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Resumen

La celulosa es el principal componente de la pared celular de las plantas, constituido por celulosa,
lignina y hemicelulosa, se considera el biopolimero mas abundante en la Tierra. Los pretratamientos
fisicos y térmicos, modifican la estructura de la lignina y hemicelulosa, lo que permite hidrolizar
posteriormente a la celulosa. El objetivo del presente trabajo fue cuantificar la degradacion de celulosa
con la bacteria CF2, en diferentes tipos de pajas, mediante la liberacion de azlcares reductores. A las
pajas de trigo, sorgo y cebada, se les realiz6 un pretratamiento fisico y térmico. Se inocularon en un
medio minimo, utilizando como fuentes de carbono, CMC, PF o pajas, los experimentos se realizaron
por triplicado. Se incubaron a 37°C, durante 72 horas, a pH de 6.0, con regulador de fosfatos y agitacion
a 120 rpm. La produccién enzimatica para los diferentes sustratos utilizados, se realiz6 por el método de
DNS. La mayor liberacion de azucares reductores por CF2 se observo en la paja de cebada a las 48
horas de incubacion (0,720 g/L). La bacteria CF2 muestra potencial para la degradacion de pajas
preatratadas de cebada, seguida por sorgo y trigo, como un potencial para produccion de
biocombustibles a partir de residuos lignocelulésicos.

Abstract

Cellulose is the main component of the cell-wall of plants, contains of cellulose, lignin and hemicellulose,
it is considered the most abundant biopolymer on Earth. Physical and thermal pre-treatments modify the
structure of lignin and hemicellulose, which enables hydrolyze subsequently to cellulose. The objective of
the present study was to quantify the degradation of cellulose with the bacterium CF2, in different types
of straws, through the release of reducing sugars. Physical and thermal pre-treatment were applied to
straw of wheat, sorghum and barley. Differents carbon sources such as CMC, PF or pretreated straws
were added to a Minimal Medium , furthermore, they were inoculated with CF2. They were incubated at
34 °C for 72 hours, at pH 6.0, regulator of phosphates and agitation at 120 rpm. Different substrates
were used for enzyme production and were performed by DNS method. The highest release of reducing
sugars was observed in barley straw after 48 hours of incubation, 0,720 g/L. The CF2 bacterium shows
potential for degradation straws pre-treated of barley, followed by sorghum and wheat, such as for
production of biofuels from lignocellulosic straws.
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INTRODUCCION

La celulosa es el principal componente de las
paredes celulares de las plantas, es la fuente de
carbono renovable mas abundante en la
naturaleza, esta constituida por una larga cadena
de polisacaridos [1,2]. Quimicamente es un
polimero de glucosas que se unen entre si por
enlaces [3-1,4, disposicion que la hace estable,
ademas de poseer enlaces de hidrogeno que une
sus moléculas entre si, confiriéndole sus
conocidas propiedades como material estructural
de la pared celular [3]. De esta manera, se
originan fibras compactas en las células vegetales,
dandoles la rigidez necesaria.

Los principales granos producidos en el Estado de
Guanajuato son, trigo, sorgo y cebada [4], durante
la cosecha se generan grandes volimenes de
residuos agricolas, consecuentemente una
probleméatica medio ambiental. Esta biomasa
involucra contenidos de celulosa, hemicelulosa y
lignina, disponibles para ser aprovechados. Para
su degradacién, se necesita la liberacion de las
cadenas de polimeros y la subsecuente hidrolisis,
en azucares simples de cinco a seis carbonos [5].

Una alternativa es la  produccion de
biocombustibles, a partr de la celulosa, al

considerar que es un proceso barato vy
biol6gicamente favorable [6].
La hidrolisis enzimatica de la celulosa

implica la accién secuencial de un grupo de
enzimas, conocidas como celulasas, que
pertenecen a la super familia de las glicosil
hidrolasas, llamadas asi, porque catalizan la
hidrélisis del enlace glucosidico entre dos 0 mas
hidratos de carbono o entre estos y otras
fracciones de la molécula [7].

Los azlcares simples son uno de los principales
intermediarios en la conversion bioldgica y quimica
de biomasa, pero la pared celular impide su
acceso [8].

Justificacion

Otros investigadores reportan el uso de bacterias y
hongos para la degradacion de residuos
lignoceluldsicos, sin embargo las bacterias tienen
menos requerimientos para su crecimiento, lo que
resulta ser mas econdmico [2]. El Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental de la Divisién de Ciencias
de la Vida, cuenta con una coleccion de bacterias
aisladas de suelos agricolas de la region, por lo
gue se requiere conocer la capacidad para
degradar diferentes fuentes de carbono.

Hipotesis

La bacteria CF2 degrada los residuos
lignoceluldsicos de pajas de trigo, sorgo y cebada.

Objetivo

El objetivo del trabajo fue cuantificar la
degradacion de celulosa con la bacteria CF2, en
diferentes tipos de pajas, mediante la liberacién de
azuUcares reductores.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizé la bacteria CF2 inoculada en un Medio
Minimo con sustratos de Carboximetilcelulosa
(CMC), Papel Filtro (PF), paja de trigo, sorgo o
cebada.

Sustratos utilizados

CMC (SIGMA, CAS 9004-32-4), PF (Whatman,
3MM, Chr).

Las pajas de trigo, sorgo y cebada utilizadas para
el trabajo, fueron recolectadas de diferentes
cosechas agricolas del estado de Guanajuato.

Pretratamientos

Se le denomina pretratamiento al conjunto de
acciones para mejorar el rendimiento en la
obtenciéon de azlcares fermentables desde la
biomasa inicial.

Molienda

La reduccion del tamafio de PF y pajas, se hizo
mediante molienda y tamizado a una malla de 2
mm.
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Térmico

Las pajas de trigo, sorgo y cebada fueron
sometidas a un calentamiento hiumedo a 121°C,
durante 15 minutos [9].

Analisis cualitativo de

enzimas

produccion de

Se realizé una resiembra de la bacteria CF2, en el
Medio Minimo de CMC al 1 % (p/v), a pH 6.0, por
la técnica de siembra en superficie, al centro de la
caja Petri. Se incubd a una temperatura de 30°C
por 72 horas. Finalizado el tiempo de incubacion,
el cultivo se inund6 con una solucién acuosa de
Rojo Congo al 1% (p/v), durante 15 min. El exceso
de colorante se elimind con NaCl 1M [10]. La
formacién de una zona clara alrededor de la
Unidad Formadora de Colonia (UFC), indic6 la
hidrélisis de CMC del medio, la presencia del halo,
se reporta como prueba positiva [11].

Condiciones de fermentacidon con diferentes
fuentes de carbono

Para la cinética de crecimiento se utilizé Medio
Minimo [10] con los sustratos de CMC, PF o pajas
pretratadas, a una concentracion del 2%, a pH 6.0,
con regulador de fosfatos. Se inocularon al 10 %
con la bacteria CF2, ajustado a una Absorbancia
(Abs) de 0.2 a 500 nm. Se incubaron durante 72
horas a una temperatura de 37 + 0.1°C. Se
hicieron muestreos a las 0, 4, 8, 24, 28, 32, 48, 52,
56 y 72 horas. Se ley6é la Absorbancia en un
espectrofotometro, Eppendorf Bio Spectrometer. El
PF a 475 nm, CMC a 500 nm, pajas pretratadas a
540 nm [12].

Efecto de diferentes fuentes de carbono en
la liberacidn de azucares reductores

El efecto de los sustratos de CMC, PF, pajas de
trigo, sorgo y cebada, se evalu6 mediante la
liberacion de azlcares reductores, durante la
hidrdlisis bacteriana, en los muestreos realizados
durante las 72 horas de incubacion, con el método
del &cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS), utilizando
glucosa como estandar [13,14].

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante los procesos mecénicos y térmicos, las
estructuras de la lignina y hemicelulosa se
desordenan, el arreglo se hace mas asimétrico, lo
qgue permite la hidroélisis enzimatica de la celulosa
[15,5].

En la IMAGEN 1, se muestra el crecimiento de la
bacteria CF2, en las placas de agar CMC, se
observa la zona mas clara del colorante, en forma
de halo, alrededor de la UFC, indicando su
hidrdlisis.

IMAGEN 1: Crecimiento de la bacteria CF2 en Medio Minimo
CMC, indicando el halo de hidrélisis.

En las IMAGENES 2 y 3, se muestra el efecto del
crecimiento de la bacteria CF2, en CMC y PF,
respectivamente. El mayor crecimiento se muestra
en PF, alcanzando una Abs de 0.254 a las 28
horas de incubaciéon. EI menor crecimiento se
observa en CMC, con valores de Abs de 0.072,
para el mismo periodo de incubacion, la bacteria
muestra la capacidad de utilizar ambos sustratos
como fuente de carbono, lo que puede indicar que
podria tener la capacidad de degradar sustratos
mas complejos como son las pajas de Trigo, Sorgo
y Cebada, pretratadas. Otros investigadores
reportan diferencias en el crecimiento de la
bacteria Paenibacillus glucanolyticus, cuando
utilizan como sustratos maderas con diferentes
durezas [16].
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IMAGEN 2: Efecto del CMC en el crecimiento de la bacteria

CF2, incubada a 37°C, a 120 rpm, durante 72 horas
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IMAGEN 3: Efecto de PF en el crecimiento de la bacteria CF2,
incubada a 37°C, a 120 rpm, durante 72 horas

La produccién de enzimas depende de la fuente
de carbono utilizada durante la fermentacioén. En la
IMAGEN 4, la bacteria CF2, muestra la mayor
liberacion de azucares reductores en PF, a las 32
horas de incubacién, con una concentracion de
0.141 g/L, por el contrario en CMC, fue de
0.033g/L, para el mismo periodo, lo que representa
4.27 mas en PF que en CMC. Cabe resaltar que el
PF tiene una estructura mas compleja que el CMC,
lo que indica el potencial de degradacion de CF2.
Otros investigadores reportan el uso de varios
azucares y fuentes de carbono para la liberacion
de azlcares. En la investigacion con bagazo de
cafia de azUcar, con pretratamientos térmicos y
qguimicos, se reporta la produccién de glucosa con
concentraciones de 27.3g/Ly 41.6 g/L,alas 24y
48 horas de tiempo de reaccién, respectivamente,
con agitacion entre 100 y 150 rpm. Como era de
esperarse, los pretratamientos incrementan la
liberacién de azucares reductores [8]. En peliculas

de lignina-celulosa, otros investigadores reportan,
gue la presencia de lignina mejora la liberacién de
glucosa a las 48 horas, 16.9mg/mL y 15.3mg/mL
[17]. Los resultados obtenidos en esta
investigacion indican que la bacteria CF2, tiene
potencial para la degradacién de CMC y PF,
mostrando mas potencial con estructuras mas
complejas.
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IMAGEN 4: Liberacion de azlcares reductores de la
bacteria CF2, teniendo como fuente de carbono CMC y PF,
incubada a 37°C, a 120 rpm, durante 72 horas

En la IMAGEN 5, se muestra la liberacion de
azlcares reductores cuando se utlizan como
sustrato pajas pretratadas de trigo, sorgo y
cebada. Se observaron concentraciones entre
0.484 y 0.720 g/L. La mayor liberacion se observo
en la paja de cebada, seguida por sorgo y
finalmente trigo (0.720, 0.567 y 0.484 gL,
respectivamente). Cabe resaltar que las
liberaciones maximas fueron entre 28 y 48 horas,
para la cebada, para el sorgo entre 24 y 28 horas,
finalmente para el trigo entre 4 y 24 horas. Lo que
indica que la estructura y complejidad de las pajas,
influye en la hidrélisis. En investigaciones
realizadas con pajas de frijol pretratadas, se
reporta un rendimiento de 92+5%, a las 168 horas,
en comparacién a las no pretratadas, con un
rendimiento de 76.37+14%, pudiendo disminuir
costos al evitar los pretratamientos, a expensas
del rendimiento [18]. Cabe destacar la importancia
de evitar los pretratamientos quimicos, para
disminuir los costos de produccion de etanol. Por
lo que las pajas de trigo, sorgo y cebada presentan
un potencial para ser utilizados en la produccion
de bioenergéticos.
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IMAGEN 5: Liberacion de azlcares reductores de bacteria CF2
teniendo como fuente de carbono diferentes pajas (sorgo, trigo y

cebada), incubada a 37°C, a 120 rpm, durante 72 horas

CONCLUSIONES

La bacteria CF2 muestra potencial para la
degradacion de pajas pretratadas de cebada,
seguida por sorgo y trigo, como un potencial para
produccién de biocombustibles a partir de residuos
lignocelulésicos.
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