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Metodologia

Caracterizacion fisicoquimica de los residuos
La caracterizacion fisicoquimica se realizo por triplicado para cada uno de los seis tipos
de residuos clasificados y pretratados (R1 a R6).
Determinacion de humedad
Aproximadamente 20 g de residuos sin pretratar se colocaron en capsulas previamente
taradas, se secaron en horno Binder FED 115 por 12 horas a 90 °C hasta peso constante
y por diferencia de pesos se calcul6 el porcentaje de humedad.
Determinacion de nitrégeno y proteinas
Para la determinacion de nitrdgeno se maceraron los residuos pretratados, se pesaron
1,5 g y se realiz6 una digestion acida con 12,5 mL de H2SO4 al 98 % utilizando
K2S04/CuS0O4 como catalizador en un digestor Foss tecator DT 508 a 400 °C durante 2
horas. Como blanco de reactivos se realizaron dos digestiones con glucosa bajo las
condiciones descritas anteriormente. Posteriormente, a temperatura ambiente, se realizo
una destilacién en un equipo Kjeltec 8200. EI amoniaco se recupero por alcalinizacion
sobre una solucién concentrada de acido borico con indicador Tashiro y el nitrdgeno
amoniacal se cuantificd por volumetria acido-base usando HCI 0,15 M estandarizado. El
porcentaje de proteinas se calculé multiplicando el contenido de nitrdgeno total por el

factor 6,25 de acuerdo con Gavidia-Valencia et al. (2020).



Determinacion de Carbono Orgénico Total (COT)

El COT se determiné mediante un método de adicion estandar modificando la técnica de
Walkley — Black (1934). En seis tubos se adicionaron 0,1 g de los residuos pretratados
y macerados y a cada uno se le adicion6 una cantidad creciente de estandar entre 0,0137
y 0,1370 g de glucosa. A cada tubo se le agregaron 5,0 mL de una solucion de K2Cr207
(Merck) al 10% mas 5,0 mL de H2SOa4 concentrado, se dejaron reaccionar por 30 minutos,
se adicion6 15 mL de agua destilada, se homogenizé y las mezclas se dejaron a
temperatura ambiente toda la noche. Para el blanco se realiz6 la misma reaccién descrita
anteriormente sin utilizar residuos. La absorbancia de las muestras se ley6 a 600 nm en
un espectrofotdmetro Shimadzu UV — 1800.

Determinacion de azucares reductores (AR)

5 gramos de residuos pretratados se licuaron con 50 mL de agua destilada, la mezcla se
calentdé a 60 °C en agitacion por 10 minutos, se dejo enfriar, se aforé a 200 mL y se
centrifug6 por 15 minutos a 4500 rpm en una centrifuga Hettich — Rotanta 460R. En un
tubo se tomaron 500 pL del sobrenadante, 1,5 mL de agua destilada y 500 uL de &cido
3,5 dinitroacetilsalicilico (DNS) y se dejaron en bafio de agua hasta ebullicion. Para el
blanco se realizé el mismo procedimiento tomando 2 mL de agua destilada y 500 pL de
DNS. La absorbancia de las muestras se ley6o a 540 nm en un espectrofotometro
Shimadzu UV — 1800 y utilizando una curva de calibracion con patrones de glucosa de

0,08 a 0,58 mg/mL se calcul6 la concentracion de AR (Olanbiwoninu & Fasiku, 2015).



Determinacion de grasas y aceites (GyA)

Dependiendo el tipo de residuos se pesaron entre 15 a 25 g de R1 a R6 y se realizd una
extraccion Soxhlet (Subramanian, et al., 2016) en una mezcla de etanol — hexano (1:1)
durante 3 horas aproximadamente hasta el agotamiento del material vegetal. Mediante
destilacion del extracto obtenido se recuperaron las GyA presentes en los residuos y su
porcentaje se calculo por diferencia de pesos.

La biomasa residual obtenida del proceso de extraccion se deshidraté a 90°C en horno
Binder FED 115 entre 16 a 18 horas para la determinacion del contenido almidén.
Determinacion de almidon

Se tomaron 10 g de los residuos deshidratados luego del proceso de extraccion de GyA,
se mezclaron con 100 mL de una solucién de cloruro de calcio &acida y se llevaron a
autoclave por 10 minutos a 120°C y 15 psi. Una vez la solucién estuvo a temperatura
ambiente se realiz6 la extraccion del almidon segun Englyst, et al., (2006) adicionando
10 mL de una solucion de acetato de zinc (acetato de zinc Merck 21,9 % p/v y &cido
aceético Merck 3 % v/v), 10 mL de una solucion de ferrocianuro de potasio al 10,5 % p/v
y agua destilada hasta un volumen final de 400 mL. Esta mezcla se dej6é en agitacion
entre 250 a 500 rpm (Mezcla A), después de 15 minutos se tomd una muestra de 10 mL,
se le adicionaron 0,5 mL delLugol, se ley6 su absorbancia a 650 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV — 1800 y los resultados obtenidos se interpolaron con
una curva patron de almidon con concentraciones entre 0,01 y 0,2 mg/mL (Ortiz

Sanchez, et al., 2015).



Determinacion de pectina

La Mezcla A resultante de la extraccion de almidon se centrifug6 por 10 minutos a 2500
rpm en una centrifuga Hettich — Rotanta 460R, el precipitado obtenido se reservé para
determinar hemicelulosa y el sobrenadante se filtré al vacio, se le ajusto el pH entre 3y
4 con &cido clorhidrico 1M, se le adiciond etanol al 96% en proporcion 1:1, se dejo a 4
°C por 4 horas para permitir la gelificaciébn y posterior recuperacion de las pectinas
mediante centrifugacion a 2500 rpm por 10 minutos en una centrifuga Hettich — Rotanta
460R. El precipitado obtenido se deshidratdé en horno Binder FED 115 a 40 °C por 16 a
18 horas hasta peso constante para cuantificar gravimétricamente la pectina.
Determinacion de hemicelulosa

El precipitado obtenido de la centrifugacion de la Mezcla A se lavo con agua desionizada
hasta retirar el exceso de almiddn, lo que fue verificado por la adicién de Lugol al agua
resultante del lavado. El precipitado libre de almidén se deshidraté en horno Binder FED
115 a 103 °C por 16 a 18 horas hasta peso constante (peso inicial). Para hidrolizar la
hemicelulosa se realiz6 una digestion por 2 horas con una mezcla 10:1 de acido acético
concentrado y acido nitrico, luego se neutralizé a temperatura ambiente adicionando
lentamente y en agitacion hidroxido de sodio en escamas. Posteriormente mediante
centrifugacion a 4600 rpm por 20 minutos en una centrifuga Hettich — Rotanta 460R se
recupero el precipitado compuesto de fibras vegetales y el sobrenadante fue filtrado al
vacio para recuperar la totalidad de estas. Las fibras se secaron en horno Binder FED
115a 90 °C por 8 horas y a 103 °C por 1 hora adicional para su deshidratacion completa.

Finalmente, las fibras vegetales deshidratadas se pesaron y la cuantificacion



gravimétrica de la hemicelulosa se obtuvo por diferencia entre el peso inicial y el peso
final.

Determinacion de lignina y celulosa

Para cuantificar la lignina presente en las fibras vegetales deshidratadas obtenidas del
proceso anterior, se realizé una digestion con hidroxido de sodio al 17,5 %p/v por 2 horas
y se neutralizaron a temperatura ambiente adicionando lentamente y en agitacion HCI
concentrado. La recuperacion de la biomasa residual se realiz6 mediante centrifugacion
a 4600 rpm por 20 minutos en una centrifuga Hettich — Rotanta 460R, seguida de una
filtraron al vacio. La biomasa se deshidraté en horno a 90 °C por 8 horas y a 103 °C por
1 hora, luego se tomoé el peso seco final para cuantificar la celulosa. El contenido de
lignina se obtuvo de la diferencia entre el peso inicial de las fibras vegetales

deshidratadas y el peso determinado para la celulosa (Kulic & Radojici¢, 2011).

Caracterizacion microbiologica de los residuos

Elaboracion de medios de cultivo

Para el recuento de bacterias totales se utilizé6 agar Plate Count (PC) marca Merck®.
Para el aislamiento de microorganismos amiloliticos se prepar6 agar almidon al 1% (AA):
almidén 10 g/L, extracto de levadura 2,5 g/L, peptona 2,5 g/L, (NH4)2SO4 0,5 g/L,
CaCl2-2H20 0,025 g/L, K2HPO4 0,1 g/L, KH2PO4 0,1 g/L. Para la siembra de celuloliticos
se prepar0 agar carboximetilcelulosa (CMC): carboximetilcelulosa 10 g/L, extracto de
levadura 2,5 g/L, peptona 2,5 g/L, CaSOa4 0,5 g/L, CaClz:2H20 0,025 g/L, K2HPO4 0,1
g/L, KH2PO4 0,1 g/L. Para aislar microorganismos ligninoliticos se realizé agar salvado

de trigo (AS): glucosa 2 g/L, peptona 5 g/L, extracto de levadura 2 g/L, MnSO4 0,075 g/L,



KH2PO4 1 g/L, MgS04.7H20 0,5 g/L, salvado de trigo 175 g/L. Se realiz6 agar Tween 80
(AT) para recuperar los microorganismos lipoliticos: K2HPOa4 2,5 g/L, (NH4)2SOa4 1,3 g/L,
urea 1,3 g/L, MgSO4-7H20 0,5 g/L, extracto de levadura 0,5 g/L, Tween 80 1% v/v, CaCl2
0,5 g/L. Para aislar microorganismos proteoliticos se preparé agar leche (AL): peptona 5
g/L, extracto de Levadura 2,5 g/L, glucosa 1g/L, leche descremada en polvo 10 g/L. La
concentracion de agar - agar en todos los medios fue del 1,5 %pl/v.

Para la selecciéon de microorganismos ligninoliticos se prepard agar azure B (AZ):
Peptona 5 g/L, extracto de levadura 3 g/L, NaCl 8 g/L, azure B (SIGMA®) 0,01 %p/v. Agar
ABTS (ABTS): Peptona 5 g/L, extracto de levadura 3 g/L, NaCl 8 g/L, 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina - 6 - &cido sulfénico (SIGMA®) 0,2 mM. Agar lignina alcalina con
guayacol (AG): Extracto de levadura 2 g/L, NH4NOs3 0,1 g/L, KOH 0,2 g/L, KH2PO4 O,5
g/L, MgS04.7H20 0,2 g/L, FeS04.7H20 0,02 g/L, Ca(NOs3)2.4H20 0,05 g/L, lignina
alcalina (TCI®) 1 g/L, guayacol (ACROS ORGANICS®) 1,2 mL/L. La concentracién de
agar - agar en todos los medios fue del 1,5 %p/v y el pH de los medios fue ajustado a
6,5 £ 0,2 con NaOH 1M.

Aislamiento de bacterias

Para el aislamiento de bacterias totales, amiloliticas, celuloliticas, ligninoliticas, lipoliticas
y proteoliticas se pesaron 10 g de la muestra compuesta de R1 a R6, se realizaron
diluciones en serie y se sembraron las diluciones 10°y 10 en la superficie de PC, AA,
CMC, AS, AT y AL respectivamente. Los agares se incubaron a 37 °C, después de 48
horas de incubacion se realizo el recuento en cada uno de los agares y se reportaron las

Unidades Formadoras de Colonia por gramo de residuo (UFC/g). Las siembras para cada



tipo de microorganismo se realizaron por triplicado y los resultados del recuento obtenido
se promediaron.

Seleccion de microorganismos con actividad enzimatica

La selecciobn de microorganismos se realiz6 a partir de colonias con diferentes
caracteristicas morfolégicas obtenidas de los aislamientos bacterianos realizados
anteriormente.

Para los microorganismos amiloliticos, celuloliticos, proteoliticos y lipoliticos se
realizaron siembras por puncién de las colonias seleccionadas en AA, CMC, AL y AT
respectivamente y se incubaron a 37°C por 48 horas. Posteriormente, se identifico la
presencia del halo de hidrdlisis o zona de aclaramiento alrededor de las colonias. Para
revelar el halo de hidrélisis del almidon se aplico una gota de Lugol sobre la colonia, la
zona de hidrdlisis de la celulosa se registrd 12 horas después de la adicion de rojo Congo
al 1% p/v y NaCl 2M y para evidenciar la zona de hidrdlisis en el AL no fue necesaria la
adicion de reactivos. Posteriormente se calculé el radio de hidrélisis dividiendo el
diametro del halo entre el diametro de la colonia. Las bacterias con actividad enzimatica
comprobada (presencia de halo) fueron seleccionadas.

Para la seleccion de microorganismos ligniloliticos se realizaron siembras por puncién
de las colonias seleccionadas en AZ, ABTS y AG y se incubaron a 37°C por 5 dias,
verificando cada 24 horas el crecimiento y la presencia de zonas de aclaramiento. Los
microorganismos que crecieron en los tres medios 0 que presentaron zona de
aclaramiento fueron seleccionados.

Los microorganismos seleccionados se aislaron por estria y a partir de estos aislamientos

se realizaron cultivos de 24 horas en caldo BHI (Merck®). Estos fueron dispensados en



crioviales adicionando caldo BHI - glicerol al 20 %uv/v y llevados a -80°C para su uso
potencial en procesos de obtencion de enzimas bacterianas.

La caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de los residuos se hizo para cada uno
de los 3 muestreos realizados y los datos reportados son el promedio de los resultados
obtenidos en cada uno.
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