanco (0.0132 g mL!) superandolo en mas del 50%. El control blanco, siendo un T sin
inocular, solamente fue esterilizado y, por consiguiente, al haber pasado por un tratamiento
térmico, liberd azucares reductores (seccion 8.5). Este control fue empleado como estandar

a superar, ya que pasa por un tratamiento fisicoquimico e indirectamente crea una
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comparacion contra un tratamiento bioldgico. El aislado 5.b.3 ademas de producir celulasas,

podria tener la capacidad de producir enzimas deslignificadoras pudiendo penetrar hacia el

interior de las cadenas internas y asi hidrolizar la celulosa y hemicelulosa (fig. 3) de la paja

de trigo.

La tabla 23 representa un resumen de las figuras 7, 8 y 9. Se presentan 3 columnas

particulares, donde en el primer renglon (C. blanco, S. cerevisiae y 5.b.3) muestra los

controles estadisticos empleados durante el anélisis de Dunnett, y continuando hacia abajo,

muestra los aislados que tuvieron diferencia significativa. Las columnas de la derecha

muestran los valores de efectividad, produccion media de glucosa.

Tabla 23. Resumen de las pruebas de Dunnett

C. blanco | S. cerevisiae 5.b.3 ..
. . . Efectividad* | Glucosa (g mL™)
(Fig. 7) (Fig. 8) (Fig. 9)

5.b.3 5b.3 N/A +++ 0.0313 +£0.0113

5.1.b.1 5.1.b.1 +++ 0.0287 £ 0.0114

B.1.M.7 B.1.M.7 +++ 0.0284 £ 0.0097

P.3.1.bacl | P.3.1.bacl +++ 0.0273 £0.0193

5.b4 5.b.4 +++ 0.0254 +0.0117

7.b.2 7.b.2 +++ 0.0251 £0.0119

. Q4 +++ 0.0233 + 0.0092

Aislados

Q5 +++ 0.0209 £ 0.0121

B.2.M.9 S/P 0.0201 £ 0.0169

B.5.M.6 +++ 0.0200 £+ 0.0093

1.3.b.5 AR 0.0195 £ 0.0012

S1 +++ 0.0190 +0.0102

B.2.M.7 1 0.0175 £ 0.0159

B.5.M.8 + 0.0145 £ 0.0132

*Efectividad establecida cualitativamente en las pruebas con CMC (seccion 8.4, tabla 15).
N/A: No aplica comparar 5.b.3 con ella misma.

Se esperaba que los tratamientos de los aislados que fueron valorados medianamente

efectivos (seccion 8.5) tuvieran un mejor rendimiento produciendo glucosa, sin embargo,

tuvieron resultados por debajo del control blanco.
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Hubo 13 aislados que no presentaron diferencia significativa en la produccion de
glucosa usando como control de medias al aislado 5.b.3; tercera columna tabla 23. No indica
que sus rendimientos superen al control blanco, pero indican una capacidad hidrolitica similar
entre aislados. Sin embargo, al comparar los aislados con un microorganismo (S. cerevisiae)
que no tiene la capacidad de deslignificar e hidrolizar los componentes de la paja de trigo
como control estadistico (segunda columna, tabla 23), resultd que seis aislados presentaron
ser superiores estadisticamente a la levadura, y cabe mencionar que son del grupo de los mas
efectivos en producir celulasas. La primera columna muestra al unico aislado que super6 al

control blanco.

En el tratamiento con el aislado B.2.M.9 se produjo una cantidad significativa de
0.0201 g mL! de glucosa, siendo que en la prueba de produccion de celulasas (seccion 8.4)
fue evaluado negativamente debido a que no produjo celulasas durante la prueba. Pero cabe
recordar que estos microorganismos pertenecen al grupo de los extremofilos y también es
aerobio facultativo. Debido a la presencia de grupos hidroxilo en la lignocelulosa y los
subproductos derivados de ella: furfural, 5-hidroximetil-2-furaldehido (HMF),
hidroxibenzaldehido y acido acético y el estar en un medio que se “vuelve anoxico” en el T,
es probable la generacion de enzimas como superdxido dismutasa y catalasas (Madigan et
al., 2015), esto para eliminar los radicales presentes en el medio de los T durante el
pretratamiento. Esto infiere que el aislado B.2.M.9, al ser aerobio facultativo, produjo alguna
de estas enzimas para hacer menos toxico el medio en donde se encuentra y de esta manera
deslignificar e hidrolizar la paja de trigo. Incluso, los aislados 5.b.3, 5.1.b.1, B.1.M.7,
P.3.1.bacl, 5.b.4 y 7.b.2 al ser aerobios facultativos, también los hace candidatos a producir

estas enzimas y mas capaces que B.2.M.9.

78



Saha et al., 2016 empled hongos basidiomicetos y rastrojo de maiz como sustrato, su
mejor resultado fue el Cyathus stercoreus NRRL-6573 con una produccion de glucosa de
304 mg g! de rastrojo de maiz tratado (con un rendimiento del 64 %). Esto después de 30
dias de pretratamiento bioldgico (con hongos), ademés de una hidrélisis enzimatica (coctel
de enzimas comerciales), comparado con los resultados de esta investigacion, se obtuvo un
rendimiento de produccion de glucosa del 78% en 7 dias con el aislado 5.b.3. Los estudios
de Potumarthi et al., 2013; similar a la metodologia de Saha et al., 2016, usaron otro hongo
basidiomiceto; Phanerochete chrysosporium NCIM 1106 y cascara de arroz (la composicion
quimica de los diferentes rastrojos: trigo, arroz, maiz son similares y se muestran en la tabla
24) obtuvieron una cantidad 895.9 mg mL! de aztcares reductores por cada 2 g de céscara
de arroz (resultados obtenidos con el método DNS) después de 18 dias de tratamiento, con
un rendimiento del 44.75%. Otros resultados usaron la biodeslignificacion y sacarificacion
simultanea de paja de arroz con el hongo Trichoderma viride sp. inmovilizado en perlas de
alginato de calcio y un coctel enzimético de celulasas, produciendo 8.52 g L! de glucosa a
partir de 4 g de paja de arroz después de 10 dias (Karimi et al., 2017), con un rendimiento
del 81% de conversion a glucosa, superando al del aislado 5.b.3, sin embargo, en los
resultados de Karimi et al. 2017 se usaron dos procesos semi simultdneos, sin mencionar los
3 dias extra del proceso de hidrolisis con enzimas comerciales, en cambio el tratamiento con
el aislado 5.b.3 fue corrido, con los microorganismos libres por el medio y un menor periodo.
Incluso los resultados del tratamiento quimico acido fosforico mas peroxido de hidrogeno
usado en la investigacion de Qiu et al., 2017, obtuvieron una produccion de glucosa de 299
mg g de paja de trigo después de 3 dias a partir de 10 gramos; con un 29.9% de conversion,

un bajo rendimiento pero en menor tiempo.
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Tabla 24. Composicion quimica de diferentes materiales lignoceluldsicos.

Desechos Celulosa % Hemicelulosa % Lignina %

32-47',28-36* 19-27',23-28* 5-24' 12-144

1: (Sarkar et al., 2012), 2: (Qiu et al., 2017), 3: (Balat, 2011), 4: (Zabed et al., 2017),
5: (Saha et al., 2016).

Los tratamientos con los aislados que superaron al control blanco pueden presentar una
ventaja produciendo enzimas especificas similares a las que producen algunos hongos con
capacidad deslignificadora, presentan rapida respuesta adaptandose a un medio con
nutrientes dificiles de convertir en energia y al tener una baja disponibilidad de glucosa los
obliga a buscar nuevas fuentes de energia, como mencionaron Potumarthi et al., 2013, el P.
chrysosporium consumid los azlcares disponibles después del dia 20 y disminuyo la

produccion de celulasas y xilanasas.

La manera en que algunos aislados bacterianos se adaptan a un medio con bajas fuentes
de energia se evidencia cuando se somete la S. cerevisiae contra un Ty, esterilizado y sin
tratamiento bioldgico, siendo el control positivo en la prueba de fermentacion. Los
sobrenadantes extraidos después del pretratamiento bioldgico (seccion 7.8) tuvieron
diferentes comportamientos a la hora de metabolizar los azucares disponibles. El mejor
resultado fue el del tratamiento del aislados 5.b.3, donde hubo el mayor consumo de azucares
(0.0215 gmL") y por metabolismo de la levadura podria haber entre 20.0 a 35.6 uL de bioetanol,

con un rendimiento teorico del 14%.
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Los procesos de fermentacion con sobrenadantes de los tratamientos biologicos
presentan una diferencia de consumo por cada aislado. Se esperaria que al haber inoculado
la misma cantidad de levadura por cada replica, los valores del consumo de glucosa fueran
iguales, sin embargo, se presentaron valores con medias diferentes (ver tabla 21). El mayor
rendimiento lo ofrece el tratamiento del aislado 5.b.3 (14%), y el menor rendimiento de
produccion de bioetanol fue del 8% con el tratamiento del aislado Q4. La menor produccion
de bioetanol que se puede obtener, es la que ofrece un rendimiento del 5% a partir de un T,
sin tratamiento bioldgico; tabla 21. Como ya se menciond, los tratamientos de materiales
lignocelulosicos pueden desprender subproductos toxicos (Bhatia et al., 2017); y con base en
los resultados de los microorganismos aerobios facultativos, hubo un cambio en el medio
donde la levadura fue inoculada, permitiendo su desarrollo. En la tabla 20 se aprecia la
relacién de consumo de glucosa por la levadura, donde, en el tratamiento con el asilado
B.1.M.7 hubo una mejor adaptacion con un consumo de 0.0198 g mL de glucosa con una
relacion del 70% y seguido, con una relacion de consumo del 69% el tratamiento del aislado
5.b.3. Aunque parecidos, el tratamiento con el asilado 5.b.3 es superior al tener el rendimiento
del 78% en la produccién de glucosa y el tratamiento con el aislado B.1.M.7, tuvo un

rendimiento del 71%.
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10. Conclusiones

El uso de sistemas bioldgicos para transformar residuos se estd convirtiendo en una
carrera a llevar ante los tiempos que enfrentamos. El tratamiento con el aislado 5.b.3 fue el
que obtuvo los mejores resultados transformando la paja de trigo en glucosa, con un
rendimiento del 78 %, ademas dejando favorable las condiciones del sobrenadante que se
empled para la fermentacién obteniendo un rendimiento teodrico del 14%. Ademas de
produccion de enzimas lignoceluldsicas, demostré ser aerobio facultativo, pudiendo
aprovechar esta caracteristica para futuras investigaciones. También la tolerancia a altas
temperaturas y su resistencia a altas concentraciones de salinidad, hacen del aislado 5.b.3

adaptable a diversas condiciones de estrés.

Las condiciones para llevar a cabo el pretratamiento biologico fueron de 40 °C, similar
a la temperatura que se emplea con enzimas lignoceluldsicas comerciales (45°C) durante los
procesos de hidrdlisis que registraron algunos trabajos citados en esta investigacion. Para
futuras investigaciones, el aumentar la temperatura durante el pretratamiento bioldgico
podria mejorar significativamente la produccion de azticares fermentables, ya que a mayor
temperatura favoreceria la catdlisis enzimatica sin dafiar al microorganismo principal y
pudiendo evitar el crecimiento de otros microorganismos (baja contaminacion microbiana)

que quieran aprovecharse de los aziicares simples que se vayan liberando.

Con un escalamiento adecuado del pretratamiento, se podrian aprovechar
aproximadamente 268,360 toneladas de paja de trigo anuales en Mexicali y el transformarlas
en azucares fermentables, se podrian producir 209,320.8 toneladas de glucosa y al
fermentarse, tedricamente, se podrian producir 29,304.9 toneladas de bioetanol que serian

igual a 37,141.8 metros ctibicos (m*) anuales. Este proceso podria involucrar otros desechos
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agricolas como sustrato, siendo rastrojo de maiz, paja de cebada, paja de sudan, etc. ya que
presentan una composicion orgénica similar a la paja de trigo y son cosechas tipicas de la

region y se podria disminuir las quemas agricolas.

Una vez terminada la experimentacion, los aislados bacterianos fueron resembrados en
medio R2A y guardados en congelador con glicerol al 30%. Ademads, se realizé un medio a
base de pt y agar (las cantidades se mencionan en el Anexo 1), y se vertieron en cajas Petri
de pléstico de 90 x10 mm. Se dejaron incubando los aislados bacterianos de la tabla 21
identificados como aerobios facultativos, a 50 °C, presentando un crecimiento en un periodo
de 18 a 30 h y posteriormente guardados a 4 °C. Este procedimiento final confirma que estos
aislados son capaces de usar la pt como sustrato y presentar actividad bioldgica. En la fig. 11

se aprecia el crecimiento de lo aislados sobre medio de paja de trigo.

J
Fig. 11. Presencia de colonias sobre medio paja de trigo.
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ANEXOS

Medio agar base paja de trigo para 300 mL.

— 12 g de paja de trigo molida y tamizada a 1 mm.
— 4.5 g de Agar bacteriolégico (MCD LAB)

— 300 mL de agua purificada.
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