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RESUMEN

El nejayote es el agua residual proveniente del proceso de nixtamalizacion que se
caracteriza por poseer un pH alcalino (pH > 10) asi como altas concentraciones de
materia organica disuelta y suspendida (DQO > 10 200 mg/L), por lo que se considera
uno de los efluentes mas contaminantes vertidos a diferentes cuerpos de agua. Se probd
la efectividad del alginato de sodio y el quitosano para disminuir los contaminantes del
nejayote. La aplicacion de alginato de sodio involucrd la adsorcion y gelificacion con
la que se atrapd material suspendido y disuelto, y el uso del quitosano implicé adsor-
cion y precipitacion. Se realizo la aplicacion de estos polimeros de manera separada
y secuencial. En el tratamiento independiente, el alginato resulté mas eficiente que el
quitosano, obteniéndose una remocioén de DQO de 61.43 £0.24 %y de 59.74 £0.36 %,
respectivamente. En el tratamiento secuencial, la eficiencia de remocion de la DQO
con el tratamiento alginato-quitosano resultd ser mayor (70.19 £ 0.85 %) que la del
tratamiento quitosano-alginato (67.21 £ 0.24 %). Por su parte, la cantidad de solidos
totales presentes después del procesamiento se encuentra dentro del limite maximo
permisible establecido en las normas oficiales mexicanas NOM-002-SEMARNAT-1996
y NOM-001-SEMARNAT-1996, permitiendo su descarga al sistema de alcantarillado
urbano o municipal e incluso puede ser utilizada en suelo para riego agricola. El uso
de estos polimeros biodegradables es una opcidn viable que tiene potencial para esca-
larse a nivel industrial, contribuyendo a la depuracion de descargas de la industria de
la nixtamalizacion y en beneficio del ambiente.

Key words: nixtamalization, biopolymers, water treatment, organic material

ABSTRACT

Nejayote is the residual water from the nixtamalization process characterized by an
alkaline pH (pH > 10) as well as high concentrations of dissolved and suspended
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RESUMEN

El nejayote es el agua residual proveniente del proceso de nixtamalizacibn que se
caracteriza por poseer un pH alcalino, asi como valores elevados de concentracion de
materia organica disuelta y suspendida. Es por ello que se considera dentro de los
efluentes liquidos mas contaminantes vertidos en diferentes cuerpos de agua. El uso de
biopolimeros ha demostrado su efectividad en el tratamiento de distintos tipos de aguas
residuales, como las generadas en las empresas agroindustriales y de las industrias del
petréleo y textil. En este trabajo se realizaron tres tipos de tratamiento: fisicoquimico,
bioldgico y combinado (fisicoquimico-biolégico).

El tratamiento fisicoquimico consistié en la utilizacién de dos polisacéridos, el alginato y el
quitosano, de manera independiente y secuencial, para disminuir la carga de
contaminantes en el nejayote. El alginato (ALG) resulté ser mas eficiente en la remocién
de la carga organica que el quitosano (QUIT). Por otro lado, el tratamiento secuencial
ALG-QUIT resultdé més efectivo en la disminucion de los contaminantes contenidos en el
nejayote comparados con el tratamiento QUIT-ALG. Ambos biopolimeros son
completamente biodegradables, por lo que se consideran una tecnologia ambientalmente
amigable que se podria aplicar a nivel industrial.

Para el tratamiento biolégico se usaron las cepas fangicas Bjerkandera adusta 4312,
Trametes versicolor 8272, Phanerochaete chrysosporium 4521 y Trametes trogii 8156. La
muestra de nejayote a tratar se ajustdé a las condiciones o6ptimas de pH para el
crecimiento del hongo y se mantuvo la temperatura constante (28 °C) en una camara
bioclimatica. La cepa que removié con mayor eficiencia la DQO fue Bjerkandera adusta
4312. El tratamiento se realizé en matraces Erlenmeyer de 2,000 mL y las condiciones
donde se observé un mejor desempefio por parte del hongo fueron las siguientes: pH 4.5
tamanio del inéculo del 10 % (p/v) de biomasa (base humeda) y nejayote sin esterilizar. La
presencia de agentes antioxidantes disueltos en el nejayote como el acido ferulico, acido
cindmico, aminoacidos como la lisina, metionina, cisteina, limitaron la medicion de la
actividad enzimatica de la lacasa, manganeso peroxidasa y lignino peroxidasa. La
eficiencia del tratamiento biol6gico en cultivo sumergido resulté mostrar una diferencia
significativa en la disminucion de la DQO hasta el onceavo dia y se logré disminuir hasta
un 52 % de la DQO en el nejayote completo inoculado con Bjerkandera adusta 4312. Por
otro lado, en el nejayote control se removi6é 29.8 £01.71 % de la DQO. La presencia de

organismos alcalinéfilos propios del nejayote, si bien remueven materia organica del



nejayote, el tratamiento con el hongo disminuye el tiempo de tratamiento y aumenta la

remocién de la DQO.

El tratamiento combinado (bioldgico seguido del fisicoquimico y viceversa) mejord la
eficiencia de remociéon de la DQO, concentracion de fenoles totales, azlcares reductores
y de solidos totales. Sin embargo, resulté més eficiente aplicar primero un tratamiento
fisicoquimico (ALG-QUIT) seguido del tratamiento bioldgico con Bjerkandera adusta 4312,
gue removio el 86 % de la DQO, mientras que al realizar primero el tratamiento biolégico,
seguido del tratamiento fisicoquimico, se alcanz6 una remocién menor de la DQO (79.45
% ).



ABSTRACT

The nejayote is the residual water coming from the nixtamalization process that is
characterized by having alkaline pH as well as high concentration values of dissolved and
suspended organic matter. Consequently, it is considered within the most polluting liquid
effluents discharged to different water bodies. The use of biopolymers has proven its
effectiveness in the treatment of different types of wastewater, such as agroindustry, oil
and textile industries. In this work three types of treatment, physicochemical, biological and
combined (physicochemical-biological), were performed.

For the physicochemical treatment, two polysaccharides, alginate and chitosan, were used
to reduce the pollutant load of the nejayote. The application of both polymers was
performed independently and in a sequential manner. Alginate (ALG) proved to be more
efficient in removing organic matter than chitosan (QUIT) and sequential treatment ALG-
QUIT was more effective in reducing contaminants contained in nejayote compared to
QUIT-ALG treatment. Both biopolymers are completely biodegradable, so their application
is considered as an environmentally friendly technology, in such a manner that it can be
applied at industrial level.

Bjerkandera adusta 4312, Trametes versicolor 8272, Phanerochaete chrysosporium 4521
y Trametes trogii 8156 fungal strains were used for biological treatment. B. adusta was
more effective for the treatment, also showed growth in a wider range of pH. The sample
of nejayote to be treated was adjusted to the optimum pH value for fungus growth and the
constant temperature (28 °C) was maintained in a bioclimatic chamber. It was observed
that the amount of inoculum was less significant than the pH value. Treatment was given
in 2000 mL Erlenmeyer flasks and the conditions applied to nejayote without any filtration
treatment were the following: pH 4.5, inoculum size: 10 % p/v of biomass (wet base), and
unsterilized nejayote. The presence of antioxidant agents dissolved in nejayote such as
ferulic acid, cinnamic acid, amino acids such as lysine, methionine, and cysteine, limited
the measurement of the enzymatic activity of laccase, manganese peroxidase and lignin
peroxidase. The efficiency of the biological treatment in submerged culture resulted with a
significant difference in the decrease of COD value until the eleventh day and it was
possible to decrease up to 52% of the COD in the complete nejayote inoculated with
Bjerkandera adusta 4312. While in the control nejayote, it was removed only 29.8 +
01.71% from original COD value. Although the alkalinophil organisms typical of the
nejayote residue reduce the organic matter in a considerable manner, the treatment with

this fungus decreases the treatment time and increases the COD removal.
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Combined treatment (biological followed by physicochemical and vice versa) improved the
efficiency of COD removal, concentration of total phenols, reducing sugars and total solids.
However, it was more efficient to apply first a physicochemical treatment (ALG-QUIT)
followed by biological treatment with Bjerkandera adusta 4312, which removed 86 % from
the original COD value. While when the physicochemical process followed the biological

treatment, a lower COD removal value (79.45 %) was achieved.
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1. INTRODUCCION

El maiz es un producto del campo mexicano, histéricamente asociado al desarrollo de las
culturas mesoamericanas y es la base de su supervivencia desde hace mas de 3,500
afos (Paredes-Lopez et al. 2008). En la actualidad forma parte primordial de la dieta de
los mexicanos, aproximadamente el 75% del consumo es en forma de tortilla (Gutiérrez-
Cortez et al. 2010; Paredes Léopez et al. 1998). Debido al fenémeno de la globalizacion, la
popularidad de la tortilla se ha ampliado de manera considerable en nuestros dias. Por
ejemplo, en Estados Unidos y Espafia (Duran-de Bazua et al. 2007), China, Australia,
Malasia e Inglaterra (GRUMA 2018).

Existen dos tipos de establecimientos que producen la masa para hacer productos
derivados del maiz para consumo humano, estos son: los molinos tradicionales de
nixtamal que producen de 500 a 2000 kg/dia y las fabricas de harina de maiz

nixtamalizado que producen de 200 a 600 ton/dia.

En los dltimos afios ha aumentado el consumo de maiz para la produccion de tortillas y

botanas, ya que son consumidas en todo el mundo (Rodriguez et al. 2008).

El INEGI (2004) reporto un total de 63,459 establecimientos dedicados a la elaboracion de
tortillas y molienda de nixtamal, de las cuales 518 son de mayor escala ya que producen
mas de 1500 kg/dia. Por otro lado, para la elaboracién de harina de maiz se reportan 48

industrias de las cuales 30 son de gran escala (producen de 500-600 ton/dia).

Actualmente GRUMA es el mayor productor de maiz nixtamalizado en México y en 112
paises en donde ha sido notable su expansién en América, Europa, Asia y Oceania, a

través de sus marcas globales Maseca y Misssion (GRUMA 2018).

1.1. Composicion quimica del grano del maiz.

El genotipo de la variedad, el ambiente y las condiciones de siembra del maiz, varian la
composicion quimica y por consiguiente el valor nutritivo que presenta este grano
(Paredes et al. 2009). Las partes principales del grano de maiz difieren
considerablemente en su composicion quimica. La cubierta seminal o pericarpio (figura
1) se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda, aproximadamente el 87%, la
gue a su vez esta formada fundamentalmente por hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y

lignina (0,15%). El endospermo, en cambio, contiene un nivel elevado de almidén (87%)
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(Bartolo-Pérez et al. 1999; FAO, 1993). En un maiz normal, el granulo de almidon
contiene aproximadamente 27% de amilosa y 73% de amilopectina. En promedio, el
contenido de proteina del maiz es de 10% y una buena parte se encuentra en el germen
del grano. No obstante, tanto el endospermo como el pedicelo llegan a tener hasta un
9% de proteinas, clasificadas en cuatro tipos de acuerdo a su solubilidad en agua:
albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones salinas), prolaminas,
(solubles en soluciones alcohdlicas) y glutelinas (solubles en soluciones alcalinas o

acidas diluidas).

Endosperma

Germen
Pericarpio

Pedicelo

Figura 1. Grano de maiz y sus partes.

En el maiz, las prolaminas se encuentran principalmente en el endospermo que también
son llamadas ceinas, mientras que las glutelinas se encuentran en la matriz proteinica de
esta misma estructura; ambas proteinas constituyen cerca del 90% de las proteinas del
grano completo. Por el contrario, las del germen son casi en su totalidad albiminas y

globulinas.

La calidad nutritiva del maiz esta definida en buena medida por la calidad de sus
proteinas y ésta a su vez, la establece el contenido de los llamados aminoacidos
esenciales. Se ha encontrado que la ceina como la glutelina son deficientes en lisina y
triptéfano (Paredes et al. 2009).

En cuanto a la presencia de lipidos, se encuentran principalmente en el germen del grano
de maiz y representan alrededor del 3-18 % del peso total del grano. Dichos lipidos estan
compuestos por acidos grasos insaturados (82 %), entre ellos destacan poliinsaturados
como el acido oleico, alcanzando un valor medio del 24% y en menor medida el acido

linoléico. Por su parte los acidos grasos saturados (18% de los lipidos) como el palmitico

12



y estearico se encuentran en un 11% y 2%, respectivamente (Retes-Mantilla et al. 2015;
Salazar et al. 2014; Alezones et al. 2010).

Las vitaminas presentes en el maiz amarillo, contienen principalmente dos que son
solubles en grasa, el -caroteno o provitamina A y a-tocoferol o vitamina E. Las vitaminas
solubles en agua como tiamina y riboflavina se encuentran sobre todo en la capa de

aleurona del grano de maiz, y en menor medida en el germen y el endospermo.

Los minerales se encuentran en un 78% en el germen del grano, de los cuales los
componentes inorganicos mas abundantes son el fésforo, el azufre y en menor medida el
zinc y el hierro que dependen del tipo de maiz. La cantidad de calcio es de apenas 30
ppm, esta cantidad es baja comparada con los requisitos minimos necesarios para una

alimentacién adecuada (800 mg en niflos y 1, 200 mg en adultos) (Paredes et al. 2009).

1.2. Nixtamalizacion.

La nixtamalizacion procede del nahuatl nixtli-cenizas y tamalli-masa, es la preparacion
alcalina de pulpa de maiz. Este proceso se da en tres pasos: primero se pone en contacto
al maiz con una solucién saturada de hidréxido de calcio, luego se cuece de 50 a 90 min.
Posteriormente el maiz se somete a un proceso de remojo durante 12-18 h (Argun y
Argun 2018). En esta etapa se lleva a cabo la difusién del agua y el calcio en el grano
(Ruiz-Gutiérrez et al. 2008). Posteriormente el agua de remojo, conocida como nejayote
(del nahuatl: “nextli, cenizas de cal; “ayoh”, caldo o cosa aguada y “atl”, agua), se retira 'y
el maiz se lava dos o tres veces con agua para remover el exceso de calcio y materia
organica obtenida en el proceso, sin retirar el pericarpio ni el germen del maiz. De ésta
manera se obtiene el llamado maiz nixtamalizado o nixtamal, que llega a tener hasta 45%

de humedad, factor importante para la calidad de productos obtenidos con la masa.

Paredes et al. (2009) mencionan que el porcentaje de humedad éptimo para producir
tortillas de alta calidad y con buena vida de anaquel, es de 50 a 55%. La temperatura
relativamente alta y el pH alcalino durante la preparacién, facilita la transformacion de
diferentes componentes del grano como proteinas, lipidos y almiddn. Esta transformacion
incluye la degradacion del pericarpio, pérdida de proteinas solubles como globulina y
albumina principalmente de bajo peso molecular que estan contenidas en el germen

(Janve et al. 2012). Por otro lado, se han reportado que ocurren pérdidas importantes de
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tiamina, niacina, riboflavina, grasas y fibra en el grano de maiz durante el proceso de
nixtamalizacion (Diaz-Montes et al. 2016).

En este mismo tenor, parte del pericarpio, germen y fracciones del endospermo, se
pierden inevitablemente en el agua de desecho (Valderrama-Bravo et al. 2012). Gutiérrez-
Cortés et al. (2010) mencionan que es trascendente que en el proceso se mantenga un
equilibrio entre la cantidad de pericarpio que se pierde y del que se queda en el grano, ya
gue se ha visto que durante el cocimiento alcalino del maiz, la mayor parte del calcio es

retenido en el pericarpio (Diaz-Motes et al. 2016; Bartolo-Pérez et al. 1999).

Gutiérrez-Uribe et al. (2010) sefialan que la temperatura de coccion y el tiempo de reposo
son variables que afectan las propiedades microestructurales y morfolégicas del germen,
favoreciendo la difusiébn de agua y calcio a éste. Asi, el germen fija una considerable
cantidad de calcio, ya que durante el proceso se saponifican las grasas presentes en el
germen para formar sales de calcio de acidos alifaticos que determinan la especificidad
del calcio en las propiedades de la masa y la tortilla. Con los cambios estructurales que
ocurren en el grano, se adquieren propiedades reolégicas que determinan la aceptabilidad

del producto final (Ruiz-Gutiérrez, et al. 2010).

La transformacion de grandes cantidades de maiz, efectuada mediante el proceso de
nixtamalizacién y molienda requiere de grandes cantidades de agua. En el método
tradicional, el consumo en la etapa de la coccion y lavado del maiz es de tres partes de
agua por una de maiz, agua que aproximadamente es absorbida en un 14-48% por el
maiz durante la hidrélisis alcalina del pericarpio del grano (Gutiérrez-Uribe 2010). En
consecuencia, este proceso genera grandes cantidades de nejayote que se caracterizan
por poseer altos valores de pH, temperatura y concentracion de materia organica disuelta
y suspendida, proveniente del propio maiz (Rojas-Garcia et al. 2012; Duran de Buzla et
al. 2007; Pulido et al. 1987).

Valderrama-Bravo et al. (2012) mencionan que durante la nixtamalizaciéon se ocupan 75 L
para procesar 50 kg de maiz y por lo menos estos mismos 75 L se producen de agua
residual. Salmeron-Alcocer et al. (2003) calcularon que una planta con capacidad de 600
ton de maiz al dia genera entre 1500 y 2000 m® de nejayote. Rojas-Garcia et al. (2012)
estimaron que el volumen anual de nejayote en México era alrededor de 14.4 millones de

m3. Esta cantidad de aguas residuales, coloca a la industria del maiz nixtamalizado para
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consumo humano dentro de los cinco principales liquidos contaminantes que se

presentan en el pais (Monroy-Rivera 2008).

Actualmente en México, la regulacion en el tratamiento del nejayote y su disposicion se
aplica solamente a la produccién industrial de productos nixtamalizados. La Norma oficial
mexicana (NOM-001-ECOL-1996), que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales, en aguas y bienes nacionales; y la
Norma oficial mexicana (NOM-002-ECOL-1996), que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de
alcantarillado urbano o municipal, segun corresponda. Por lo tanto, no existe regulacion
de los procesos de nixtamalizacién en pequefios molinos, los cuales descargan sus aguas

residuales sin tratar al sistema de alcantarillado (Valderrama-Bravo et al. 2012).

Los desechos de la nixtamalizacién del maiz poseen caracteristicas que pueden ser muy
Utiles para produccion de biomasa, debido al potencial que presentan por su abundancia,
disponibilidad y bajo costo, y que mediante su explotacién se pueden obtener compuestos
y productos con rendimiento industrial (de valor agregado). Estos desechos pueden ser
utilizados como fuente de carbono para el crecimiento de hongos y bacterias, y en la
produccion de enzimas de importancia industrial como xilanasas, feruloil esterasas,

amilasas y glucoamilasas (Quifiones-Pérez et al. 2008).

El nejayote estd compuesto principalmente por pericarpio del maiz, sélidos en solucién
entre los que se incluyen arabinoxilanos, almidones, proteinas, dextrinas, calcio y
compuestos fendlicos antioxidantes, como el acido p-cumarico y el acido ferulico, por citar
algunos (Ramirez-Romero et al. 2013). Ademas, presenta un rango de temperatura que
oscila entre 40-70°C y un pH que se encuentra entre 12 y 14, razén que hace al nejayote
un agua residual con un alto grado de dificultad para su tratamiento (Orozco et al. 2008).
Por su parte Valderrama-Bravo et al. (2012) mencionan que el nejayote es un efluente
altamente contaminante debido a la carga de materia organica e inorganica que genera
una DBOs de 190-7,875 mg/L, una DQO con valores entre 1,670 — 21,280 mg/L y una
alcalinidad total de 180 — 3,260 mg de CaCOxl/L.
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1.3. Problematica ambiental.

En México se ha tratado de instrumentar legislaciones para la regulacién de la disposicion
y tratamiento del nejayote, ya que solo se aplica a la elaboracion de productos
nixtamalizados. Por lo tanto, no hay regulacion en los procesos tradicionales de
nixtamalizacion de pequefios molinos, lo que muestra que este proceso es una importante
fuente de contaminacion del agua (Valderrama-Bravo et al. 2012; Ramirez-Romero et al.
2007). Estas descargas provocan que la turbiedad de los ecosistemas acuaticos
receptores de dichas descargas, disminuya la entrada de los rayos solares necesarios
para los procesos fotosintéticos. Por otro lado, el aumento de nutrientes convierte a los
ecosistemas acuaticos en sistemas altamente eutroficos, lo que provoca la disminucion
del oxigeno disuelto en el cuerpo de agua haciendo dificil la supervivencia de los

organismos presentes (Wetzel 1995).

La problematica ambiental que se genera de este proceso, es dificil de resolver debido a
la complejidad de estos efluentes. El problema del tratamiento del nejayote se ha
abordado desde el punto de vista de la disminucién de la contaminacién ambiental. Al
respecto se han estudiado diferentes procesos para el tratamiento del nejayote. Pulido et
al. (1987) realizaron pruebas durante ocho afios a nivel laboratorio con los sistemas
tradicionales de tratamiento biol6gico empleados en ingenieria sanitaria, entre ellos los de
lodos activados, reactores empacados aerobios y anaerobios y reactores biol6gicos
rotatorios, resultando este ultimo el sistema mas eficaz para su depuracion. Este grupo de
investigadores mostrd que los reactores bioldgicos rotatorios de 15 y 50 litros podrian ser
usados con éxito, por lo que hicieron comparaciones con un reactor de 250 litros para
tratar de modelar matematicamente el proceso. Posteriormente, se escalaron estos
reactores a nivel planta piloto (2,500 litros) con el objetivo de encontrar un modelo que
permitiera un proceso a nivel semi-industrial y para construir equipos de tratamiento de
aguas residuales, tanto para molinos de nixtamal como para las fabricas de harina. Al
inicio del estudio el nejayote tenia valores de la DQO de 25,000 mg/L, sélidos
suspendidos totales (SST) de 20,000 mg/L y pH de 11.5. La eficiencia en la disminucién
de la materia organica expresada como DQO fue del 54.62% en el reactor de 15 litros y
de 70.97% en el reactor de 50 litros.

Por otra parte, se han generado tecnologias alternas a la nixtamalizacion tradicional en
las que se reduce la produccién de nejayote y el consumo de agua. Un ejemplo es el

estudio realzado por Duran de BuzlUa et al. (2007) donde proponen un sistema de

16



tratamiento anaerdbico-aerdbico del nejayote, compacto y de facil operacion, con el que
se obtienen bioproductos que pueden utilizarse como fuente de energia para el proceso
de nixtamalizacion o bien alimento para peces, dandole asi un valor agregado a este
tratamiento. El sistema consiste en aplicar un tratamiento anaerobio después de un
tratamiento primario (filtracién, sedimentacién), en donde se transforma la mayor cantidad
de la materia biodegradable disuelta en biogas (metano y CO,). Después de este
procedimiento se emplea un tratamiento aerobio con el cual se logra remover trazas de
sulfitos y otros compuestos indeseables en el agua tratada y convierte la materia organica
remanente en biomasa rica en proteinas. Esta propuesta logra transformar el 80% de
material biodegradable disuelto en biogas rico en metano para ser utilizado como fuente

de energia en el proceso.

En otro estudio realizado por Valderrama-Bravo et al. (2012), se establecieron las mejores
condiciones de operacion de membranas de filtracidn intermitente a presidon constante
para el nejayote, con el fin de reducir el contenido de sélidos totales y dar una alternativa
de reusar el liquido residual. Los resultados muestran que la filtracién permite reducir casi
el 50 % de la materia organica del nejayote (remocién de la DQO= 45 %). En la Tabla 1 se

muestra la caracterizacién de agua de nejayote antes y después de la filtracion.

En la recuperacion de componentes Utiles para la industria, ha llamado la atencion el
nejayote. Castro-Mufioz et al. (2015) realizaron estudios a nivel laboratorio con
mecanismos de ultrafiltracion, usaron membranas de 100 kDa para recuperar
carbohidratos logrando una recuperacion de 46.6 % de carbohidratos totales. Este
procedimiento permitio disminuir de manera considerable la turbidez (95.3 %), la cantidad
de solidos totales (22 %), de calcio (14.7 %) y de carbono organico total (29.3 %). Una de
las desventajas de esta metodologia, es que se ocluye totalmente la membrana con el
primer tratamiento del nejayote, sin embargo, puede ser parte del tratamiento y disminuir

contaminantes en el efluente.
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Tabla 1. Composicién fisicoquimica del nejayote (Valderrama-Bravo et al. 2012)

Nejayote Filtrado
pH 11.39+0.49 10.53 +0.32
Humedad (%) 97.72 £ 0.26 98.90 £ 0.21
Proteina cruda (%) 0.113 £ 0.007 0.112 £ 0.027
Fibra (%) 0.581 + 0.013 0.271+0.014
Carbohidratos (%) 0.862 £ 0.016 0.379 £ 0.031

Calcio (mg/L)
Dureza (mg/L)

Cenizas (%)

Conductividad eléctrica (uS/cm)

DBOs (mg/L)
DQO (mg/L)

Solidos sedimentables (mL/L)

Soélidos suspendidos tot (mg/L)

1,526.21 + 26.53

6, 768.67 £ 0.46
0.767 +£0.014
4,510.12 +14.14
14, 218.75 + 309.36
40, 058.14 + 82,22
> 100.00
8,342.25+25.3

712.40 £ 11.53

3, 847.48 + 15.20
0.3345 + 0.0182
4,030.23+11.10
6,212.25 +123.74
21,783.68 £ 115.35
<100.00

140.6 £ 8.7

1.4. Alginato.

El alginato es un biopolimero que se obtiene de las algas pardas marinas de la familia de
las feoficeas. Es un componente de la pared celular que forma un gel conteniendo iones
de sodio, calcio, magnesio, estroncio y bario. La funcion principal de este biopolimero es

proporcionar fuerza y flexibilidad al alga (Alistar et al. 2006).
1.4.1. Capacidad de gelificacion del alginato.

El alginato es la sal de acido alginico, un polisacarido aniénico natural formado por largas
cadenas de bloques con enlace homopolimérico B (1— 4) de B-D-manuronato (M) y
cadenas lineales de enlaces a (1— 4) de residuos de a-L-guluronato (G). Las formulas de

las dos unidades constituyentes se muestran en la Figura 2.
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Acido a-(1 = 4)-L-Guluronico Acido B-(1 - 4)-D-Manurdnico

H

Figura 2. Mondmeros que conforman el alginato (Donati et al. 2005).

La composicién del acido alginico es variable y puede estar formada por bloques
homopoliméricos de residuos de G o M (poli G y poli M, respectivamente) y bloques
heteropoliméricos de M y G alternados (M-G-M-G). El contenido relativo de cada uno de
estos bloques depende del tipo de alga y, en menor medida, de las condiciones de su
crecimiento (Jauregui-Rincén et al. 2009). Los grupos funcionales con los que se forman
puentes de hidrégeno al momento de entrelazarse las cadenas del polimero son los
grupos carboxilo e hidroxilo. Las cadenas entrecruzadas permiten la captacion de iones
metdlicos. Los estudios de carga superficial han demostrado que la disponibilidad de
estos lugares depende del pH (Diaz de Apodaca et al. 2007). La estructura que forman
dos cadenas de alginato con los iones calcio en el eje no es plana, sino que adquiere una
forma helicoidal, que se asemeja a una “caja de huevos”, donde los iones divalentes “son
representados por los huevos” y los residuos de guluronato forman la “caja” que contiene
a dichos iones, de ahi el nombre propuesto por Rees (1969) del “egg box” para describir
la formacién del gel de alginato de algun ion divalente (Figura 3). Inicialmente se creia que
solo con cadenas de G se lograba la interaccion Ca*?-alginato para formar geles, llenando
los espacios entre grupos carboxilicos y grupos hidroxilo con este ion. Recientemente se
ha visto que no solo los bloques de G, sino también los bloques MG pueden tener

interacciones entre Ca*?- alginato (Alistar et al. 2005).

La forma que adopta la macromolécula depende de su composicion, asi se ha
demostrado que los blogues de M originan zonas casi planas, con estructura semejante a
una cinta, mientras que las de G presentan una estructura con entrantes y salientes
(Alistar et al. 2005).
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al-—4

G(‘Cl) “» G(,Cl)

Figura 3. Modelo de egg box (Donati y Paoletti 2009).

Las propiedades fisicas del alginato dependen de la proporcion relativa de los diferentes
tipos de bloques, el que contiene una alta proporcion de G, produce geles muy rigidos que
se forman muy rapido. Por el contrario, cuando el alginato esta formados por residuos de

manuronato, se forma un gel mas suave y elastico (Alistar et al. 2005).

Las sales de cationes monovalentes como el Na*, K", NH4* del &cido alginico son solubles
en soluciones acuosas a pH mayor de 3.5. También son solubles en mezclas de agua y
solventes organicos. Por el contrario, el acido alginico y sus sales con cationes
polivalentes como el aluminio, bario, estroncio, calcio, son insolubles en agua (Alistar et
al. 2006; Gonzalez 2009; Jauregui-Rincon et al. 2009). Debido a los valores de pKa de los
residuos de manuronato (pKawm = 3.38) y del guluronato (pKae = 3.65), la carga y
estabilidad de este polisacarido pueden variar segun el pH de la disolucion en que se
encuentre (Jauregui-Rincon et al. 2009). Si se reduce rapidamente el pH de 6 a 2 se
produce un precipitado gelatinoso de acido alginico (Jauregui-Rincon et al. 2009). Sin
embargo, valores de pH bajos y muy elevados, promueven la hidrélisis de este
biopolimero y en consecuencia la disminucién en su peso molecular, disminuyendo la

viscosidad de la disolucion.
1.4.2. Remocion de contaminantes por alginato.

El estudio para la mejora de los tratamientos de aguas residuales ha estado en constante
desarrollo para encontrar cada vez mejores alternativas de tratamiento. Recientemente
Lozano-Alvarez et al. (2009) y Jauregui-Rincén et al. (2009) han encontrado que el uso de
biopolimeros como la xantana y el alginato arroja porcentajes aceptables de remocion de
colorantes, en el que el valor de la remocion dependera del tipo de colorante y el

biopolimero utilizado. El estudio que realizaron fue sobre la adsorcion de amarillo disperso
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54 (DY54) con estos biopolimeros. Encontraron que el sistema alginato-DY54 logré una
mayor remocion de colorante cuando disminuy6 el pH a valores menores de 10.8, éste
sistema logr6 una remocién del 83.9 %. En colorantes tipo azo Lozano-Alvarez et al.
(2019) encontraron que moléculas de alto peso molecular cargadas positivamente son
removidos con mayor eficiencia, esto permite predecir el tipo de colorante con estructura

azo que puede ser removido con alginato de forma eficiente.

Thripathy et al. (2001) sintetizaron un polimero de alginato injertado con poliacrilamida el
cual se utilizdé como floculante para disminuir la turbiedad de aguas residuales
provenientes de las minas de carbén. El estudio se realiz6 en cinco minas de la India,
compararon su eficiencia con la de cinco polimeros comerciales y encontraron que este
polimero es un floculante efectivo para disminuir la turbiedad en este tipo de aguas

residuales.

En otros estudios, el alginato se ha utilizado para inmovilizar agentes adsorbentes
presentes en cascaras de naranja y platano para eliminar metales pesados, facilitando asi
su separacion. Este método resulté efectivo para eliminar plomo, cobre y zinc presentes
en aguas residuales de la industria de manufactura y metal-mecanica (Y-Ling et al. 2010).
Estudios similares fueron realizados por Park y Chee (2004), quienes utilizaron alginato
modificado, éste en forma ramificada formando capsulas y peliculas con capacidad de
adsorber metales pesados de aguas residuales, resultando util ya que fue eficiente en 10

ciclos de adsorcion-desorcion.

Retes-Pruneda et al. (2014) encontraron que el uso de alginato de sodio resulté efectivo
en el tratamiento fisicoquimico de vinazas tequileras para la remocién de solidos totales,
DBOs y DQO, observandose que con una concentracion al 3% de alginato y a un valor de

pH = 9 se obtuvo una mayor capacidad de remocién de contaminantes.

Debido a la capacidad de adsorcion y de atrapamiento entre las moléculas entrelazadas
de alginato, es posible su utilizacién para la remocién de contaminantes en el agua de

desecho de la industria del nixtamal (nejayote).
1.5. Quitosano.

La quitina se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza, después de la celulosa,
es el polimero natural mas abundante. Tiene una tasa de reposicion tan alta en la biosfera

que permite suponer gque representa un recurso renovable importante. Las principales
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fuentes de quitina son: exoesqueletos de crustaceos, alas de insectos y paredes celulares
de hongos y algas (Hernandez Cocoletzi et al. 2009; Larez-Velazquez 2006). Al
desacetilar la quitina (figura 4) de forma quimica o enzimética se obtiene el quitosano tal
como se muestra en la figura siguiente (Suarez-Meraz et al. 2016; Escorcia et al. 2009;
Guibal y Roussy 2007).

NHCOCH3 NH3»
CH OH CH50H

? n 2 o OH n

0 1DH OH 0 0
L
0 CH50H -éo CH,0H
-é ? [:-eacemmmn 2
NHCOCH3 NH;
Quitina Quitosano

Figura 4. Diagrama de obtencién del quitosano por desacetilacion quimica de la quitina (Escorcia et al. 2009).

El quitosano es un polisacarido lineal que se compone por dos tipos de unidades
estructurales que se distribuyen de manera aleatoria a lo largo de la cadena polimérica,
gue son la N—acetil-D—glucosamina y la D—glucosamina, las cuales se encuentran unidas
entre si por enlaces del tipo B (1—4) glicosidicos (Rodriguez-Pedrozo et al. 2009; Bolto y
Gregory 2007; No y Meyers 1989). Las propiedades fisicoquimicas como el caracter
acido-base, solubilidad y cationicidad, estan relacionadas con los grupos amino presentes
en la estructura del quitosano, esto le permite formar enlaces con cationes metélicos en
soluciones cercanas a la neutralidad y también interactuar con soluciones anionicas en

condiciones acidas (Guibal y Roussy 2007).
1.5.1. Remocion de contaminantes por quitosano.

El quitosano ha sido ampliamente utilizado como coagulante-floculante en el tratamiento
de aguas residuales que contienen tinta generada del proceso de elaboracion de envases
(Roussy et al. 2005), en el tratamiento de aguas residuales de la industria del petréleo
(Caldera et al. 2011) y en la remocion de colorantes y de iones metalicos toxicos (Rios-
Donato et al. 2013; Perju y Dragan 2010; Cheung et al. 2009; Guibal et al. 2006;
Annanduray 2002).
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Campo-Vera et al. (2018) Probaron quitosano de bajo peso molecular solo y combinado
con extracto acuoso de cascara de naranja para remover materia organica de aguas

residuales, logrando disminuir la turbiedad en un 79 %.

En otros estudios, para el tratamiento de aguas residuales, Budnyak et al. (2014)
probaron que el quitosano inmovilizado sobre superficie de silice mejora su capacidad de
adsorcion para micro cantidades de iones de: Zn (Il), Cd (Il), Pb (Il), Cu (Il), Fe (lll), Mo
(V) y V (V) en medio acuoso y en un rango de pH 1 a pH 8; ademas obtuvieron

resultados de alta adsorcion en poco tiempo de contacto.

Como agente coagulante-floculante, Caldera et al. (2015) probaron su eficiencia en el
tratamiento de aguas residuales de la industria avicola y petrolera que poseen una alta
turbidez, también lo hicieron de forma artificial, es decir, prepararon un agua residual en el
laboratorio. Por medio de un proceso de coagulaciéon con quitosano en muestras de agua
residual de la industria avicola lograron una eficiencia en la remocién de la DQO de 71 —
81 % y de la turbidez del 77-87 %, mientras que en aguas de la industria petrolera
removieron solo el 60 % de la DQO y 90-95 % de turbidez.

Suarez-Meraz et al. (2016) realizaron procesos de coagulacién-floculacidon en aguas de
desecho de la industria de la nixtamalizacion (nejayote) y lograron remover hasta un 80 %
de la turbidez. El potencial z de coloides del nejayote y las propiedades del quitosano,
como el peso molecular, el grado de desacetilacién, puentes de hidrégeno y fuerzas de
vander Waals explicaron el proceso de coagulacion y por consiguiente la eficiencia de
dicho proceso. Utilizaron la carga positiva del quitosano para neutralizar las fuerzas
negativas del nejayote; encontraron que a pH 6 el quitosano de bajo peso molecular
presentd un valor del potencial zeta de +9.8 con capacidad de neutralizar la superficie
cargada de los coloides del nejayote de potencial zeta igual a -6.71. Estas condiciones

cambiaron con quitosano de mayor peso molecular y se ajusté disminuyendo el pH.
1.6. Biorremediacion.

La capacidad de los microorganismos de convertir compuestos complejos a sustancias
elementales y los contaminantes a compuestos no téxicos se refiere a la biodegradacion,

gue de este modo permite restablece el flujo en los ciclos biogeoquimicos (Sodhi 2000).

La biorremediacién es un método eficaz para eliminar o neutralizar contaminantes del

agua o del suelo (Kahraman 2003; Reddy y Matew 2001). En ella se involucran diversos
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organismos, sin embargo, los hongos a diferencia de las bacterias, han demostrado
mayor tolerancia a concentraciones altas de contaminantes. Especificamente los hongos
de la podredumbre blanca de la madera, son microorganismos que desempefian un papel
clave como reguladores del ciclo del carbono. Ademas, toleran valores de pH mas bajos
gue las bacterias, razén por la que han sido muy estudiados bajo condiciones de

laboratorio (Evans y Hedge 2001).
1.6.1. Lignocelulosa.

La pared celular de las plantas esta formada por lignocelulosa que es el principal y mas
abundante componente de la biomasa producida por la fotosintesis. Esta conformada por
celulosa, hemicelulosa y lignina, la composicion y porcentajes de los polimeros varian

entre las especies de plantas, incluso entre la edad y la etapa de crecimiento.

La celulosa es el biopolimero més abundante de la naturaleza, ya que forma parte de la
estructura biolégica de los vegetales. Esta formada por monémeros de glucosa que estan
unidos por enlaces glucosidicos B-1,4, forman grandes cadenas lineales llamadas
microfibrillas que se unen entre si, por puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals
intramoleculares, esto forma una estructura cristalina resistente a la hidrélisis y regiones
amorfas susceptibles a la degradacion enzimatica (Medina-Morales et al. 2011; Cuervo et
al. 2009).

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos conformado por
diferentes polimeros tales como: pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (glucosa,
manosa y galactosa) y acidos urénicos como 4-O-metilglucurénico, D-galacturénico y D-
glucurénico. EI componente hemicelulésico principal de algunos materiales vegetales
como maderas duras son los xilanos y en maderas suaves el glucomanano. Este polimero
posee un peso molecular mas bajo que la celulosa y contiene ramificaciones con cadenas
laterales cortas de azUcares diferentes facilmente hidrolizables (Medina-Morales et al.
2011; Martinez et al. 2005).

La lignina es un polimero aromatico, heterogéneo, ramificado, amorfo y tridimensional
donde definitivamente no existe ninguna unidad repetida (Basaure 2005). Esta formada
por alcoholes arométicos (alcohol p-cumarilico, alcohol p-coniferilico y alcohol sinapilico)
gue dan soporte, rigidez, impermeabilidad y proteccion a los polisacaridos estructurales

(celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a la degradacién quimica y bioldgica,
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dando como resultado su baja biodisponibilidad (Cuervo 2009; Arora et al. 2005; Pérez
2002). En la figura 5 se muestra la estructura de la lignocelulosa, es decir, la asociacion

gue existe entre la celulosa y la hemicelulosa con la lignina.

¢
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Figura 5. Estructura de la lignocelulosa. La celulosa, la hemicelulosa y la lignina forman estructuras
llamadas microfibrillas, organizadas en macrofibras que regulan la estabilidad de la pared celular de las
plantas (Gurdo 2016).

Existen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares: los que producen hidrolasas
que degradan la celulosa y la hemicelulosa (celulasas y hemicelulasas), y los que
despolimerizan la lignina por reacciones de oxidacion (peroxidasas y lacasas) (Pérez et al.
2002).

1.6.2. Hongos utilizados en biorremediacion.

La principal relevancia de los hongos de la podredumbre blanca, esta en su habilidad por
degradar una gran variedad de compuestos como hidrocarburos aromaticos
poliaromaticos (PAHs), benceno/tolueno/etilbenceno/xileno (BTEX) y sustancias
aromaticas sintéticas como los clorofenoles (Quintero et al. 2011; Torres et al. 2003;
Harvey y Thurston 2001).

Ademas, gracias a la extension de sus hifas, pueden alcanzar contaminantes que no
estan biodisponibles para otros organismos. Estos hongos requieren de sustratos
lignocelulésicos para su crecimiento. Existen tres grupos de hongos que tienen la

capacidad de degradar o modificar la lignina, éstos son: los hongos de la podredumbre
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café, hongos de la podredumbre blanda y hongos de la podredumbre blanca de la madera
(Arora 2004).

Los hongos de la podredumbre café pertenecen a la subdivisién de los basidiomicetos,
éstos solamente modifican la lignina por desmetilacion, degradan la celulosa y
hemicelulosa. El sistema principal de oxidacion es la generacién de peréxido de hidrogeno
(H20,) y iones Fe*2. Estos hongos estan limitados a la generacion de iones oxhidrilo que
oxidan la celulosa y hemicelulosa, oxidando muy poco a la lignina, Unicamente
contribuyen a la hidroxilacion aromatica y al rompimiento de los anillos. Tienen preferencia
por sustratos de coniferas (gimnospermas) que son de madera blanda y dejan una
madera residual de color café y quebradiza a menudo en piezas secas. Un ejemplo de
este grupo, es Serpula lacrymans, que se propaga rapidamente y es uno de los

organismos mas destructivos de este tipo de sustratos.

Los hongos de la podredumbre blanda pertenecen a las subdivisiones de los Ascomicetes
y Deuteromicetes, aunque son capaces de degradar inmediatamente la celulosa y la
hemicelulosa, solo modifican la lignina. Estos penetran la pared secundaria de la madera
formando cavidades en las cuales pueden propagarse. Sin embargo, a través de la
madera no lo hacen tan facilmente ya que sus enzimas no se difunden libremente a través
de ésta. Ejemplos de estos organismos son: Chaetomium sp., Ceratocystis sp., vy

Phialophora sp.

Los hongos de la podredumbre blanca también son llamados hongos ligninoliticos (HL),
ya que son los Unicos que se conoce que pueden descomponer la lignina, aunque ésta no
es su unica fuente de carbono y energia. La degradacion de la lignina los habilita para
tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, su principal fuente de carbono y energia (Arora
2004; Pérez et al. 2002). Poseen un alto poder de degradacién de la lignocelulosa con la
liberacion de enzimas no especificas que les provee de habilidades para degradar una

amplia variedad de contaminantes.

En la naturaleza, los HL son basidiomicetos comunes en bosques de pino y encino. Su
nominacion procede de su capacidad de mineralizacién de la lignina en CO; y H,O y sus
derivados que le da a la madera un aspecto blanquecino (Davila 2006; Arora 2001). Estos
hongos realizan una funcion natural esencial en la conversion de lignina, la cual es un
polimero polifendlico heterogéneo que es degradado por oxidacion. El reciclaje de lignina

por hongos de la pudricién blanca, es un factor fundamental del ciclo del carbono en los
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bosques, una de las mayores reservas de carbono organico del suelo. Estos hongos
tienen capacidad de producir una o mas enzimas ligninoliticas extracelulares que son la
lignina peroxidasa (LiP), Manganeso peroxidasa (MnP) y Lacasa (Lac), enzimas
responsables de la degradacion de la lignina y con mayor importancia y aplicacion
industrial (Pant y Adholeya 2007; Pérez et al. 2002; Gadd 2001).

1.6.3. Mecanismos de degradacién por hongos ligninoliticos.

Estudios realizados en los afios setenta con HL, comprobaron que con la degradacion de
la lignina se obtenian productos que provenian de la ruptura oxidativa de anillos
aromaticos (Kirk y Chang 1975), por lo que se pensé que las oxigenasas extracelulares
podian estar involucradas en la transformacién de la lignina. Posteriormente descubrieron
una ligninasa capaz de oxidar y despolimerizar la lignina y compuestos modelo, cuya
actividad enzimética dependia del perdéxido de hidrégeno (H.O;), ademas compartia
algunas caracteristicas con las hemoproteinas transportadoras de oxigeno y que era en
realidad una peroxidasa. A esta enzima se le denomina ahora como lignino peroxidasa
(LiP) (Glenn y Gold 1985). A partir de este hallazgo, se encontrd la producciéon de dos
hemoperoxidasas mas; la manganeso peroxidasa (MnP) que oxida el Mn*? a la especie
oxidante Mn*3 (Glenn y Gold 1985) y a la peroxidasa versatil (PV) que se ha encontrado
en los géneros Pleurotus y Bjerkandera. Esta enzima conjuga las propiedades cataliticas
de LiP y MnP (Heinfling et al. 1998; Mester y Field 1998).

Como ya se ha mencionado, los hongos de la podredumbre blanca de la madera
degradan la lignina para acceder a la hemicelulosa y a la celulosa, los cuales son sus
verdaderos sustratos primarios. Estos sustratos también les permiten mantener una
adecuada produccion de enzimas en procesos de biorremediacion (Quintero et al. 2006).
El metabolismo ligninolitico generalmente denominado “sistema de degradacion de
lignina” es inducido por deficiencia o limitacion de nutrientes, principalmente nitrégeno y
carbono (Quintero 2011). La accién de este sistema es estrictamente extracelular y en él
intervienen un grupo de hemoproteinas extracelulares denominadas enzimas peroxidasas
(Tirado-Gonzalez et al. 2015; Smith y Veitch 1998).

Ademas de estas peroxidasas, se detecto la produccion de una fenol oxidasa denominada
lacasa (Lac). Esta enzima reduce el oxigeno molecular a agua, y a través de la utilizacién

de ciertos compuestos redox puede ser capaz de ampliar su espectro de sustratos,
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logrando asi la oxidacion de porciones no fendlicas de la lignina (Bourbonnais y Paice
1990).

El patrén de actividad de estas enzimas es especifico del género y especie de hongo de
la pudricién blanca involucrado, algunos excretan la LiP, la MnP y no la Lac, 6 la MnP, la
Lac y no la LiP, etc. Estos hongos también producen otras enzimas extracelulares que
estan indirectamente asociadas con la mineralizacion de lignina: como la glioxal oxidasa y
la superéxido dismutasa que cataliza la disminucién del superéxido en oxigeno y perdxido
gue es necesario para la actividad de la LiP y la MnP; mientras, otras enzimas fangicas
funcionan como enlace entre las rutas de mineralizacién de la lignocelulosa, como la
glucosa oxidasa, la aril alcohol oxidasa, la celobiosa quinona oxidorreductasa y la
celobiosa deshidrogenasa, segln se reporta en la literatura (Pointing 2001; Leonowicz et
al.1991).

La sintesis fungica de la Lacasa, LiP y la MnP se realiza bajo una alta tension de oxigeno,
en agitacion o cuando los hongos de la podredumbre blanca se cultivan en medio sélido.
Estas enzimas son inespecificas y se inducen en condicién limitante de nutrientes, como
la fuente de nitr6geno (Bertrant et al. 2013; Christian et al. 2005). Este complejo
enzimatico inespecifico fungico extracelular, tiene potencial en la eliminacion de
xenobidticos con estructura gquimica similar a la lignina (Pointing 2001) tales como:
aromaticos, nitroaromaticos, aromaticos policiclicos, herbicidas, pesticidas, detergentes,
clorofenoles y colorantes (D"Annibale et al. 2005; Demir 2004; Moldes et al. 2003; Scheel
et al. 2000).

Actualmente los hongos de la podredumbre blanca, asi como sus enzimas se utilizan en
la eliminacion de contaminantes xenobidticos solubles e insolubles, con resultados
mejores que con bacterias (Chan-Cupul et al. 2016; Shah y Nerud 2002; Cameron et al.
2000).

1.6.3.1. Ciclo catalitico de las peroxidasas.

Las enzimas peroxidasas como la lignino peroxidasas (LiP) y la manganeso peroxidasa
(MnP), contienen un grupo prostético (hemo), siendo este, su sitio activo. Esta es la razén
por la que también son llamadas hemoenzimas. Estas utilizan el peréxido de hidrogeno
como aceptor de electrones para catalizar la transformacion de una amplia variedad de

sustratos.
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El ciclo catalitico de estas enzimas en presencia de perdxido de hidrégeno se muestra en
la figura 6. El grupo hemo reacciona primero con una molécula de peroxido de hidrégeno
la cual quita dos electrones al sitio catalitico, uno oxida el Fe(lll) a Fe(lV) y el otro electron
es sustraido de la porfirina y el hueco generado es estabilizado por su deslocalizacion en
el anillo porfirinico. Durante esta reaccion el perdoxido de hidrégeno se reduce a agua

mientras la enzima es oxidada y se forma el compuesto |.
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Figura 6. Ciclo catalitico de hemoenzimas en presencia de peréxido de hidrégeno (Sanchez 2009).

Asi el compuesto | requiere ser oxidado al necesitar recuperar los electrones perdidos,
reacciona con una molécula de sustrato (RH), extrayendo un electron. De ésta manera es
oxidado el sustrato y se transforma en un radical (R*) y el anillo porfirinico recupera el
electrén, de ésta forma se reduce formando el compuesto Il, al que aun le falta al Fe(lV)
recuperar un electron y poder regresar a su estado nativo. Es por eso que reacciona con
otra molécula de sustrato y le sustrae un electron, lo cual permite pasar de Fe(IV) a Fe(lll).
Como resultado de la reduccién del compuesto Il, la enzima regresa al estado férrico
correspondiente (a la forma nativa de la enzima), con una concomitante oxidacién de otra
molécula del sustrato y produccion de agua (Arora 2004; Torres et al. 2003).
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1.6.3.2. Lignino peroxidasa (LiP).

La LiP (1.11.1.14) es una glicoproteina de peso molecular de 38 - 43 kDa, oxida
compuestos fendlicos y aromaticos no fendlicos. Son hemoproteinas secretadas por el
metabolismo secundario de los hongos ligninoliticos. Se pueden generar isoenzimas con
similares pesos moleculares, tiene 1 mol de hierro protoporfirinico IX por mol de enzima,
su punto isoeléctrico se encuentra entre 3.2 - 4.0 (Edwards et al. 1993; Poulos et al.
1993).

La actividad de la LiP es dependiente del peroxido de hidrégeno (H20>) para poder llevar
a cabo reacciones de oxidacion, la reaccién que cataliza es 1,2-bis (3,4-dimetoxifenil)
propano-1,3-diol + H>0> — 3,4-dimetoxibenzaldehido (veratraldehido) + 1-(3,4-
dimetoxifenil) etano-1,2diol + H,O. Es capaz de oxidar compuestos fendlicos generando
radicales fenoxi. Sin embargo, debido a su alto potencial redox y pH bajo éptimo, es
capaz de oxidar sustratos aromaticos no fendlicos que no pueden ser oxidados por otras

peroxidasas (Pérez et al. 2002).

El centro catalitico de esta enzima es similar a otras peroxidasas (Arora 2004; Cai y Tien
1991). Los diferentes estados de oxidacion del hierro a lo largo del ciclo catalitico se
encuentran localizados por encima y por debajo del plano que ocupa el grupo hemo, en
los denominados respectivamente lados distal y proximal en referencia a las dos histidinas
axiales, una de las cuales actila como quinto ligando del hierro (Wariishi y Gold 1990).
Los residuos de aminoacidos del sitio activo de la LiP son homdélogos a los de otras
peroxidasas; sin embargo, a diferencia de otras, no se observa dependencia del pH para

la reaccion de la enzima con H>O, para formar el Compuesto | que es altamente oxidante.

El mecanismo de reaccion que sigue la LiP es la siguiente:

LiP(Fe*?)P +H,0, — LiP-I(Fe** =O)P° + H,0
LiP-I(Fe** =0)P° + R — LiP-li(Fe** =O)P + R®

LiP-li(Fe* =0)P + R+ 2H — LiP(Fe*3)P +H,0,

En esta reaccion, R es el sustrato y P es la porfirina. El peréxido reacciona con la enzima

nativa (LiP(Fe*®)P) y le sustrae dos electrones, uno oxida al Fe*? y el otro deja un hueco
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en el anillo porfirinico dejandolo en forma i6nica, esto da lugar al Compuesto | (LiP-I(Fe**
=0)P°) que tiene un complejo de valencia alto (Fe*=0), y un radical catiénico porfirinico
(P°). Luego, el Compuesto | oxida una molécula de sustrato (R) al extraerle un electrén y
se forma un radical catiénico (R°) y estabiliza el anillo porfirinico (LiP-II(Fe** =O)P) siendo
éste el Compuesto Il. En seguida, reacciona con otra molécula de sustrato (R) que reduce
el Fe de complejo (Fe**=0)P a LiP(Fe*®)P, es decir a su forma nativa (Arora 2004; Tieny
Ma 1997; Edwards et al. 1993; Poulos et al. 1993).

Por otra parte, en la ausencia de un sustrato no oxidado, o bien, alta concentracion de
H.0,, el Compuesto Il (LiP-ll (Fe**=0)P) es fuertemente oxidado por el H,O, a un

compuesto Il [LiPlII(Fe*=0,)P], que representa una forma catalitica de actividad limitada.

LiP-1l (Fe**=0)P + H,0, —» LiPIl(Fe*3=0,)P+ H,0

Cuando se forma el compuesto Il de la LiP, regresa inmediatamente a su estado nativo
con la presencia de peréxido de hidrégeno y alcohol veratrilico (3, 4-dimetoxibencil
alcohol; AV). El AV protege de la inactivacion a la enzima con el peréxido de hidrégeno, y

asi poder pasar a su estado nativo. La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

LiP-1ll (Fe**=0,)P + VA + H,0, — LiP(Fe™)P

Muchos de los sustratos oxidados por la LiP se caracterizan por tener un potencial Redox
menor que el de la enzima, lo que le permite extraer un electron directamente desde el
anillo aromatico, produciendo radicales catiénicos, es asi que puede degradar una gran

variedad de contaminantes aromaticos (Tirado-Gonzéalez et al. 2015; Poulos et al. 1993).

Por otro lado, el alcohol veratrilico (AV); que proviene de la degradacién de la lignina;
interviene en el ciclo catalitico de a LiP como mediador en la transferencia de carga de la
catalisis de la LiP (Figura 7), esto debido a que tiene un potencial redox menor que el de
la enzima por lo que puede ser oxidado y reducido por ésta. Especificamente es oxidado
por el Compuesto | y por el compuesto I, formandose un radical catiénico (AV*) capaz de
oxidar una molécula de sustrato provocando la reducciéon del AV, y nuevamente sera

oxidado por el Compuesto |.

El AV también es una especie de protector de la enzima, ya que al haber exceso de

perdxido se forma el Compuesto Il que representa un estado inactivo de la enzima. En
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este caso, el papel del AV es reducir este Compuesto lll, permitiendo que la enzima logre

estar en estado nativo, como se menciond anteriormente.

R® R®

A A

LiP-I{Fe* =P M LiP-ll{Fe* =P M LiIF{Fe*)P +HzCz

Figura 7. Forma de accion del AV como mediador en la transferencia de carga en la catalisis de la lignino
peroxidasa (Modificado de Wong 2009).

El AV, es un metabolito aroméatico de bajo peso molecular, secretado durante el
metabolismo secundario de los hongos ligninoliticos, posibilita la oxidacion de ciertos
sustratos de potencial redox alto y de la lignina polimérica, por ello se ha admitido que
actia como mediador redox, ya que la LiP necesita de un mediador para poder oxidar
compuestos a los que no puede acceder directamente; sin embargo hay estudios que
sugieren que la funcion principal del AV es el cierre del ciclo catalitico (Wong 2009; Ruiz-
Duenias 1998)

1.6.3.3. Manganeso peroxidasa (MnP).

La MnP es una hemoperoxidasa que utiliza el H.O, para la oxidacion del Mn*2 a Mn*3. El
nombre sistémico de esta isoenzima es: Mn(ll):peroxido de hidrogeno oxidoreductasa. Su
punto isoeléctrico es de 3.6 a 5 y su masa molecular es de 40-46 kDa. Actla
exclusivamente sobre sustratos fendlicos y no oxida al AV. La parte estructural de esta
enzima, al igual que la LiP, es una glicoproteina que en su centro catalitico involucra dos
electrones de oxidacion del grupo hemo por el peroxido de hidrégeno, pero ademas tiene
un sitio de unién del Mn*? que esta hexacoordinado al oxigeno del grupo COO" de los
aminodcidos Glu 35 y Glu 39, del Asp 179 y del propionato del grupo hemo. La estructura
de este sitio de accién adquiere una forma octaédrica alrededor del Mn*2, ya que también
interaccionan con dos moléculas de agua. Este sitio de unién de Mn*? es lo que

caracteriza a esta isoenzima (Arora 2004; Wesenberg et al. 2003).

El ciclo catalitico de esta enzima es similar al descrito para la LiP como se muestra en la

Figura 8. El H,O, entra en contacto con el grupo hemo de la enzima, los residuos de
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Histidina 46 y Arginina 42 proximal catalizan la ruptura de la molécula de peréxido y
forman agua. Para ello, el &tomo de oxigeno que se une al atomo de hierro, sustrae dos
electrones de la enzima en estado nativo y se produce una oxidacion de la proteina férrica
a un intermediario. Este intermediario posee dos equivalentes oxidantes: un centro
oxiferril (Fe™) y un radical catiénico localizado en el grupo hemo. A esta forma quimica de
la LiP se le conoce como Compuesto |. Luego se coordina el Mn*? en el sitio de unién de
este ion metdlico y es oxidado a Mn*3 por el Compuesto | y el electron es transferido al
grupo Hemo y el radical catiénico desaparece y se forma el Compuesto II. EI Mn*2 al tener
un radio i6nico menor que el Mn*? sale del sitio de uni6on y reacciona con grupos
carboxilicos de los aniones malonato, oxalato, malato, etc., para formar un compuesto
quelado (por ejemplo [Malonato,(Mn*?)]). De esta manera, este complejo de Mn (ll) se
difunde mas facilmente de la enzima al sustrato que va a ser oxidado. Posteriormente,
otro Mn*?regresa al sitio de unién de este i6n en la enzima, para ser oxidado nuevamente
a Mn*3 por el Compuesto Il. Esta accion permite que la forma quelada de Mn*3 sea un

agente activo en la oxidacion de compuestos fendlicos.

Compuesto 1
«-Q (enzima activa)

H,O

S

@ om
Lignina ﬁ‘a ?:;

Lignina_

ngnmaox

, Q Lignina
POM‘&

Compuesto 2

Figura 8. Ciclo catalitico de la MnP (Hofrichter 2002).

El Compuesto Il es reducido por un Mn*? permitiendo llegar al estado nativo de la enzima,

es decir que el Fe™ se reduce a Fe*3. Por otro lado, el Mn*? que reduce al grupo hemo,
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también es quelado como ya se mencioné anteriormente, y el complejo formado con
cualquiera de los acidos orgéanicos mencionados anteriormente, es el que sustrae un

electron de los compuestos fendlicos con los que tenga contacto.

Cabe mencionar que la generacion de diferentes radicales a partir del quelato de Mn*3
aumenta la capacidad de oxidacion de diferentes compuestos, por ejemplo al oxidar
acidos grasos insaturados se producen diferentes peréxidos (de hidrogeno y organicos),
lo que le permite aumentar la eficiencia de degradacion (Wesenberg et al. 2003; Hofrichter
2002).

1.6.3.4. Lacasa.

La Lacasa es una p-difenol: oxigeno oxidoreductasa (E.C. 1.10.3.2). Es una enzima
multicobre oxidasa (Leonowitz et al. 2001), que actta sobre los anillos de la lignina (Pérez
et al. 2002). Pertenece a la familia de las enzimas azul-oxidasas, las cuales pueden oxidar
una gran variedad de compuestos aromaticos. Esta enzima cataliza la reduccion del
oxigeno para producir agua y de forma simultdnea oxida una molécula de sustrato. Dado
gue para producir dos moléculas de agua, es necesario reducir una molécula de oxigeno,
para ello se necesitan cuatro electrones, éstos son extraidos del sustrato (un electrén por

molécula de sustrato) por lo tanto, se requiere oxidar cuatro moléculas de sustrato.

La lacasa tiene un peso molecular aproximado de 60-70 kDa, su punto isoeléctrico se
encuentra alrededor de pH 4, y su temperatura 6ptima entre 50° y 70°C. Es una
glicoproteina que puede ser monomeérica u oligomérica. Los carbohidratos que la
complementan le dan mayor estabilidad, ya que la protege contra protedlisis e inactivacion

por radicales libres (Roman et al. 2010; Vite-Vallejo et al. 2009).

Generalmente la lacasa es una enzima monomeérica que tiene cuatro atomos de Cobre
unidos a tres sitios Redox que se definen por sus caracteristicas espectroscopicas
(Battistuzzi et al, 2005). En la figura 9 se muestra este sitio activo, en donde el sitio tipo 1
(T1) que le da el color azul a la enzima en solucién, es mononuclear y se caracteriza por
una banda de absorcién a 600 nm (Piontek et al. 2002). El sitio tipo 2 (T2) es también
mononuclear y presenta una geometria metalica trigonal y propiedades de resonancia
paramagnética nuclear (EPR) comparables con los complejos tetragonales de Cu (Il). Por
ultimo, el sitio tipo 3 (Ts) es binuclear y tiene una banda de absorcion a 330 nm, no
detectable en EPR. Los dos iones de Cu (ll) estan conectados por un puente p-hidroxo
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(Roman et al. 2010), generalmente estan coordinados por residuos de histidina, leucina y
cisteina. Los sitios T» y T3 se agrupan formando un claster trinuclear de cobre, en el cual

se involucra la reduccién de oxigeno para producir agua.

Figura 9. Sitios activos de la Lacasa (Morozova et al. 2007).

El centro T1 de cobre esta involucrado en la oxidacion del sustrato reducido y los

electrones generados son transferidos al clister trinuclear T2 y T3.

El ciclo catalitico de esta enzima (Figura 10), propuesto por Torres et al. (2003), comienza
por el estado nativo de la enzima donde una molécula del sustrato reduce el sitio T1, De
este punto, se pueden dar dos caminos: A) El sitio T transfiere el electrén al sitio T, y de
nuevo es reducido el sitio T: por una segunda molécula de sustrato; el sitio T1 y T2
transfieren sus electrones al sitio Ts. El sitio T1 es reducido por una tercera molécula de
sustrato y el electrén es nuevamente transferido al sitio T,. Este proceso reoxida al sitio
T1, que después sera reducido por una cuarta molécula de sustrato. Como resultado se

tiene a la enzima completamente reducida. B) El cluster trinuclear es secuencialmente
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reducido durante la transferencia de tres electrones desde el sitio T1, el cual es
secuencialmente reducido por una molécula de sustrato, finalizando en la misma forma
reducida de la enzima. Conforme los electrones recibidos en el sitio del clister T,y Tz son

nuevamente transferidos al oxigeno, se va formando agua (Torres et al. 2003).

El potencial redox de la lacasa depende del organismo que la produzca, varia entre 0.5 y
0.8 V. Piontek et al. (2002) sugieren que la longitud del enlace entre una de las histidinas
gue coordinan al cobre del sitio T: modula el potencial redox. La gama de sustratos
oxidados por la enzima se puede ampliar a través de un mediador (por ejemplo, la
siringaldazina). Los mediadores son compuestos de bajo peso molecular y mayor
potencial redox que al entrar en contacto con el sitio T es oxidado, ya que la enzima le
sustrae un electrén, formando un radical catiénico que se difunde facilmente y le permite
oxidar sustratos complejos. Asi la enzima puede volver a su forma nativa y finalmente el
electron tomado por la lacasa es regresado al oxigeno para formar agua (Torres et al.
2003).
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Figura 10. Mecanismo del ciclo catalitico de la lacasa, propuesto por Torres et al. 2003.

1.6.3.5. Celulasas.

Los hongos producen tanto enzimas ligninoliticas como celulasas capaces de degradar

todos los componentes de la lignina, que es un heteropolimero fendlico sin una
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composicion estereoquimica regular, con una funciéon protectora de los otros dos
componentes, la celulosa y la hemicelulosa. La celulosa es un biopolimero lineal
compuesto por moléculas de glucosa unidas entre si por enlaces glucosidicos tipo (1-4).
Dentro de las fibras de celulosa se distinguen diferentes regiones que van desde las mas

organizadas (region cristalina) y hasta las desordenadas (region amorfa) (Figura 11).

Region i Region
cristalina Region i cristalina
amorfa

Figura 11. Organizacién de las fibrillas de celulosa conformadas por dos regiones diferentes: ordenadas
(region cristalina) y desordenadas (regién amorfa) (Martinez-Anaya et al. 2008).

La caracteristica cristalina de la celulosa se debe a que los componentes moleculares de
las microfibrillas estan organizados muy compactamente mediante puentes de hidrégeno.
Las regiones menos ordenadas se conocen como celulosa para-cristalina, y las regiones
amorfas estdn compuestas de estructuras secundarias, que se encuentran en menor
proporcion dentro del arreglo molecular de la celulosa, tales como microfibrillas en formas
de rosca o vueltas, o regiones vacias que dan forma a microporos superficiales, grandes
hoyos y capilares (Martinez-Anaya et al. 2008).

La hemicelulosa no tiene una estructura homogénea, esta formada de pentosas (xilosa y
arabinosa), hexosas (glucosa, galactosa y manosa) y compuestos fendlicos (como el

acido ferulico y p-cumarico) (Pérez et al. 2002).

El conjunto de enzimas celuloliticas de los hongos ligninoliticos consiste de tres enzimas
hidroliticas: Endoglucanasa, exoglucanasa y p-glucosidasas, las cuales trabajan

sinérgicamente.

Endoglucanasas (1,4-4-D-glucan 4-glucanohidrolasas) (EC 3.2.1.4). Estas enzimas
producen una disminucién en el grado de polimerizacion de la celulosa, por cortes al azar
de la cadena glucosidica, produciendo glucosa, celobiosa (disacarido) y celotriosa

(trisacarido). Los sustratos sobre los que actlan las endoglucanasas incluyen
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carboximetilcelulosa, celulosa amorfa, celooligosaridos, no atacando en forma significativa

a la celulosa cristalina.

Las exoglucanasas producen principalmente rupturas secuenciales en la molécula de
celulosa a partir de un extremo no reductor liberado y estdn representadas por dos
enzimas: exocelobiohidrolasas o celobiohidrolasas (1,4-3-D-glucan celobiohidrolasas) (EC
3.2.1.9) que liberan unidades de celobiosa a partir del extremo no reductor liberado e
incluyen también actividad de las celobiohidrolasas produciendo celobiosa por ataque en

el extremo no reductor del polimero.

B-glucosidasas (1,4-p-D-glucésido glucohidrolasas) (EC 3.2.1.21). Estas enzimas
hidrolizan celobiosa y otros f-1,4-oligoglucésidos de cadena corta como las celodextrinas,
para liberar dos moléculas de glucosa como producto final de la degradacién celulolitica
(Cuervo et al. 2009).

La celulosa es atacada inicialmente por la endoglucanasa, la cual se liga al azar sobre las
microfibrillas de celulosa en regiones amorfas, produciendo hidrélisis de los enlaces f-1,4
glucosidicos, generando mudltiples sitios de ataque para la exo-1,4-p-D-glucanasas, las
cuales actlian sobre los extremos no reductores de la cadena, liberando una unidad de
celobiosa. Existe una cooperacion entre ambas enzimas y de la p-glucosidasa, la cual
actla sobre la celobiosa o también sobre pequefios oligomeros produciéndose asi
moléculas de glucosa. El resultado de la accion de estas tres actividades enzimaticas es

la degradacién sinérgica de la celulosa como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Mecanismo de accion de las celulasas. (O =glucosa) (Montoya-Barreto 2008).
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La sintesis de celulasas esta sujeta a induccién por el sustrato adecuado y represion por
una fuente hidrocarbonada facilmente utilizable como la glucosa. El inductor méas efectivo
es el sustrato natural: la celulosa cristalina, sin embargo, éste es un polimero de gran
tamafio y no puede penetrar en la célula e inducir la sintesis de celulasas a nivel
transcripcional. Existen sin embargo niveles basales de celulasas constitutivas que a
partir de un bajo nivel de hidrélisis de la celulosa, producirian algin producto soluble

capaz de penetrar en la célula induciendo la sintesis enzimatica (Pérez et al.2002).
1.6.3.6. Xilanasas.

Las D-xilanasas son similares a las celulasas, se componen basicamente de dos grupos
de enzimas: endo 1,4-p-D-xilanasas (E.C. 3.2.1.8) y la 1,4-p-D-xilosidasa (E.C. 3.2.1.37),

gue estan presentes en forma de distintas isoenzimas.

El componente mas abundante de la hemicelulosa es el xilano. La hidrélisis de estas
moléculas complejas, requiere la interaccion de numerosas enzimas que corten la cadena
principal y también las laterales. La endo-1,4-4-D-xilanasa actia sobre la cadena de
xilano al azar, disminuyendo el grado de polimerizacion con liberacion de
xilooligosacaridos, xilobiosa y xilosa. La 1,4-p-xilosidasa interviene luego de la
endoxilanasa, actuando sobre los xilooligosacaridos (a partir de los extremos reductores)

0 sobre la xilobiosa, dando como producto xilosa (Figura 13).
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Figura 13. Estructura de xilano y enzimas involucradas en su degradacion.
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1-acetilxilanoestearasa, 2-arabinofuranosidasa, 3-endoxilanasa, 4-f-xilosidasa, 5-a-glucuronoidasa
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Sin embargo, un sistema xilanolitico completo requiere de las enzimas que actian sobre
sus ramificaciones a-arabinofuranosidasas (que remueven cadenas laterales de L-
arabinosa), a-glucuronidasas, que liberan acido glucurénico de las cadenas laterales y

acetilxilano-esterasas, que remueven los grupos sustituyentes acetilicos de la xilosa.

1.6.4. Uso de hongos ligninoliticos en biorremediacién.

Bumpus et al. (1985) mencionan que Phanerochaete chrysosporium puede degradar un
amplio espectro de contaminantes, razéon que ha impulsado las investigaciones del

potencial que tienen estos hongos para procesos de biorremediacion.

Eichlerova et al. (2006) encontraron que Bjerkandera adusta es capaz de biodegradar
diferentes tipos de colorantes artificiales a concentraciones relativamente altas, ademas

de que presentd buena produccién de biomasa en estas condiciones.

En la degradacién de polimeros artificiales se han hecho estudios para su biodegradacion.
Nwogu et al. (2012) mostraron evidencias de que Pleurotus tuber-regium y Pleurotus
pulmonarius tienen la capacidad de degradar peliculas de polietileno, lo cual tuvo
evidencia en la pérdida de peso y el cambio en la estructura quimica de la pelicula de este

polimero.

Ponce et al. (2012) estudiaron la degradacién de resinas fendlicas con hongos
ligninoliticos y observaron que a pesar de que las resinas fendlicas son polimeros muy
resistentes y estables, los hongos provocaron cambios en la estructura de éstas. Los
hongos que mostraron mayor cambio fueron Bjerkandera adusta 7308, Pleurotus
ostreatus 7992, y Phanerochaete chrysosporium 4521. La capacidad de biodegradar
estos materiales se debe a que incluye a las enzimas del sistema enzimatico extracelular
inespecifico como: lacasa, manganeso peroxidasa y lignino peroxidasa (Quintero et al.
2006).

Dominguez-Espinoza et al. (2002) realizaron un estudio con los desechos sdlidos de la
extraccion del gluten de trigo para su aprovechamiento como materia prima para la
sintesis de agentes cromoforos termoestables y resistentes a cambios de acidez a través
de fermentacién con el hongo filamentoso Monascus purpureus. Un segundo estudio se
hizo con residuos de la industria del nixtamal (nejayote) que se utilizd para la produccion

de amilasas utilizando Aspergillus awamori. Se encontrdé que ademas de la produccion de
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amilasas estables, ocurrié una disminucion en la DBOs hasta del 21% y un 42% de los

sélidos solubles del nejayote.

Chavan et al. (2013) hicieron un estudio para la degradacién de melanoidinas contenidas
en el agua de desecho de las destilerias. Contrastaron la eficiencia de remociéon con
Aspergillus oryzae MTCC 7691 libre (en medio sumergido) e inmovilizado en bagazo de
cafna (biorreactor de columna empacada). Observaron mayor eficiencia con el hongo
inmovilizado, con este tratamiento lograron una remocion del 86.19 % de la DQO y el 51%
de la DBOs, Mientras que con el hongo libre lograron remover solo del 76.21% de la DQO
y el 27.76 % de la DBOs.

Keharia y Madamwar (2002) investigaron la degradacién de colorantes por Trametes
versicolor cultivo sumergido. Los resultados indicaron que el amarillo dorado R, el violeta
5, el azul 28 y el rojo ponceau 4R a concentracién de 80 ppm se mineralizaron en 72 h de
incubacién, mientras que el negro 5 a 40 ppm se mineralizé en 5 dias. El rojo 152 ppm y

el azul novatito BC S/D no fueron degradados.

Del mismo modo Rodriguez et al. (1999) analizaron el efecto de extractos fungicos
enzimaticos extracelulares crudos de Trametes hispida, Pleurotus ostreatus vy
Phanerochaete chrysosporium en la eliminacion de 23 colorantes. Los resultados
mostraron una alta actividad de la Manganeso peroxidasa y de la lacasa de Pleurotus
ostreatus asociada con la degradacion de los colorantes. La decoloracién del cristal
violeta (70 %) y la oxidacién del poli R-478 (30 %) se favorece por la adicién intermitente
de la manganeso peroxidasa de Phanerochaete chrysosporium (Moldes et al. 2003). Esto
demuestra el potencial de estos extractos fangicos extracelulares para eliminar

colorantes.

Rodriguez et al. (2003) hicieron estudios en la decoloracion de vinazas y extracto liquido
de pulpa de café, mediante el cultivo en medio liquido del hongo Pleurotus spp. y midieron
la produccién de lacasa durante el proceso. Encontraron buena produccién de biomasa y
producciéon de enzimas a los diez dias de tratamiento (14.8 g/L de biomasa para la vinaza
y 5.4 g/L para el extracto de café, respectivamente). De la misma manera, observaron que
la remocion de color a los diez dias de tratamiento fue del 39 % para la vinaza y 44 %
para el extracto liquido de café. La DQO total logré disminuirse en un 55%, la eficiencia de
remocioén se alcanzé con la mayor produccién de enzima con actividad de 14.1 U/mL en

vinaza y 3.0 U/ml para el extracto liquido de café.
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En la biorremediacion de ambientes contaminados como agua o suelo contaminados con
xenobioticos aromaticos, se recomienda aplicar hongos de la podredumbre blanca de la
madera. Demir (2004) investig6 el efecto de Trametes versicolor sobre la mineralizacion
de benceno y tolueno a concentracién de 50, 100, 200, 250 y 300 mg/L en medio de
cultivo liquido a pH 5 a 28° C y con agitacién. Los resultados indicaron que este hongo
consumié el tolueno y el benceno en concentracion de 50 mg/L en 4 h 'y 300 mg/L en 36 h

respectivamente.

Jauregui et al (2003) hicieron un estudio con varios hongos de la podredumbre blanca de
la madera para la biotransformacion de pesticidas organofosforados que son utilizados en
la agricultura. Encontraron que los hongos ligninoliticos pudieron degradar in vivo varios
compuestos organfosforados, incluidos los fosfoditioatos y fosfotritioatos que no pueden
ser degradados por bacterias. Demostraron también que estos compuestos no son
degradados por las enzimas extracelulares como las peroxidasas ni lacasas.
Descubrieron que la fraccion microsomal redujo significativamente los organofosforados in
vitro en una reaccioén dependiente de NADPH, por lo que sugirieron la participacion del

sistema enzimatico citocromo P450.

La eficiencia de Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus pulmonaris para la
mineralizacion de mezclas de aromaticos se evalud en un suelo no estéril contaminado.
Se observé que ambos hongos degradaron naftaleno, tetraclorobenceno e is6meros de
dicloroanilina en 30 dias (D"Annibale et al. 2005).

Las aguas residuales producidas por la agroindustria es un problema para los
ecosistemas acuaticos, ya que estos desechos tienen cargas organicas altas y en algunos
casos con una turbiedad alta que impiden que los cuerpos de agua receptores se
autopurifiquen. En el caso de las molasas existen estudios para su biorremediacion
utilizando hongos de la podredumbre blanca. Karhrman y Yesilda (2003) realizaron
estudios de laboratorio, utilizando medio semisélido con 10, 20 y 30 % de vinazas
tequileras en presencia y ausencia de tallo de algodon (como estimulante para el
crecimiento fungico) y encontraron que en cultivo semisdlido, la vinaza fue decolorada y
se redujo la DQO (58.8 %) con Coriolus versicolor y Funalia trogii. La estimulacién con
tallo de algodén permite que también Pleurotus pulmonaris y Phanerochaete
chrysosporium decoloren y disminuyan la DQO, sin embargo el que presentdé mayor
porcentaje de remocién de DQO fue Funalia trogii (con 30 % de concentracidén de vinaza)

qgue logré remover el 62 % con adicién de tallo de algodén. Respecto al color, Coriolus
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versicolor fue la cepa que produjo un porcentaje de remocion del 87% con vinaza diluida
al 10 % (viv).

2. JUSTIFICACION

El cuidado de los ecosistemas acuaticos puede lograrse si se descargan las aguas
residuales con baja carga organica para que el sistema natural de depuracién pueda
llevarse a cabo. El nejayote, que es el agua residual de procesos de nixtamalizacion,
contiene gran cantidad de materia organica que ocasiona altos valores de DQO y DBOs
(21-280 - 40,058 mg/L y 7875 - 14,218.75 mg/L, respectivamente) (Monroy 2008). Hasta
la fecha no se ha encontrado una metodologia adecuada para disminuir la carga organica
y aqui se busca depurar este efluente mediante el uso de biopolimeros y hongos de la
podredumbre blanca de la madera para disminuir el impacto que genera su descarga

hacia cuerpos de agua naturales.

3. HIPOTESIS

1.- Mediante el uso de biopolimeros como el alginato de sodio y el quitosano, utilizados de
manera independiente y secuencial, se disminuira la cantidad de sélidos y carga organica

en el efluente industrial denominado nejayote.

2.- El uso de la capacidad de los siguientes hongos de la podredumbre blanca:
Phanerochaete chrysosporium 4521, Trametes versicolor 8272, Trametes trogii 8156 y
Bjerkandera adusta 4312, reducird la cantidad de materia organica presente en el

nejayote.

3.- La combinacién de los tratamientos fisicoquimico y biolégico de forma secuencial

mejorard la eficiencia en la remocién de la carga organica del nejayote.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.
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Desarrollar un tratamiento fisicoquimico y biolégico para disminuir la carga organica del

nejayote.
4.2. Objetivos patrticulares.

4.2.1. Determinar la eficiencia del alginato y quitosano en la disminuciéon de la carga

organica del nejayote.

4.2.2 Determinar la eficiencia de procesos bioldgicos utilizando los hongos Phanerochaete
chrysosporium 4521, Trametes versicolor 8272, Trametes trogii 8156 y Bjerkandera

adusta 4312 en la disminucién de la carga organica del nejayote.

4.2.3. Establecer un proceso fisicoquimico-biol6gico para disminuir la carga organica del

nejayote.

5. METODOLOGIA
5.1. Obtencion de la muestra de nejayote.

Para la obtencién de la muestra de nejayote se utilizO maiz blanco de la region de
Tamaulipas. Se utilizo el método tradicional de nixtamalizacidon modificado de Salazar et
al. (2014), que consiste en el siguiente procedimiento: Una suspension al 1% (p/v) de
Ca(OH), grado comercial, se mezcldé con los granos de maiz en una proporcion maiz:
suspension de Ca(OH). de 1:2. Posteriormente la mezcla se calenté a 97 °C durante 90
min (manteniendo el nivel del agua durante la coccion). Al finalizar este proceso, el
producto del calentamiento se dejé reposar durante 12 h a temperatura ambiente. Una
vez transcurrido el tiempo de reposo, se separd el maiz (nixtamal) del agua de remojo
(nejayote) y se aplicaron dos enjuagues al nixtamal con agua purificada (cada uno con la
misma cantidad de agua que se utilizé al inicio de la coccién). De este procedimiento se
obtuvieron 18 L de nejayote por cada 3 kg de maiz nixtamalizado. Durante el enjuague, se
frotaron los granos al mismo tiempo para desprender la cal y el pericarpio remanentes. El
agua de enjugue Yy el nejayote se mezclaron y se conservaron en recipientes de diez litros

a 4°C en ausencia de luz.
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5.2. Caracterizacion del nejayote.

La muestra se caracterizé considerando los siguientes parametros: Demanda quimica de
oxigeno (DQO) por el método HACH, que esta basado en la norma NMX-AA-030/1-SCFI-
2012 (SCFI 2012); demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) de acuerdo a la norma NMX-
AA-028-SCFI-2001(SCFI 2001); pH; dureza mediante el procedimiento de acuerdo a la
norma NMX-AA-072-SCFI-2001 (SCFI 2001b); calcio, metodologia de acuerdo con el
método 2111-APHA (1998); sélidos suspendidos totales (SST) y solidos totales (ST) de
acuerdo con el método 2540-APHA, 1998; solidos sedimentables (SSED), cuyo método lo
establece la norma NMX-AA-004-SCFI-2000; cantidad de proteina (Bradford 1976);
porcentaje de fibra cruda y concentracion de fenoles totales de acuerdo a la norma oficial
mexicana NMX-AA-050-SCFI-2001 (SCFI 2001a) y azucares reductores (Miller 1959).

5.3. Tratamiento fisicoquimico.
5.3.1. Remocion de contaminantes con alginato de sodio soluble.

Se afadieron alicuotas de 10 mL de la solucién acuosa de alginato (1, 2 y 3 % p/v) de
sodio a 50 mL de nejayote, al cual se le habian afiadido previamente 15 mg/mL de citrato
de sodio como agente quelante de los iones divalentes (calcio y magnesio), esta cantidad
se determiné por estequiometria, en la que se tomd6 como referencia la concentracion de
calcio en la muestra de nejayote. Después se mezclo para obtener una solucién viscosa
gue posteriormente fue gelificada tras la adicion de 10 mL de CacCl, al 5% (p/v). Se dejo
reposar a temperatura ambiente (28 °C) durante 24 h. Finalmente, se separé el gel por
filtracién (papel Whatman No. 1) y al sobrenadante se le determinaron los pardmetros de
DQO, concentracién de fenoles totales, cantidad de azucares reductores, ST y SST. Se
realiz6 un blanco para determinar el efecto de la remocién por filtracion. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

El disefio experimental fue de tipo factorial 23 en el que los factores fueron la
concentracion de alginato (0.4, 0.6 y 0.8% p/v) y el pH (4, 8 y 12). Las variables de
respuesta fueron el porcentaje de remocion de: DQO, fenoles totales, azucares
reductores, STy SST.

5.3.2. Remocién de contaminantes con quitosano.
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Debido a la versatilidad del quitosano como agente adsorbente y floculante, se
desarrollaron dos métodos de remocion de contaminantes, en la primera se utilizé este
biopolimero en polvo (insoluble) y en el segundo se utilizé en forma de disolucion acuosa

a pH acido.
5.3.2.1. Tratamiento con quitosano en polvo (insoluble).

Para el tratamiento de adsorcién con quitosano en polvo se siguié un disefio factorial 3x3
en el que se evaluo la influencia del pH y de la concentracién de quitosano. Las muestras
de nejayote se ajustaron a diferentes niveles de pH (4, 8 y 12) mediante la adicion de
NaOH y HCI diluidos al 10 % (p/v) y 30 % (v/v), respectivamente. Posteriormente se
afadio a la muestra el quitosano en polvo para ajustar su concentracion al 0.4, 0.6 y 0.8
% (p/v). Se pusieron en agitacion orbital durante 24 h. Para el andlisis de las muestras
éstas se filtraron y al sobrenadante se le realizaron las pruebas correspondientes. Cada
uno de los tratamientos se hizo por triplicado. Se realiz6 un blanco para determinar algan
efecto por el filtrado. Las variables de respuesta fueron las mismas que para el

experimento anterior.
5.3.2.2. Tratamiento con quitosano soluble.

En este tratamiento se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado debido a que el
quitosano es soluble Unicamente a pH acido; por lo tanto, se evalud la efectividad de
remocion de contaminantes en funcion de la concentracion del biopolimero (0.1, 0.25, 0.5,
0.75, y 1.0 % plv), Se ajustd el pH del nejayote a 2.0 con HCI al 30 % y se afadio la
cantidad necesaria de quitosano en polvo a 50 mL de muestra para obtener las
concentraciones de (0.2, a 1.0 % p/v). Se dejé en reposo durante 12 h para hidratar al
biopolimero en el nejayote. Posteriormente, se reajusté el pH de la solucion de Nejayote-
quitosano a pH 2 y se elevo el pH abruptamente con 1 mL de hidréxido de sodio al 30 %
para insolubilizar al polimero, el pH al final del tratamiento fue de 11. Después de reposar
30 min a temperatura ambiente se separ6 el residuo sélido por filtracion (papel Whatman
No. 1) y al sobrenadante se le determinaron las variables de respuesta mencionadas. Se
hizo un blanco para ver la influencia de la filtracion en los pardmetros de respuesta. Todos

los experimentos se realizaron por triplicado.

5.3.3 Tratamiento combinado.
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En este tratamiento se utilizaron los procedimientos con alginato y quitosano de manera
secuencial, pero con la variante de cambiar el orden de los polimeros utilizados. El orden
del tratamiento fue: a) alginato de sodio soluble y al agua remanente se traté con
guitosano soluble y b) quitosano soluble y al agua remanente se le aplico el tratamiento
con alginato de sodio soluble. Lo anterior a fin de probar la efectividad de combinar los
tratamientos; por lo que cada uno de los tratamientos se hizo por triplicado y un blanco
bajo las mismas condiciones que los tratamientos 6ptimos respectivos. Las variables de
respuesta fueron el porcentaje de remocion de: DQO, fenoles totales, azucares
reductores, STy SST.

5.4. Tratamiento bioldgico.

Se utilizaron 4 hongos ligninoliticos de la coleccion perteneciente al laboratorio de
biorremediacion del Departamento de Ingenieria Bioquimica de la Universidad Autonoma
de Aguascalientes. Estos hongos fueron amablemente donados por la Universidad de
Alberta, del Mold Herbarium (Edmonton, Canada). Las cepas elegidas al azar fueron: a)
Bjerkandera adusta 4312; b) Phanerochaete chrysosporium 4521, c) Trametes versicolor
8272 y d) Trametes trogii 8156.

Para conservar las cepas, se resembraron cada tres meses en cajas Petri con 20 mL de
medio agar papa dextrosa (PDA, BD Bioxon), tomando una porcion de micelio de la caja
de procedencia e inoculandola en el medio fresco por microcultivo y se incub6 28 °C

durante 7-15 dias. Posteriormente se almacenaron a 4 °C.
5.4.1. Prueba de crecimiento en agar-nejayote.

Se realizaron pruebas para determinar las mejores condiciones de crecimiento en
el nejayote. Los hongos antes mencionados se inocularon en medios semi-sélidos que
contenian nejayote (filtrado y completo) con agar-agar al 2 % p/v a diferentes valores de
pH (4, 6, 8 y 12). Las cajas Petri se mantuvieron a temperatura constante (28 °C), en la
oscuridad. Se midio6 el radio de crecimiento cada 24 h y se calcul6 el area de crecimiento
con la formula A=()(r?). En los casos en que el crecimiento formaba un évalo, se tomaron
medidas del radio mayor (r1) y radio menor (r2) y se calculd el area de crecimiento con la

formula A= (171)(r1)(r2). Las pruebas se hicieron por duplicado.

5.4.2. Preparacion de inéculo
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Para el tratamiento bioldgico del nejayote en medio liquido, se prepararon pre-inéculos de
los microorganismos seleccionados en medio glucosa, malta, extracto de levadura y pH
4.5 (GMY) (ver apéndice). Se colocaron 100 mL de medio GMY en un matraz Erlenmeyer
de 250 mL y se esterilizaron a 15 Ib/pulg? por 15 min. Bajo campana de flujo laminar y
mechero de Fischer, se inoculd el medio GMY con un trozo de micelio previamente
homogenizado con un omni-mixer a 18, 000 rpm durante 30 segundos. Posteriormente se
dejoé en agitaciéon orbital con velocidad a 125 rpm a temperatura de 28-30 °C, durante 4 a
5 dias, esto permitio el crecimiento de los hongos en forma de pellets, que no es mas que
una esfera de micelio, esta forma es importante para obtener la mayor produccién de

enzimas. Posteriormente se conservo a 4 °C.
5.4.3. Inoculacién del nejayote.

El tratamiento de las muestras de nejayote completo se realizé en matraces Erlenmeyer
de 2,000 mL (con 750 mL de nejayote completo). El pH del nejayote se ajusto a 4.5, y se
adicion6 una cantidad de biomasa homogenizada equivalente al 10 % (p/v) (base
humeda). Los matraces se incubaron en un agitador orbital (125 rpm) a 28 °C por 30 dias

y en ausencia de luz.

Como control se prepararon matraces con nejayote bajo las mismas condiciones

anteriormente mencionadas pero sin inocular.

Las variables de respuesta fueron: DQO, concentracion de fenoles, concentracion de

azucares reductores y ST. Se midi6 actividad enzimatica de lacasa, LiP y MnP.
5.4.4. Condiciones de tratamiento del nejayote.

Para establecer las condiciones de crecimiento del hongo en el nejayote, se evaluaron

diferentes pardmetros: cantidad de in6culo y tipo de hongo.
5.4.4.1. Efecto de la cantidad de in6culo y cepa del hongo ligninolitco.

Para medir el efecto de la cantidad de in6culo y la variedad de dos hongos se realiz6 un
disefio experimental factorial 3X2X2. Se ajustd el pH de la muestra de nejayote a 4.5,
enseguida se distribuyé 150 mL en matraces Erlenmeyer de 250 mL y se inocularon con
las cepas Bjerkandera adusta 4312 y Trametes troggi 8156 utilizando diferentes
cantidades de inéculo (5, 10 y 15 %, base himeda) y muestras de nejayote completo

estéril y no estéril.
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5.4.5. Biodegradacion de nejayote completo no estéril por Bjerkandera adusta
(4312).

La muestra de nejayote se ajusté a pH 4.5, utilizando HCI al 30 % y NaOH (1 %) y se
separé en matraces de 2,000 mL con 750 mL de nejayote completo. Los cultivos se
iniciaron inoculando 75 g (base humeda) de micelio de Bjerkandera adusta 4312 e
incubando a 125 rpm a 28 °C por 30 dias. El muestreo se realizé diariamente y se ajusto
el pH de las muestras de nejayote en caso de ser necesario. Las muestras obtenidas se
centrifugaron a 17,000 rpm en tubos eppendorf de 2 mL durante 20 minutos. Las variables
monitoreadas cada tercer dia fueron: DQO, fenoles totales, cantidad de proteina soluble
(Bradford 1976), actividad enzimatica lacasa, MnP y LiP. Para el caso del pH, el

monitoreo se realizo cada 24 h.
5.4.6. Tratamiento bioldgico posterior al fisicoquimico.

En este tratamiento se utilizd la metodologia de tratamiento bioldgico (BIOL) y
fisicoquimico mixto (FQ) en los que se obtuvo mejor remocion de la DQO, la cual ya fue
descrita anteriormente en el apartado 5.2. En el tratamiento bioldgico (BIOL) se utilizd
Bjerkandera adusta 4312, 10% (p/v) de in6culo, nejayote a pH 4.5, temperatura de 28 °C,
el tratamiento se hizo en matraces Erlenmeyer de 2, 000 mL por 15 dias. El tratamiento
fisicoquimico mixto (FQ) fue con una solucién de alginato de sodio al 2% (p/v) y quitosano
soluble al 0.8% (p/v). Los tratamientos se hicieron de manera secuencial, pero con la
variante de cambiar el orden de los tratamientos. El orden del tratamiento fue: a) BIOL y al
agua remanente se le aplico el tratamiento FQ y b) FQ y al agua remanente se le aplicé el
tratamiento BIOL. Lo anterior a fin de probar la efectividad de combinar los procesos; por
lo que cada uno de los tratamientos se hizo por triplicado y un control. Dicho control
consistid en una muestra de nejayote con las mismas condiciones que los tratamientos
pero sin inocular. Cabe mencionar que al terminar cada tratamiento se filtré la muestra
para separar el gel formado o bien, la biomasa desarrollada en la muestra. Las variables
de respuesta fueron el porcentaje de remocién de DQO, fenoles totales, azucares

reductores y ST.
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5.5. Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos se analizaron en el programa estadistico R (Core, 2013). Se analizé
la diferencia entre tratamientos aplicando un andlisis de varianza (ANOVA)

complementada con la prueba de Tukey (p < 0.05).
5.6. Medicion de actividad enzimatica.

Se determiné la actividad enzimatica de lacasa (Lac), lignino peroxidasa (LiP) y
manganeso peroxidasa (MnP). Las muestras se centrifugaron a 16,000 rpm, a 4°C por 25
min y los sobrenadantes obtenidos fueron almacenados en congelacion hasta su uso.
Para la determinacién enzimética se descongelaron las muestras y se midié su actividad a
28°C.

5.6.1. Actividad Lacasa.

La actividad lacasa se midid6 por oxidacion de la siringaldazina en un minuto.
Primeramente, se prepararon 2 mL de mezcla como se muestra en la Tabla 2. El volumen
del extracto enzimatico utilizado en el primer ensayo enzimatico fue de 1000 pL y esto
permiti6 determinar el volumen de extracto a utilizar, es decir, si se produce color muy
intenso, el espectrofotbmetro no podra medirlo, y se tendria que hacer una mayor dilucién
del extracto. Se eligi6 el volumen adecuado de extracto para que la ley de Beer se cumpla

y el sustrato no se haya agotado.

Tabla 2. Cantidad de reactivos para medir actividad lacasa.

Cantidad (pL)
Buffer de acetatos 1800 1700 1600 1400 900
Siringaldazina 100 100 100 100 100
Extracto enzimatico 100 200 300 500 1000

La mezcla se hizo directamente en la celdilla del espectrofotébmetro, afiadiendo al final el
extracto enzimatico. Una vez mezcladas las soluciones, se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 525 nm durante un minuto. Con los valores de absorbancia se calcula
la concentracion de sustrato oxidado por minuto mediante el uso de la ley de Lambert-

Beer y definiendo a una unidad de actividad enzimatica como 1 umol de siringaldazina
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oxidada por minuto. El coeficiente de extincién de acuerdo a Jaszek et al. 2006, es de &s25
=65 000 Mtcm™.
5.6.2. Actividad Lignino peroxidasa (LiP).

La actividad de la LiP se midi6 por medio de la oxidacion del alcohol veratrilico en un
minuto, activando la reaccion con peroxido de hidrégeno 0.4 mM. En la preparacion de la
muestra se siguio el mismo procedimiento que con la Lacasa. En la Tabla 3 se muestra la
cantidad de reactivo que debe utilizarse para cada muestra. En este caso, el Gltimo

reactivo que se afiade es el perdxido de hidrégeno.

Tabla 3. Cantidad de reactivos para medir actividad LiP.

Cantidad (pL)
Buffer de succinatos 40 mM pH 4 1600 1500 1400 1200 700

alcohol veratrilico 40 mM 200 200 200 200 200
Extracto enzimatico 100 200 300 500 1000
peréxido de hidrégeno 0.4 mM 100 100 100 100 100

La oxidacion del alcohol veratrilico a veratril aldehido se midié a 310 nm. El coeficiente de
extincion usado fue el reportado por Tien y Kirk (1988) con valor de: €310 = 9,300 Micm™.

En el caso de la LiP una unidad (1U) = 1 umol de alcohol veratrilico oxidado por minuto.
5.6.3. Actividad Manganeso peroxidasa (MnP)

La actividad de la MnP se midid6 por la oxidacion de ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3
etilbenzo-thiazoline-6-sulfonico en forma de sal de amonio al 98 %). La muestra se
preparé como se definié en los apartados anteriores. La Tabla 4 muestra la metodologia

para hacer la medicién. Al final se aflade el peréxido de hidrégeno.
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Tabla 4. Cantidad de reactivos para medir actividad MnP.

Sustancia Cantidad (uL)

Buffer de malonato de sodio —
1832 1732 1632 1432 932
ABTS —Mn pH 4.5

Extracto enzimatico 100 200 300 500 1000
peroxido de hidrogeno 0.01% 68 68 68 68 68

Se midio la oxidacion de ABTS a 420 nm. El coeficiente de extincion es de & 40= 36,000

Micm? (Wolfenden y Willson, 1982). Omitiendo el peréxido de hidrégeno y el sulfato
manganoso se midid la actividad lacasa que, por diferencia, resulta la actividad de la MnP.

Se define que: 1U = 1 umol de ABTS oxidado por un minuto.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Caracterizacion del nejayote.

Desde el punto de vista social y econdémico, los derivados del maiz son importantes; sin
embargo, el efluente (nejayote) producido en el proceso de la nixtamalizacién es
altamente contaminante (Paredes-Lépez et al. 2009; Ferreira-Rolon et al. 2014). La
composicion del nejayote varia en funcion del tipo de maiz, cantidad por lote, agua
utilizada, cantidad de cal, tiempo de coccién y de reposo (Campechano-Carrera et al.
2012; Diaz-Montes et al. 2016). En la tabla 5 se muestran los resultados de la
caracterizacion del nejayote obtenido para este estudio. Como se puede observar, el
exceso de Ca(OH); genera valores elevados de parametros como el pH (10.9 +0.46),
dureza (4, 800 + 300 mg/L CaCO:s), cenizas (0.65 = 0.16 %), alcalinidad total (3, 400 *
104. 8 mg/L CaCOs) y en la concentracion de calcio total (1,073 + 125 mg/L). Asi, el
proceso de coccion y lavado modifica los componentes del maiz, permite el
desprendimiento del pericarpio y eleva la cantidad de SST (18,900 £ 900 mg/L) y SSED
(410 £ 10 mL/L) en el nejayote.

Entre los principales componentes del nejayote se encuentran componentes del maiz
como: sustancias que forman parte del pericarpio como compuestos antioxidantes

(antocianinas) y arabinoxilanos; sustancias que conforman el endospermo como
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hemicelulosa y celulosa (fibra cruda = 20.21 + 0.862 %), material disuelto como fenoles
totales (326.85 + 6.54 mg/L), azUcares reductores (39.48 + 2.04 mg/L), proteinas (proteina
cruda = 6.125 + 0.671 %), asi como carotenoides que le dan el color amarillo
caracteristico al nejayote. Dichos componentes lo hacen altamente contaminante
(Valderrama-Bravo et al. 2012; Berlanga-Reyes et al. 2011).

La cantidad de SST y SSED supera por mucho los valores permitidos por las normas
mexicanas para las descargas de estos efluentes, tanto a cuerpos de agua como al
alcantarillado municipal (limite maximo permisible; promedio mensual: SSED =5 mL/L y
SST = 200 mg/L incluidos en las normas NOM-002-SEMARNAT-1996 y NOM-001-
SEMARNAT-1996 respectivamente. No obstante, otros autores encontraron valores
similares a los obtenidos en la muestra de estudio. Por ejemplo, Pulido et al. (1987)
reportaron una concentraciéon de SST de 20,000 mg/L y Duran-de Bazla et al. (2007)

encontraron una concentracion de 2,400 mg/L de SST.

Tabla 5. Resultado de la caracterizacion de la muestra de nejayote.

Media Desv. Est.
pH 10.9 +0.46
Alcalinidad total (mg/L CaCO5) 3,400 +104.8
Fenoles totales (mg/L) 326.85 +6.54
Fibra cruda (%) 20.21 +0.862
Proteina cruda (mg/L) 171.96 +12.01
Azlcares reductores (mg/L) 39.48 +2.04
Dureza (mg/L CaCOg) 4, 800 + 300
Cenizas (%) 0.65 +0.16
Cara (Mg/L) 1,073 +125
DQO (mgl/L) 62, 500 + 864
ST (mg/L) 29, 006 + 839
SST (mg/L)* 18, 900 + 900
SSED (mL/L)* 410 +10

Valores que sobrepasan los maximos permisibles establecidos por la norma oficial mexicana
(NOM-002-SEMARNAT-1996 y NOM-001-SEMARNAT-1996)
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Por otro lado, aunque no se ha establecido el limite maximo permisible para la DQO,
diferentes grupos de investigacion coinciden en que los rangos de DQO tipicos del
nejayote son elevados (10,200 - 22,200 mg/L) (Duran-de Buzlua et al. 2007; Garcia-
Zamora et al. 2015; Suarez-Meraz et al. 20165). A pesar de que la DQO no se considera
en la NOM-002-SEMARNAT-1996, su determinacion es importante en la caracterizacion
del nejayote y en la evaluacion de la eficiencia de los tratamientos aplicados en este

trabajo.
6.2. Tratamiento fisicoquimico.
6.2.1. Remocién de contaminantes con alginato de sodio (ALG).

Con el objetivo de disminuir la carga organica del nejayote se estudié la influencia del pH
y la concentracion de ALG en la disminucion de la DQO, concentraciéon de fenoles,
azucares reductores y ST de este residuo. Las interacciones entre los tratamientos fueron
significativas de acuerdo a la prueba ANOVA (p<0.05), En la comparacién de medias se
observé que el pH y la concentracion de ALG influyen en la remocion de los
contaminantes del nejayote. Se encontr6 que la concentracion de ALG que produjo
mejores resultados fue de 0.33 % (p/v) a un pH de 4 (Figura 14a) alcanzando una
remocién de DQO del 61.2 %. La utilizacibn de concentraciones menores a este valor
implica también un menor nimero de sitios de interaccidbn molecular, reflejado en un bajo
nivel de remocién en la DQO. Por otro lado, el incremento en la concentracién de ALG
(0.5 %) disminuyo6 también los valores de remocion de DQO, debido a que el exceso de
dicho polimero provoca su estabilizacién (Bolto y Gregory 2007). Se observé que valores
de pH 4 permitieron una mayor remocion de contaminantes. Lo anterior puede ser debido
a que a un pH 4 existe una mayor proporcion de moléculas de ALG que estan
desprotonadas, pues los valores de pKa de los grupos carboxilo del Gy M son de 3.65y
3.38, respectivamente (Maurstad et al. 2003). Esto permite que el ALG interaccione con el
Ca*? y forme un gel muy estable de alginato de calcio de facil manejo para separarlo del

sobrenadante.

Se ha reportado que valores de pH acido favorecen el establecimiento de interacciones
hidrofébicas y puentes de hidrégeno entre el biopolimero y los diferentes componentes
solubles e insolubles de la muestra (Ramirez-Romero et al. 2013; Valderrama-Bravo et al.
2012; Berlanga-Reyes et al. 2011). Cuando el gel de alginato de calcio se forma en

presencia del nejayote, una fraccion de los sdlidos disueltos y suspendidos queda
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adsorbida y atrapada entre los espacios presentes entre los dimeros del ALG. La
formacion de dichos espacios se origina por la accion cohesiva del ion calcio al interactuar
con el grupo carboxilo, hidroxilo y los atomos de oxigeno que forman el enlace glucosidico

y el enlace hemiacetélico de los residuos de G de la cadena polimérica (Lin et al. 2012).

Con respecto a los fenoles (Figura 14b), se observd una variacion del porcentaje de

remocion de estos compuestos en funcion del pH. A pesar de la repulsion inicial ejercida
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Figura 14. Porcentaje de remocién de DQO (a), fenoles (b), azlcares reductores (c) y sélidos totales (d)
en funcidn de la concentracion de ALG y del pH (p < 0.05).

por los grupos carboxilo ionizados presentes en los residuos de M y G, en condiciones
acidas, las interacciones hidrofébicas y puentes de hidrogeno entre el biopolimero y los
componentes solubles e insolubles de la muestra permitieron remover a pH 4 el 75 % de

los fenoles. Por otro lado, la menor remocion fue del 63 % y se obtuvo a pH 8.

En el caso de la remocion de los azucares (Figura 14c), se observo que al incrementarse
el pH la eficiencia de remocién también aumentd, lo cual sugiere que las fuerzas de
cohesion como fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno entre los grupos

carboxilo del ALG y los azucares del nejayote son lo suficientemente fuertes para
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aumentar su remocion, como ya lo ha reportado Meng et al. (2015). La eficiencia de
remocién maxima de azucares por el ALG, fue del 94.5 % cuando el pH se mantuvo fijo
(4, 8 y 12). De hecho, no se observaron diferencias significativas en la remocion de
azucares en los tres valores de pH, salvo a pH 4 y concentracion de ALG de 0.33 %,

donde una ligera turbidez de la solucién subestimo la eficiencia de remocién observada.

La caracteristica fisica mas importante de las aguas residuales es el contenido de ST, los
cuales comprenden: la materia en suspensién, sedimentable y disuelta (Sahu y Chaudhari
2013). De manera general se obtuvieron valores bajos de remocién debido a la presencia
de iones Ca*?, CI?, citrato, Na*, etc., en el filtrado, que evita obtener valores reales de la

remocion.

Para visualizar esta situacion se aplicé la metodologia propuesta a una muestra de agua
destilada usada como testigo y se obtuvo un rango de ST de 6125 - 6537 mg/L
independientemente del pH y la concentracién de ALG. Se observa que al incrementar la
concentracion de ALG, se obtienen valores de remocién de ST mayores. Sin embargo, se
encontré que el maximo de remocién fue del 15% a un valor de pH=8 con 0.33 % (p/v) de
ALG (Figura 14d). Lo anterior puede deberse a varios efectos involucrados en la remocion
de ST. Primero, a medida que el pH se incrementa, la repulsién entre el ALG, las
moléculas y particulas presentes en el nejayote es mayor, por lo que un pH intermedio
favorece una mayor remocién. Segundo, a este pH la concentracion intermedia del ALG
presenta una mayor remocion de ST, lo cual sugiere un comportamiento tipico de un
agente floculante como el ALG, donde concentraciones bajas del polimero dificultan una
buena floculacion y altas concentraciones del ALG sobre-estabilizan a las particulas que

estan contenidas en el nejayote (Sahu y Chaudhari 2013; Sing et al. 2000).

Por dltimo, es importante mencionar que la cantidad adicionada de citrato de sodio, que
se utiliz6 como agente secuestrante del Ca*?; se disolvi6 completamente en el nejayote y
al realizar el proceso de gelificacion vy filtracion en la separacion del residuo sdlido, los
iones solubles (citrato, Na* y Ca*?) terminaron en la fase acuosa, lo cual produjo un valor
alto de ST y en consecuencia una baja eficiencia de remocion de los mismos. Mas aun, el
proceso de filtrado posterior a la gelificacion permiti6 remover de SST con 0.016 % de
ALG el 97.5 %, con 0.33 % de ALG removié el 98% y con el 0.50 % removi6 el 98.2 %.
Sin embargo, este pardmetro se sobreestima, ya que el nejayote tratado con este
polimero se tiene que someter a un proceso de filtracion para separar el gel de alginato de
calcio-nejayote.
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6.2.2. Tratamiento con QUIT soluble.

En este estudio, se analiz6 la capacidad de remociéon basado en los principios de
adsorcion-precipitacion del QUIT, a diferencia del proceso de coagulacién-floculacion
reportado por Guibal y Roussy (2007) y Suarez-Meraz et al. (2016). De esta manera, el
QUIT soluble adsorbe a los soélidos suspendidos y disueltos presentes en el nejayote y
posteriormente una elevacion abrupta en el pH precipita al “producto” QUIT-Nejayote. En
la Figura 15 se muestra el porcentaje de remocién de DQO, fenoles totales, azlcares
reductores y ST en funcién de la concentracion de QUIT soluble. El tratamiento se llevé a
cabo a pH acido (pH 2) para lograr solubilizar el QUIT en el nejayote, luego, se
increment6 drasticamente el pH (hasta pH 11) para insolubilizar al polimero con los

contaminantes unidos a él.

El mayor porcentaje de remocion de la DQO fue del 60 % cuando se utilizé QUIT al 0.8 %
(p/v). La mayor remocion de fenoles fue del 61 % con una concentracion de 0.6 % (p/v) de
QUIT. La prueba ANOVA mostro diferencia significativa entre los tratamientos de nejayote
a diferentes concentraciones de QUIT (p<0.05). El QUIT posee diferentes mecanismos
por los cuales interactia con el material presente en solucién acuosa, los cuales se
describen a continuacion. Al poseer el QUIT una carga positiva debido a los grupos amino
protonados en soluciones con valores de pH acido, neutraliza la carga de particulas
coloidales con carga negativa y promueve la formacion de grandes agregados (coloide-
QUIT), debido a que las moléculas de este polimero actian como agentes entrelazantes
entre las particulas coloidales promoviendo la agregacion y la sedimentacion del material

coloidal suspendido.

Adicionalmente, las moléculas de QUIT pueden adsorber moléculas disueltas en la fase
acuosa y asi removerlas de esta fase, en conjunto con las particulas coloidales
mencionadas anteriormente por sedimentacion o filtracion. Renault et al. (2009) y, Guibal
y Roussy (2007) han descrito que la remocion de diferentes materiales presentes en
medio acuoso, se puede representar por una gréafica de eficiencia de remocién en funcion
de la dosis de QUIT en forma de campana, debido a que cuando se afiade al nejayote a
bajas concentraciones, el material coloidal suspendido y disuelto es parcialmente
neutralizado y adsorbido a este polimero, siendo insuficiente para lograr la sedimentacion
de todo el material presente en la fase acuosa. Por esta razén, la eficiencia de remociéon
es baja a dosis pequefias de QUIT. Cuando se llega a la cantidad 6ptima de QUIT

afiadida, se dice que se llega al maximo de la campana y que todo el material coloidal y
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disuelto se encuentra unido a este biopolimero, y en consecuencia su separacion es

eficiente mediante sedimentacién o filtracion.
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Figura 15. Porcentaje de remocion de contaminantes en funcion de la concentracion de QUIT soluble (0.2,
0.4,0.6,0.8y1 % (p/v): a) DQO, b) Fenoles, c) Azlucares y d) Sélidos Totales (p < 0.05).

Sin embargo, si la cantidad de polimero est4 en exceso, las moléculas de QUIT sobre
estabilizarén a los agregados formados por el polimero y el material coloidal y soluble. Lo
anterior provocara que su separacion sea dificil y la eficiencia de remocion se ve
disminuida. Guibal y Roussy (2007) encontraron que para remover colorante la cantidad
Optima de QUIT es de 43 mg/L, mientras que Suarez-Meraz et al. (2016) obtuvieron que la
cantidad 6ptima de QUIT para remover material coloidal de nejayote fue de 47 mg/g de
nejayote sélido removido. Se puede observar que los datos mostrados en las Figuras 152
y 15b tienen esta tendencia de campana y resulté como dosis 6ptima de 0.8 % de QUIT.
Estos resultados sugieren que el material coloidal interacciona con el QUIT de manera
similar a una coagulacién-floculacion, pero no se deja el tiempo suficiente para

sedimentar, si no que se precipita con un cambio abrupto de pH. En lo referente a los
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azucares reductores se alcanzé el 25 % de remocidn a concentraciones de 0.2-0.6 % (p/v)
de QUIT. En el caso de estos ultimos (Figura 15c), no se observa el mismo perfil de
remociébn que en los casos anteriores, debido a que los azucares “reductores”
cuantificados en el nejayote después del tratamiento con QUIT son en su mayoria
solubles y solo una fraccién de ellos se une a este polisacarido, en consecuencia, se
observa que se requiere entre 0.2-0.6 % para obtener una considerable remociéon de
azucares (25 % en promedio). Se observé que, al incrementar la concentracién del
biopolimero, la remocion de azucares disminuye lo que sugiere que hay una hidrélisis del
QUIT que libera azlcares que son reductores, por lo tanto, la eficiencia de remocién se ve

afectada.

Por otra parte, los ST mostraron una eficiencia de remocion del 30-34 %. Estos resultados
concuerdan con aquellos encontrados por Suarez-Meraz et al. (2016) donde se reporta
gue las interacciones electrostaticas entre coloides del nejayote y QUIT tienen un papel
importante para la remocion de sélidos. La Figura 15d muestra que el porcentaje de
remocién es poco dependiente de la cantidad de QUIT que se utilice. Lo anterior es
consecuencia de la filtracion empleada en la separacion del residuo sélido después del
tratamiento con QUIT, ya que después de esta operacion solo quedan sdlidos disueltos y
rastros de solidos suspendidos que son los que se cuantifican como ST. Suarez-Meraz et
al. (2016) han reportado resultados eficientes en la remocion de la turbiedad (80 %) del
nejayote con QUIT. Sin embargo, a diferencia de ellos que utlizaron nejayote
centrifugado, en este estudio el tratamiento se aplicé a muestras de nejayote completo. El
proceso propuesto en este trabajo disminuye el equipo y operaciones unitarias empleadas

para su tratamiento, y en consecuencia su costo.
6.2.3. Tratamiento con QUIT en polvo (insoluble).

Para evaluar la eficiencia del QUIT en polvo, se midié la remocién de contaminantes en
funciébn de su concentracién (0.1, 0.5, 1 y 1.5 % p/iv) y el pH (4, 8 y 12). Dichas
concentraciones fueron utilizadas teniendo en cuenta que, a valores inferiores de
concentracion, las eficiencias de remocion estuvieron por debajo de aquellas obtenidas
con QUIT soluble ya que este tratamiento se midié la capacidad de remocién por el
fendmeno de adsorcidon. Esto se observa en la Figura 16, donde al utilizar una
concentracion de QUIT al 0.1 %, se logré una remocién de la DQO entre 19 y 25 % en el
intervalo de pH utilizado. Del mismo modo se removié entre un 15y 29 % de fenoles y los

azucares lograron removerse entre un 15 y 18 %. En la Figura 16a se muestra el
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porcentaje de remocién de DQO en funcion de la concentraciéon de QUIT insoluble y el
pH. Al incrementar la concentraciéon de QUIT no se afecto la eficiencia de remocién de la
DQO en el intervalo de pH 8-12. Sin embargo, a pH 8 y concentracion de QUIT del 1.5 %
se observé un maximo en la DQO (48 %), lo que sugiere que este biopolimero esta
interaccionando de manera mas eficiente con los materiales incluidos en el nejayote. El
grado de desacetilacién del QUIT (85 %), sugiere que, a este valor de pH, los grupos
amino estan parcialmente protonados, lo que les confiere una considerable carga positiva.
Debido a que, las moléculas y particulas presentes en el nejayote poseen carga negativa,
se genera una atraccion de tipo electrostatico que incrementa el valor de eficiencia en la
remocion de DQO dada por los puentes de hidrégeno, ademas de que existen
interacciones hidrofébicas que favorecen la disminucién de la DQO a valores superiores
de pH (Bolto y Gregory 2007).

La Figura 16a muestra que un incremento posterior a pH 12, desprotona completamente
al QUIT y la repulsion ejercida por las moléculas del QUIT hacia las moléculas y particulas
presentes en el nejayote es lo suficientemente grande como para evitar un incremento
importante en el porcentaje de remocion de la DQO. Por otro lado, se observo que a
valores de pH 4, las eficiencias de remocion de DQO disminuyen y llegan a un minimo

cuando la concentracion de QUIT es de 1.5 %.

Wang et al. (2006) encontraron que el pKa del QUIT se encuentra entre 6.17 a 6.51, lo
cual sugiere que los grupos amino de las unidades estructurales de este polimero
(glucosamina), se protonan y adquieren una carga positiva a pH 2, en consecuencia, la
solubilidad de este polisacarido se ve incrementada. Lo anterior se ve traducida en un
aumento en el valor de la DQO final y como resultado, la eficiencia de remocién disminuye
de manera drastica.

Ozkorucuklu et al. (2009) han reportado que los valores de pKa para diferentes acidos
fendlicos se ubican entre 4.20-4.40 para el grupo carboxilo y 8.70-9.40 para el hidroxilo
del grupo fendlico. En este sentido es de esperarse que al incrementarse el pH de la
solucibn en que se encuentren los compuestos fendlicos presentes en el nejayote,
tenderan a incrementar su carga negativa y en consecuencia a unirse a la superficie del
QUIT por interacciones electrostaticas (Figura 16b). En la Figura 16b también se puede
apreciar que la eficiencia de remocién de fenoles no varia de manera importante con la

concentracion de QUIT. Los niveles de remocién que se muestran en esta figura, sugiere
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que, el area de contacto con las moléculas del QUIT, tiene un efecto poco importante para

la remocién de estos contaminantes presentes en el nejayote.

Respecto a la remocién de azucares (Figura 16c), se observé un comportamiento similar
al observado en los fenoles con dos pendientes definidas. La primera (pH 4-8) es menos
pronunciada que la observada en los fenoles, debido a que no existen grupos ionizables
en los azlcares del nejayote en este intervalo de pH y la remocion de estos compuestos
varia ligeramente con el pH. En contraparte la Ultima region (pH 8-12) es mas
pronunciada, debido a la ionizacion de los grupos hidroxilo de los azlcares que se
adsorben al QUIT de manera semejante a como se observé en los fenoles (por

interacciones iénicas).
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Figura. 16. Porcentaje de remocién de: DQO(a), Fenoles (b), Azucares (c) y Solidos Totales (d) en funcién de
la concentracion de QUIT en polvo (0.1, 0.5, 1.0 y 1.5 % (p/v)) y el pH (4, 8 y 12) (p < 0.05).

En relacién a la remocion de ST, en la Figura 16d se muestra que hubo poca diferencia

entre los tratamientos a pH 8 y pH 12 (la eficiencia de remocién de ST fue de 37-41 %).

61



Mientras que a pH 4 se tuvo una eficiencia de 28-38 %. Esto sugiere que a medida que
disminuye el pH, la disolucion del “polvo” de QUIT se favorece por la protonacion de los
grupos amino del QUIT incrementando la concentracién de ST en el nejayote, lo cual se
refleja en una disminucion de la eficiencia de remocion de estos sélidos. Por otra parte,
cuando se incrementd la concentracién de QUIT en “polvo”, la hidrdlisis de este
polisacéarido incrementd el contenido de sélidos disueltos. Para comprobar lo antes
mencionado, se realizdé un testigo, es decir, se aplicé tratamiento a muestras de agua
destilada bajo las mismas condiciones de tratamiento que al nejayote y se le midi6 la
cantidad de ST remanente, se obtuvo que a valores de pH 4 el QUIT aporta 5.01 £0.163
% en promedio, a pH 8, 4.35 +0.114 % y a pH 12, 4.93 £0.123 %. Esto afecta la eficiencia

del QUIT para la remocién de contaminantes del nejayote.
6.2.4. Tratamiento secuencial.

Con el fin de probar la efectividad de la combinacion de los polimeros empleados en los
tratamientos anteriores, se realiz6 un tratamiento utilizando las condiciones que
produjeran los mejores valores en la remocién de la DQO. Se utilizd6 este parametro
debido a que cualquier incremento en la cantidad de contaminantes organicos e
inorganicos se refleja en un aumento de esta medida. Asi, en primera instancia se aplico
el tratamiento con QUIT soluble al 0.8 % al nejayote y posteriormente al efluente
resultante de este procedimiento se le tratdé con solucion de ALG al 0.33 % (p/v)
(tratamiento QUIT-ALG). Del mismo modo, para determinar si el orden de la aplicacion de
ambos biopolimeros afectaba en la remocién de contaminantes del nejayote, se realizo el
tratamiento a muestras de nejayote a pH 4 con solucién de ALG al 0.33 % y enseguida se
aplicé al efluente resultante la metodologia previamente descrita utilizando QUIT soluble
al 0.8 % (v/v) (tratamiento ALG-QUIT). Finalmente, se determino la eficiencia de remocion
de los mismos parametros utilizados con ALG y QUIT de manera independiente (DQO,

fenoles, azlcares y ST).

En la Tabla 6 se muestra la eficiencia de remocion de DQO, fenoles, azUcares y ST al
aplicar los biopolimeros de manera independiente (tratamientos QUIT y ALG) y secuencial
(QUIT-ALG y ALG-QUIT). Como puede observarse, el tratamiento con ALG tiene mayor
eficiencia de remocién de DQO, fenoles y azlcares que el tratamiento con QUIT, pero
pasa lo contrario con los ST. Como ya se mencioné anteriormente, el ALG adsorbe
moléculas disueltas y atrapa solidos suspendidos del nejayote, o que resulta en una

mayor remocion. La baja eficiencia en la remocion de ST podria deberse a que en el
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pretratamiento de la muestra de nejayote se afiade un agente secuestrante del Ca*?
(citrato de sodio) y posteriormente, para el proceso de gelificacion, se adiciona CaCl..
Ambas sustancias disueltas en la muestra incrementan el contenido de ST y dan como

resultado una baja eficiencia de remocién de esta variable de respuesta.

Con respecto a los tratamientos secuenciales, se encontré que el tratamiento ALG-QUIT
es mas eficiente en la remocion de todos los pardmetros de respuesta (% de remocion de
DQO, de fenoles, de azlcares y de ST). Al afladir QUIT (polimero catiénico), de manera
posterior al ALG (polimero anibnico), el material remanente soluble y coloidal con carga
negativa es atraido por el QUIT a través de interacciones electrostaticas,
incrementandose el porcentaje de remocién de los parametros a excepcion de los
azucares. Probablemente se ve afectada su remocion por la hidrélisis de ambos

polimeros que estan constituidos por azucares.

Tabla 6. Porcentaje de remocion de contaminantes en tratamiento con QUIT soluble, ALG

y tratamiento secuencial.

Tratamiento DQO (%) Fenoles (%) Azucares (%) ST (%)
QUIT 59.74 +0.362 46.56 +2.11* 55.51 +1.71* 30.51 +0.852
ALG 61.43 +0.24°> 83.46 +1.76° 60.78 +0.33% 15.08 +1.95°

QUIT-ALG 67.21 +0.85* 55.34 +0.71* 60.23 +1.06% 10.47 +1.90°
ALG-QUIT 70.19 +0.24° 88.12 +8.82" 61.37 +0.02* 46.11 *+2.61¢°

QUIT: Tratamiento con quitosano soluble al 0.8 % (v/v)
ALG: Tratamiento con alginato de sodio al 0.33 % (p/v)
QUIT-ALG: Tratamiento secuencial con QUIT soluble al 0.8 % (p/v) seguido de ALG al 0.33 % (p/v)
ALG-QUIT: Tratamiento secuencial con ALG al 0.33 %(p/v) seguido de QUIT soluble al 0.8 % (p/v)
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Al tratar la muestra de nejayote con un solo polimero, resulta ser mas eficiente el ALG
(61.43% remocion de la DQO), pero si éste es seguido de un tratamiento con QUIT (ALG-
QUIT) (70.19 % de la DQO), mejora la eficiencia en la remocion de contaminantes solo en
un 10 %. Aunque la diferencia es estadisticamente significativa (p<0.001) entre estos
tratamientos, la aplicacion a gran escala requiere de un nimero mayor de operaciones
unitarias, ademas, queda con la misma calidad de agua residual de acuerdo a las normas

ya sefaladas, por lo que se sugiere dar tratamiento con el ALG solamente.

En otros estudios, como los reportados por Ferreira-Rollon et al. (2014), quienes
proponen un tratamiento anaerobio en el que utilizaron un reactor de lodos de flujo
ascendente (UASB) para dar tratamiento al nejayote diluido con agua residual municipal
gue ajustaron a una cantidad de 1-3 g/L de DQO y a temperatura de incubacion de 32 °C,
la eficiencia de remocion fue del 90%. En otro estudio, realizado por Suarez-Meraz et al.
(2016), mostraron la utilidad de remover material coloidal del nejayote con un tratamiento
de coagulacion-floculaciéon a muestras de nejayote centrifugado. Utilizaron QUIT de
diferentes pesos moleculares y lograron remover mas del 80% de la turbiedad lo que les
permiti6 cumplir con la norma oficial mexicana (NOM-002-SEMARNAT-1996). En este
estudio, a diferencia de los ya mencionados, se dio tratamiento a muestras de nejayote
completo. Se utilizaron biopolimeros (ALG y QUIT) que, en primera instancia, no afectan
al medio ambiente, ya que son faciles de degradar. El biopolimero que dio mejores
resultados fue el ALG a pH 4 con una concentracion del 0.33%, ya que se logré remover
el 61 % de la DQO. La remocion de SST mostré buena eficiencia (95%), cabe mencionar
gue la filtracién favorece la remocion de los SST, sin embargo, estos biopolimeros facilitan
mucho este proceso, ya que lo hacen mas manejable, lo que permite que con este
tratamiento se reduzcan las operaciones unitarias como el centrifugado previo al
tratamiento o el mezclado con otro tipo de agua. El agua residual de este tratamiento, si
bien no alcanza a cubrir con las especificaciones establecidas por las normas oficiales
para descargarla en rios, si permite las descargas al suelo para darle uso como riego
agricola o descargarla al alcantarillado urbano o municipal debido a que no supera las 500
partes por millbn de soélidos totales, limite maximo establecido por la norma oficial
mexicana (NOM-002-SEMARNAT-1996).
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6.3. Tratamiento Biol6gico.

6.3.1. Efecto del pH en el crecimiento de hongos ligninoliticos.

Una de las alternativas propuestas en este trabajo para disminuir los contaminantes del
nejayote, fue el tratamiento bioldégico con hongos ligninoliticos. Este tratamiento se hizo en
diferentes etapas para establecer las condiciones de mayor eficiencia. Primeramente, se
determiné el efecto del pH sobre el crecimiento del microorganismo en el medio con
nejayote filtrado (Tabla 7). Cabe mencionar que se hicieron las pruebas primeramente con

nejayote filtrado para aprovechar la muestra del tratamiento fisicoquimico.

En esta prueba se observé que casi todos los hongos tuvieron mayor area de crecimiento
a pH 4 £0.5 siendo que, Bjerkandera adusta 4312 la cepa que obtuvo mayor area de
crecimiento (49.30 +1.632 cm?). Sin embargo, a pH 6 0.5 todas las cepas en estudio
disminuyeron su crecimiento. A este valor de pH, Bjerkandera adusta 4312 presentd
mayor area de crecimiento (38.093 +1.036 cm?). Finalmente, a pH 12 +0.5, Bjerkandera
adusta 4312 mostr6 crecimiento en los tres niveles de pH, siendo el de menor crecimiento
en pH 8 (12.26 +0.476 cm?).

Tabla 7. Crecimiento de diferentes microorganismos en diferentes valores de pH en
medio agar-nejayote.

pH 4 0.5 pH 6 0.5 pH 8 +0.5
Cepa Area prom. (cm?)  Area prom. (cm?) Area prom. (cm?)
Trametes troggi 8156 41.26 +1.608 36.286 + 2.919 4.950 + 0.317
Phanerochaete
chrysosporium 4521 31.763 £ 2.919 36.616 + 2.658 0.343 £ 0.050
Bjerkandera adusta 4312 49.306 £ 1.632 38.093 + 1.036 12.260 £ 0.476
Trametes versicolor 8272 48.640 + 0.768 34.970+1.734 4.553 + 0.550

Posteriormente, se compar6é de forma cualitativa el crecimiento de las cepas en agar-
nejayote completo y agar-nejayote filtrado a pH 4 +0.5 (Figura 17). De esta forma se

selecciond la cepa y el tipo de nejayote con mayor crecimiento.

Se observé que Trametes versicolor 8272 presentd un crecimiento mas abundante,

seguido de Trametes troggi 8156 y Bjerkadera adusta 4312. Los hongos como se
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esperaba, tuvieron buena respuesta en el medio de cultivo con nejayote completo, debido

a la presencia de solidos del nejayote conformados por el pericarpio y germen del maiz.

Estos sélidos estan compuestos por alto porcentaje de fibra cruda la cual posiblemente
estimula la produccién de enzimas ligninoliticas (Valderrama-Bravo 2012; Paredes 2009;
Dominguez-Espinoza 2002). Davila y Vazquez-Duhalt (2006) mencionan que Bjerkandera
adusta y Pleurotus eyngii son capaces de degradar algunos colorantes sintéticos, en
especifico, por la MnP. Diversos autores han reportado la alta capacidad de Bjerkandera
adusta para degradar sustratos complejos como colorantes sintéticos como el azul
reactivo 4 y pesticidas como el toxofeno, por medio de su sistema enziméatico inespecifico,

incluso han mencionado que ha superado al hongo Trametes versicolor en la remocion de

varios compuestos organicos recalcitrantes (Holguin-Munera et al. 2017; Chéavez et al.
2013).

Bjerkandera adusta 4312 Phanerocheate chrysosporium 4521

Trametes troggi 8156

Trametes versicolor 8272

Figura 17. Prueba de crecimiento en agar-nejayote. Lado izquierdo agar-nejayote completo, a la derecha
agar-nejayote filtrado.

En este estudio, como ya se ha mencionado, Bjerkandera adusta mostré capacidad de
crecimiento en un rango mayor de pH fue la razén por la que se trabajoé con este hongo.

El uso de hongos ligninoliticos en el nejayote ha sido para la recuperacion de sustancias
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de valor agregado, como los oligdbmeros de arabinoxilanos. Guerrero et al. (2015)
realizaron estudios con el nejayote como fuente de carbono, que en su mayoria son
arabinoxilanos de cadena larga. Se emple6 el nejayote como medio de cultivo para
hongos filamentosos y se midid la capacidad de hidrolizar parcialmente dichos
arabinoxilanos y obtener oligdmeros de alto valor agregado. Del mismo modo, las
enzimas extracelulares monitoreadas fueron: xilanasa, celulasa y feruloilesterasa. El
empleo de Bjerkandera adusta en el nejayote tiene como objetivo principal la
biorremediacion (para disminuir la carga organica del nejayote), a diferencia del estudio

antes mencionado.

6.3.2. Efecto de la cantidad de in6culo y la cepa de hongo ligninolitico.

Para medir el efecto de la cantidad de in6culo y determinar la cepa adecuada para tratar
el nejayote en medio sumergido, se hizo un disefio factorial 2X2X3 en donde los factores
de tratamiento fueron: tipo de muestra (nejayote completo estéril y no estéril) a pH 4.5,
tipo de hongo (Bjerkandera adusta 4312 y Trametes troggi 8156) y cantidad de in6culo (5,
10 y 15 % p/v base humeda). En tratamientos preliminares se hicieron pruebas para
conocer las condiciones de pH para el desarrollo del hongo. Se observé que el pH inicial
cambia inmediatamente, este fendmeno se debe a que el Ca(OH), propio del nejayote al
combinarse con el CO; introducido del medio ambiente, ademas del CO; liberado por el
hongo forma bicarbonatos (HCO3) y carbonatos (CO3?) responsables del cambio del pH a

valores hasta de 7.9.

Para evitar el aumento de pH, se elimind el calcio utilizando citrato de sodio, el cual se
utilizé a una concentracion del 3 % y luego se reajusté a pH 4.5 para llevar a cabo el

tratamiento.

Cabe mencionar que el tiempo de esterilizacion de las muestras fue mas largo (30 min a
121°C) para eliminar todo organismo presente en la muestra y poder descartar alguna
influencia en el cambio de pH, ya que se ha reportado la presencia de bacterias gram
positivos con actividad catalitica (Diaz-Montes et al. 2016) y en otro estudio se aislaron
dos cepas (NJY1 y NJY2) pertenecientes a Bacillus flexus que son productoras de
enzimas feruloilesterasas y poseen caracteristicas alcalofilas facultativas (Sanchez-
Gonzalez et al. 2011). El tiempo de tratamiento fue de 27 dias, el muestreo se hizo cada

tercer dia; como variable de respuesta, se midié la DQO vy la actividad enzimatica de LiP,

67



MnP y lacasa. El resultado de la medicién de las actividades de estas enzimas fue nulo
posiblemente debido a que el nejayote tiene sustancias antioxidantes como lo son los
polifenoles, y aunque no se midieron forman parte del grano de maiz, ademas de la
presencia de aminoacidos azufrados como la cisteina (Paredes-LOpez et al. 2009),
metionina y lisina (Maestro-Duran y Borja-Padilla 1993b). Los compuestos antioxidantes al
entrar en contacto con el sustrato oxidado por dichas enzimas lo reducen de forma
inmediata. Para medir la presencia de enzimas extracelulares se hace con la oxidacion de
un sustrato que al hacerlo cambia de color y permite medir la capacidad de la enzima para
oxidarlo. En el caso del nejayote no se logré medir dicha actividad debido a la probable
accion de los agentes antioxidantes del nejayote antes mencionados. La disminucion de la
DQO del nejayote evidencid la actividad enzimatica del hongo; sin embargo, es probable
la presencia de otros organismos como bacterias alcalinéfilas propias del nejayote que
remueven parte de la materia organica presente en el nejayote (Sanchez-Gonzélez et al.
2011).

El efecto de la esterilidad, como se muestra en la Tabla 8, no presenta diferencia
significativa entre los tratamientos. Tampoco mostrd diferencia significativa el hongo
utilizado en condiciones estériles; sin embargo, con el nejayote no estéril Trametes troggi
8156 removid solo 5% mas que Bjerkandera adusta 4312. En las condiciones no estériles
como ya se mencion6 anteriormente, la presencia de bacterias alcalinéfilas es probable

gue también contribuyeron a la disminucion de materia orgénica.

Por su parte, la cantidad de biomasa en el inéculo mostr6 diferencia significativa, siendo
gue la mayor remocion de DQO se obtuvo con el 10 % de biomasa (base humeda). Con
Trametes troggi 8156 logré remover hasta un 83.09 % con nejayote no estéril, mientras

gue Bjerkandera adusta 4312 logré remover 82.62 % de DQO en nejayote estéril.
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Tabla 8. Efecto de la cantidad de in6culo y tipo de hongo (Trametes troggi y
Bjerkandera adusta 4312) en la remocion de contaminantes en muestras de nejayote
estéril y no estéril, en un tiempo de tratamiento de 27 dias a 28°C (n = 3).

_ % DQO
o Cantidad de _
. _ Condiciones de _ Removida al
Microorganismo _ inoculo _
tratamiento final de
(% p/v) .
tratamiento
N 5 44.72 +018
Esteril 10 82.52 +1.09
Trametes troggi 15 74.15£0.91
. 5 46.03 +£0.98
No esteril 10 83.09 +2.10
15 65.30 £1.20
N 5 66.41 +0.99
Esteril 10 82.62 +0.18
Bjerkandera adusta 15 77.86 £2.06
B 5 75.65 0.87
No esteril 10 56.33 +0.92
15 79.33 £1.07
Estéril - 52.75 +1.18

Control

No Estéril - 70.48 +1.04

Cabe sefalar que en este experimento el pH no se logré estabilizar a lo largo del
tratamiento, probablemente debido a que no fue suficiente la disminucion del calcio por el
citrato de sodio, aun se observaron cambios en el sistema. Se inicié con pH de 4.5y al

final se obtuvo pH 9 +0.5.

Las muestras control se sellaron para evitar el contacto con el aire, y se observé que el
pH se mantuvo hasta el final del tratamiento sin mucho cambio; sin embargo, en el
nejayote inoculado no fue posible, ya que éstos son organismos aerobios (Young- Mi Kim
y Hong-Guy, 2009). Se ajust6 el pH cada 8 h los primeros dos dias a 4.5, este pH permite
gue los carbonatos se eliminen en forma de CO; de esta manera se mantiene durante el
tratamiento y asi poder mantener el desarrollo del hongo (Bertrand et al. 2014; Gémez-
Dorado 2005).

A pesar de que se mantuvo el pH estable en las muestras control, se observé una
disminucion en la DQO, tanto en muestras estériles como no estériles. La presencia de
bacterias propias del maiz aisladas por Sdnchez-Gonzélez et al. (2011) podrian explicar

esta disminucién; sin embargo, en el control estéril, aunque en menor porcentaje, existe
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disminucién en la cantidad de la DQO. Esta disminucion puede deberse a la oxidacién por
la luz, ya que los fotones de longitud de onda corta interaccionan con compuestos
celulares, también hidroliza el peroxido (Maestro-Duran y Borja-Padilla 1993a), lo cual
desencadena reacciones oxidativas que se ven reflejadas en la disminucion de la DQO.

Con base en esta observacién el siguiente experimento se hizo en ausencia de luz.

6.3.3. Biodegradacion de nejayote completo no estéril por Bjerkandera adusta
4312.

Para éste experimento se utilizd una muestra de nejayote completo no estéril a pH 4.5,
como ya se menciond en el apartado anterior, este valor de pH permite el control rapido
del pH y las condiciones de esterilidad no mostré diferencia, por lo que se evité dicho
proceso de esterilizacion. En este experimento se evalud la efectividad en la remocién de
la DQO del nejayote tratado con Bjerkandera adusta 4312 debido a que mostrd6 mayor
resistencia a los cambios de pH como puede verse en la tabla 10. Los hongos de la
podredumbre blanca, tienen la capacidad de biodegradar la lignina para obtener la
energia necesaria para desarrollarse (Davila 2006, Arora 2004), y aunque en poca
cantidad, los soélidos del nejayote tienen material ligninocelulésico (pericarpio desprendido
de la nixtamalizacién) para ser degradado (Rostro-Alanis 2014; Nifio-Medina et al. 2006;
Bartolo-Pérez et al. 1999). El tratamiento con el hongo Bjerkandera adusta 4312 fue por
30 dias en matraces de 2000 mL con una agitacion orbital de 125 rpm y el pH se regulé
de manera constante para mantenerlo en 4.5. Como control se utiliz6 nejayote completo
no estéril sin inocular. De manera general, se observo que los valores la DQO, los STy
azucares totales disminuyen conforme pasa el tiempo (figura 17). Sin embargo, la prueba
de significancia del tiempo de tratamiento mostré que solo hay cambios significativos en la
remocion de la DQO hasta los once dias de tratamiento, en este punto se logré una
remocion del 52 %, por lo tanto, seria prudente detener el tratamiento biol6gico a los once

dias.

Respecto al nejayote control, se observa que la DQO en tiempo cero, es menor que en el
nejayote inoculado, esto debido a que en el in6culo hay una parte de medio de cultivo que
aumenta la cantidad de la DQO en el sistema. Sin embargo, se observé una disminucion
en la cantidad de DQO con el paso del tiempo, esto puede deberse a la presencia de
bacterias propias del nejayote (bacilos alcal6fios), las cuales son capaces de producir

xilanasas y esterasas que degradan el pericarpio que conforma los sélidos del nejayote
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(Sanchez-Gonzalez et al. 2011). Esto podria explicar la disminucién de la DQO del
nejayote control. Otro factor que puede provocar la disminucién de la DQO es la oxidacion
por la luz solar, ya que los fotones de longitud de onda més corta que la luz ultravioleta,
interaccionan con compuestos celulares (Maestro-Duran y Borja-Padilla 1993; Avila—
Zarraga 2009; Alvarez et al. 2013). Si bien en este estudio se tomaron las medidas para
aislar las muestras de la luz solar, no se puede garantizar que se haya alcanzado por
completo. En cambio, en el nejayote inoculado, ademdas de ocurrir los procesos antes

explicados, el uso del hongo aceleré la remocion de la DQO.

Se prob6é un modelo matematico para explicar el sistema de tratamiento (nejayote
inoculado) para la disminucion de la DQO. Se realizé un analisis de regresion lineal
mdultiple paso a paso para obtener el modelo que expligue mejor la disminucién de la

DQO. El modelo obtenido fue el siguiente:

DQO =23710 + 55.1 fenoles — 705 tiempo de tratamiento

El valor de R? (ajustado) fue igual a 72 %. Si bien se esperaria un porcentaje de
explicacion de la varianza en los datos igual o mayor al 90%, debe considerarse que en
este caso se trata de un trataiento biolégico, en cual no se puede tener un control extremo
de otras variables que puedieran estar afectando la varianza. Por lo tanto se considera

gue el modelo encontrado es valido.

Se hizo una prueba de significancia paso a paso. El andlisis mostré que la presencia de
fenoles y el tiempo de tratamiento medido en dias, tienen mayor influencia en los valores

presentes de DQO.

El analisis del modelo mostré que a mayor concentracion de fenoles en menor tiempo de
tratamiento, mayor sera la cantidad de la DQO. Este efecto es esperado puesto que en la
medida en la que el nejayote se expone menos tiempo al hongo, el nivel de remocién es
menor y por tanto los valores de la DQO y la concentracién de fenoles son elevados. Es
hasta que, se aumente el tiempo de tratamiento con el hongo y que las enzimas
producidas degraden el material ligninoceluldsico del nejayote, que se disminuye el valor
de la DQO y concentracion de fenoles. EI modelo obtenido sefiala la importancia del
tiempo de tratamiento para la remocion de la DQO. En la Figura 18 se muestra que la
remocién de la DQO en el nejayote control, fue mas lenta que en la muestra de nejayote

inoculado.
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Figura 18. Remocion de la DQO en cultivo sumergido de nejayote completo no estéril con pH 4.5, Tratamiento
con Bjekandera adusta 4312. Tratamiento por 30 dias. Nejayote control (muestra de nejayote completo no
estéril sin inocular) (p < 0.05).

La concentracion de azlcares reductores equivalentes a glucosa, durante el tratamiento
siguié un comportamiento similar a la DQO. Al inicio del tratamiento se observé mayor
concentracion de azucares en el nejayote debido a que en el sobrenadante del indculo
existen enzimas que permiten su liberacion. En la Figura 19, se muestra que la
concentracion remanente de azucares reductores en el nejayote inoculado ocurre desde
el inicio del tratamiento. Por ello, no se observé algin cambio significativo en la
concentracion de azucares a partir del dia once, lo que explica que se vea limitado el
crecimiento del hongo. Estos hallazgos ya habian sido explicados por Davila y Vazquez-
Duhalt (2006), sefalando que, al disminuir la cantidad de azlucares en el medio, el hongo
produce enzimas extracelulares como la celulasas, xilanasas, amilasas y MnP, LiP para

degradar material ligninolitico y asi obtener los nutrientes necesarios para su crecimiento.
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Figura 19. Remocion de la cantidad de azucares reductores en cultivo sumergido de nejayote completo no
estéril con pH 4.5, Tratamiento con Bjerkandera adusta 4312. Tratamiento por 30 dias. Nejayote control
(muestra de nejayote completo no estéril sin inocular) (p < 0.05).

Al degradar este material se liberan compuestos fenélicos como se muestra en la Figura
20. Se puede observar que la cantidad de fenoles durante el tratamiento varia en el
tiempo, se presentaron picos en los dias 5, 11 y 17, esto da evidencia de que hay
actividad enzimatica, como feruloilesterasas que liberan compuestos fendélicos unidos a la
hemicelulosa, y éstos pueden ser oxidados o bien utilizados como mediadores por las

enzimas ligninoliticas como la MnP y LiP. La parte Ultima del tratamiento se observa que

la presencia de fenoles se mantiene sin cambios.
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Figura 20. Cantidad de fenoles totales durante el tratamiento con el hongo Bjerkandera adusta 4312 en
muestras de nejayote completo no estéril (p < 0.05).

En la Figura 21 se muestra la cantidad de sélidos totales respecto al tiempo. De manera
general la cantidad de sdlidos disminuye conforme pasa el tiempo de tratamiento.
Mientras que en el nejayote control no existe diferencia respecto al tiempo. La cantidad de
sélidos totales en el nejayote control y en el nejayote tratado es diferente al inicio, debido
a que la cantidad de éstos se ve modificada por la adicién del hongo. Se puede observar
gue la cantidad de soélidos del nejayote inoculado presenta un pico alto al tercer dia de
tratamiento, y después va en declive. El aumento de sélidos en el tercer dia evidencia el
mayor crecimiento del hongo, el cual es posible debido al consumo de azucares
producidos al inicio del tratamiento. Sin embargo, la cantidad de nutrientes en el medio
fue una limitante, ya que no se volvié a presentar el aumento en la cantidad de sélidos
durante el tratamiento. En este trabajo se observé que a pesar de que el nejayote
presentara remocion de la DQO por accion de microorganismos propios del nejayote, el

tratamiento con Bjerkandera adusta 4312 disminuye el tiempo de remocion de la DQO.
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Figura 21. Cantidad de soélidos totales remanente durante el tiempo de tratamiento con el hongo
Bjerkandera adusta 4312 en muestras de nejayote completo no estéril. (p < 0.05)

Por otro lado, se midi6 la dureza en el medio expresada como mg CaCOs/L, se monitored
para conocer su influencia en el aumento del pH. Las muestras de nejayote se
mantuvieron a pH 4.5, para que el CO:, liberado por el hongo se vaya a la atmésfera. En la
Figura 22 se muestra la dureza en funcién del tiempo, se observa que los primeros 9 dias,
la dureza fue mas alta en muestras de nejayote inoculado que en las muestras de
nejayote control, esto puede explicarse por la accibn metabodlica del hongo, que al
biodegradar el material del nejayote, libera CO, que a pesar de que esta a pH de 4.5 es
posible que una fraccion de éste se combine con iones hidroxilo para formar bicarbonato
gue provocan el aumento del pH. Después del dia 9 se mantuvo sin algin cambio
significativo, al igual que el nejayote control. Esto explica que el maximo crecimiento del
hongo se da en los primeros dias, como se mencioné en la figura 14 a 18, por lo que la

produccion de CO; por el hongo es limitado a partir del dia 11.
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Figura 22. Variacion de la dureza del nejayote con respecto al tiempo. Nejayote completo no estéril
tratado con Bjerkandera adusta 4312 (p < 0.05).

La cuantificacién de proteina se realiz6 con el fin de relacionar la produccion de enzimas
extracelulares producidas por Bjerkandera adusta 4312 durante el tratamiento del
nejayote. La Figura 23 muestra la concentracion de proteina soluble, que disminuye en los
primeros once dias de tratamiento, luego muestra un poco de aumento en su
concentracion en los dias 13 al 15. A partir del dia 19 hasta el final del tratamiento
aumenta nuevamente la concentracién de proteina. Este comportamiento muestra la
producciéon de enzimas extracelulares que responden a la necesidad del hongo para
obtener los nutrientes necesarios para su desarrollo, la relacién de la cantidad de proteina
y la produccién de enzimas extracelulares la obtuvieron Rincon-Reina et al. (2016) en una
fermentacion soélida en mesocarpo de coco para obtener enzimas hidroliticas por
Trametes polizona, observaron que la cantidad de proteina aumenté con el tiempo al igual
gue la actividad enzimatica. Guerrero-Elias et al. (2015) hicieron estudios con el nejayote
y una serie de hongos filamentosos de Aspergillus y Trichoderma para hidrolizar
parcialmente arabinoxilanos presentes en los sélidos del nejayote y obtener compuestos
de valor agregado, la actividad de enzimas que se midieron fueron de xilanasas, celulasas
y feruloilesterasa, enzimas que permitieron obtener compuestos antioxidantes como acido
ferulico y acido cindmico. En este estudio, la cantidad de proteina en el nejayote control y
el nejayote inoculado evidencio la produccién de enzimas extracelulares producidas por
organismos presentes en el nejayote (nejayote control) o por el hongo (nejayote

inoculado). Comparando la cantidad de proteina con la concentracion de fenoles y de los
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sélidos totales, muestra que al inicio del tratamiento existen compuestos de facil acceso
para el hongo, por lo que no requiere de producir enzimas especializadas para liberar
azucares del material ligninolitico del nejayote, conforme pasa el tiempo, y al agotarse los
nutrientes de facil acceso, libera enzimas mas especializadas para degradar compuestos
mas complejos (Davila y Vazquez-Duhalt 2001; Gutiérrez y Martinez 1996). Por esta

razon la cantidad de proteina aumenta en la segunda mitad del tratamiento.
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Figura 23. Concentracion de proteina soluble durante el tratamiento con el hongo Bjerkandera adusta
4312 en muestras de nejayote completo no estéril (p < 0.05).

Puede observarse también que el nejayote control tiene el mismo comportamiento que el
nejayote inoculado, a diferencia de que el porcentaje de degradacion es menor que con el
hongo. Esto se debe muy probablemente a la accion de las bacterias propias del nejayote;
Sanchez-Gonzélez et al. (2011) identificaron la presencia de bacterias alcald6filas, Bacillus
flexus NJY2, que tiene la capacidad de crecer en medio alcalino con pericarpio de maiz, lo
qgue les da la facultad de producir un conjunto de enzimas que le permiten degradar
sustancias complejas como la hemicelulosa. También se observé niveles altos de
actividad feruloil esterasa, que hidroliza el enlace éter del acido ferulico que es comun en
el xilano, esto también les permitid encontrar xilanasas. La capacidad de estas enzimas
pudiera explicar que el nejayote control tenga el mismo comportamiento que el nejayote
inoculado, debido a que se sugiere la presencia de este tipo de organismos. Sin embargo,

cabe la posibilidad de la presencia de organismos ajenos al tratamiento.
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La actividad enzimatica de LiP, MnP y lacasa no se logré medir debido a la presencia de
agentes antioxidantes disueltos en el nejayote. Se hizo un ensayo para corroborar que
dichos agentes antioxidantes impiden la medicion de la actividad de estas enzimas. Para
esto se evalud la actividad de lacasa comercial al 2 % (p/v) y obtuvo una actividad de
51.01 £ 8.28 U/L, mientras que la actividad lacasa con nejayote y sustrato fue nula. Este
ensayo demuestra que el nejayote contiene antioxidantes que impiden medir la actividad,
es decir, la lacasa oxida al sustrato y los agentes antioxidantes lo reducen

inmediatamente de forma tal, que no es posible medir su actividad enzimética.

6.4. Tratamiento biolégico posterior al fisicoquimico.

Como parte final de este estudio, se aplicé una combinacion de tratamiento biol6gico con
el fisicoquimico a muestras de nejayote, siguiendo los procedimientos que resultaron con
mejor rendimiento en los experimentos anteriores. Para controlar el efecto de orden del
tratamiento, se probaron las siguientes combinaciones: a) tratamiento bioldgico seguido
de tratamiento fisicoquimico (BIOL-FQ) y b) tratamiento fisicoquimico seguido de
tratamiento biolégico (FQ-BIOL). Las condiciones para el tratamiento biol6gico fueron: pH
4.5, en matraz Erlenmeyer de 2000 mL, agitacion orbital (125 rpm), temperatura de 28 °C
y 10 % (p/v) de in6culo de B adusta 4312. En el tratamiento fisicoquimico se siguio el
procedimiento con el que se obtuvieron mejores resultados: tratamiento con alginato de
sodio al 2 % (v/v), y de forma consecutiva se traté con 0.8 % p/v de quitosano soluble.
Para cada combinacién de hizo un control, es decir, se aplico el tratamiento a nejayote sin

inocular.

En la Tabla 9 puede observarse que con el tratamiento por separado con Bjerkandera
adusta 4312 se logré una remocion del 54.13 % de la DQO y con el fisicoquimico se logré
un 69.57 % de remocién de la DQO. En el nejayote control del tratamiento bioldgico se
obtuvo una remocion del 26.9 £0.82 %. Se pone énfasis en los resultados de la DQO ya

gue es un parametro que muestra el nivel de contaminacién de un efluente.

La combinacién de los tratamientos elevo el porcentaje de remocion. En la secuencia del
tratamiento BIOL-FQ, se logré remover el 79.45 % de la DQO, mientras que el nejayote
control el 77.2 % de la DQO y en la secuencia FQ-BIOL se logré una remocion del 86.26
% de la DQO, siendo ésta ultima la de mayor eficiencia. Sin embargo, la mejora que

aporta el tratamiento BIOL al FQ es del 16.69 % vy el fisicoquimico aporta una mejora al
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tratamiento BIOL de 25.32 %. El nejayote control para esta ultima secuencia no se logro
obtener resultados, ya que se contaminaron las muestras debido a que el tratamiento FQ

no se hace en condiciones estériles.

Tabla 9. Porcentaje de remocién de contaminantes en tratamiento biolégico, fisicoquimico
secuencial y tratamiento combinado

Tratamiento DQO (%) Fenoles (%) Azlcares (%) ST (%)
BIOL 54.13 +0.85 28.73 +01.71 28.73 +0.97 46.81 +0.67
BIOL-FQ 79.45 +0.72 78.34 £2.35 87.28 £1.06 59.88 +0.33
FQ 69.57 +0.45 71.80 +1.45 70.61 +0.65 46.90 +0.43
FQ-BIOL 86.26 +0.68 86.23 +1.93 59.03 +1.32 63.72 +0.87

Biol. Tratamiento bioldgico con B. adusta 4312 por 15 dias en matraz Erlenmeyer de 2000 mL.

FQ. Tratamiento fisicoquimico secuencial con Alginato de sodio al 0.33% y Quitosano soluble al 0.8 %
BIOL-FQ. Tratamiento Biol seguido de FQ

FQ-BIOL. Tratamiento FQ seguido de Biol

Estos hallazgos superan a los reportados por otros autores quienes soélo aplicaron un tipo
de tratamiento. Por ejemplo, con técnicas fisicas como la ultrafiltracion, se reporté una
reduccién de la materia organica medida en carbono orgénico total del 28.38% (Castro-
Mufioz 2015). Otra técnica probada por Garcia-Zamora et al. (2015) fue tratamiento con

lacasa en presencia de quitosano y lograron remover solo el 78% de la DQO.

Por otro lado, se han propuesto diversos tratamientos biol6gicos como nejayote para la
produccion de metano mediante un sistema acoplado que implica un sistema de digestiéon
anaerobia con un reactor anaerobio de columna empacada (APCR) y un reactor
anaerobio de flujo ascendente (UASB), este proceso implica el tratamiento de 19 dias
(Espafia-Gamboa et al. 2018). Aunque representa buena eficiencia en la remocion de la
DQO (96 %), este proceso resultd mas eficiente en la disminucién de este pardmetro en
muestras de nejayote con DQO de 22 gL que con las de una DQO mayor (29 g/L%). Otro
método que se empled fue la purificacion del nejayote por medio de hidrélisis enzimatica
de los sélidos, y un tratamiento de micro, ultra y nanofiltracion que removieron el 77.5%
de la DQO que les permiti6 descargar sin ningun problema el nejayote tratado al
alcantarillado municipal (Ramirez-Jiménez y Castro Mufioz 2020; Diaz-Montes et al.
2016). Es entonces evidente que el uso de hongos mejora la remocién de materia
organica del nejayote; sin embargo, alarga el tiempo de tratamiento y el porcentaje de

remocion adicional no es representativo (16.69% en este estudio).

79



La remocion de la concentracion de azlcares reductores dada por el tratamiento
secuencial FQ-BIOL resultd6 menos efectivo. Esto probablemente a que haya quedado
fragmentos de los biopolimeros en el nejayote, ademas, la actividad enzimética del hongo
en la remocién de los sélidos del nejayote libera azlUcares que al ser hidrolizados por
enzimas como la xilanasas, celulasas, liberan azlcares reductores (Martinez-Anaya et al.
2008; Pérez et al. 2001). Esto se relaciona con la cantidad de fenoles removidos del
nejayote, como se observa en la tabla 12, este tratamiento (FQ-BIOL) removi6 el 86.3%,
lo que permite pensar que hubo actividad enzimatica sobre el material sélido del nejayote.
La cantidad de solidos totales también se removié con mas eficiencia en este tratamiento,
ya que por una parte el hongo degrada los sélidos del nejayote y a la hora de separar el
hongo al término del tratamiento, los sélidos quedan atrapados por el hongo, lo que se ve
reflejado en el porcentaje de remocion. Esto se ve reflejado en ambas combinaciones de
tratamiento, en donde esté involucrado el tratamiento BIOL, la remocion de los sélidos es

mas eficiente.

7. CONCLUSIONES

Con base a los hallazgos de este estudio, se considera que el mejor tratamiento para
disminuir la carga organica del nejayote completo es el tratamiento fisicoquimico

secuencial ALG-QUIT, con el cual se logré remover el 70% de la DQO.

El tratamiento fisicoquimico del nejayote completo con los biopolimeros ALG y QUIT por
separado result6 efectivo para disminuir los niveles de contaminantes (DQO) en un 61.43
% y 59.74 % respectivamente. Los factores con los que se obtuvo este resultado fueron
ALG con una concentracion de 0.33 % (p/v) y pH 4, y con QUIT una solucién al 0.8 %
(viv). Sin embargo, el tratamiento secuencial ALG-QUIT mejora hasta un 10 % la
remocion de la carga organica. Por su parte la disminucion de fenoles totales, azucares
reductores y ST con el tratamiento secuencial fue de 55.34%, 60.78% y 10.47 %

respectivamente.

El material suspendido y disuelto del nejayote al interaccionar con los biopolimeros,
reducen de manera significativa la cantidad de los contaminantes (DQO, fenoles,
azucares reductores y ST). Si solo se llevara a cabo una filtracion, estos parametros se
reducirian en un 33.4 + 0.41 % de DQO, 35.2 +0.2 % de fenoles, 34.73 +0.23 de azlcares
y 13 % de ST.
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Ademas de la eficiencia en la remocién de dichos parametros, los biopolimeros facilitan el
manejo de este tipo de aguas para la eliminacion del material sélido del nejayote tratado.
Lo anterior sugiere que dichos polimeros son una opcion viable de aplicarse en el
tratamiento de este residuo debido a que son polisacéaridos biodegradables y los residuos
sélidos provenientes del tratamiento del nejayote también pueden ser biodegradados de
manera efectiva. Incluso es posible que este residuo pueda ser materia prima para el

proceso de composteo, de producciéon de biogas e incluso como alimento para ganado.

Los biopolimeros utilizados tienen potencial para escalarse a nivel industrial,
considerando su capacidad de remocién de contaminantes. Inclusive permite obtener un
efluente apto para uso de riego agricola o bien, descargarlo directamente al alcantarillado
municipal o urbano. No se pierda de vista que el maiz es el alimento basico en México y
América Latina, por lo que es mas factible generar efluentes aptos que madificar la cultura

de la alimentacion.

El tratamiento biol6gico logré6 una remocién de DQO menor a la obtenida con el
tratamiento fisicoquimico secuencial ALG-QUIT, alcanzando solo el 52 % y en un tiempo
mayor de tratamiento. Por su parte el tratamiento combinado FQ-BIOL mostré una
efectividad superior en un 16.6 % en la remocion de la DQO que el tratamiento
fisicoquimico. No obstante, se requiere mayor nimero de operaciones unitarias lo que
incrementa su costo-efectividad. Por lo tanto, se sugiere realizar otros ensayos en los que

se logre eficientar ambos tratamientos.
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RESUMEN

El nejayote es el agua residual proveniente del proceso de nixtamalizacion que se
caracteriza por poseer un pH alcalino (pH = 10) asi como altas concentraciones de
materia organica disuelta y suspendida (DQO > 10 200 mg/L), por lo que se considera
uno de los efluentes més contaminantes vertidos a diferentes cuerpos de agua. Se probo
la efectividad del alginato de sodio y el quitosano para disminuir los contaminantes del
nejayote. La aplicacion de alginato de sodio involuerd la adsorcion y gelificacion con
la que se atrapé material suspendido y disuelto, y el uso del quitosano implicd adsor-
cion y precipitacion. Se realizo la aplicacion de estos polimeros de manera separada
y secuencial. En el tratamiento independiente, el alginato resultd mas eficiente que el
quitosano, obteniéndose una remocion de DQO de 61.43 = 0.24 % y de 59.74 £ 0.36 %,
respectivamente. En el tratamiento secuencial, la eficiencia de remocion de la DQO
con el tratamiento alginato-quitosano resultd ser mayor (70.19 = 0.85 %) que la del
tratamiento quitosano-alginato (67.21 = 0.24 %). Por su parte, la cantidad de solidos
totales presentes después del procesamiento se encuentra dentro del limite miximo
permisible establecido en las normas oficiales mexicanas NOM-002-SEMARNAT-1996
y NOM-001-SEMARNAT-1996, permitiendo su descarga al sistema de alcantarillado
urbano o municipal e incluso puede ser utilizada en suelo para niego agricola. El uso
de estos polimeros biodegradables es una opeion viable que tiene potencial para esca-
larse a nivel industrial, contribuyendo a la depuracion de descargas de la industria de
la nixtamalizacion y en beneficio del ambiente.

Key words: nixtamalization, biopolymers, water treatment, organic material

ABSTRACT

Nejayote is the residual water from the nixtamalization process characterized by an
alkaline pH (pH > 10) as well as high concentrations of dissolved and suspended
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9.2. Medio GMY.

Disolver en un litro de agua destilada los siguientes reactivos:

SUSTANCIA CANTIDAD
Glucosa 10 g/L
extracto de malta 3.5¢g/L
extracto de levadura 2 g/L
fosfato diacido de potasio 2 g/lL
sulfato de magnesio 0.5g/L
peptona 0.1 g/L
solucion de sales * 1 mL/L

* SOLUCION DE SALES

Sustancia Cantidad

Sulfato cuprico (CuS0O4) 0.5 mg/L
Sulfato manganoso (MnSO4) 0.16 mg/L
Sulfato de zinc (ZnS04) 0.14 mg/L
Cloruro de cobalto (CoCI2) 0.29 mg/L

Ajustar el medio a pH 4.5 y esterilizar a 121°C por 15 minutos. Conservarlo en

refrigeracion.
9.3. Determinacién de variables de respuesta.
9.3.1. Determinacién de DQO.

Para evaluar la demanda quimica de oxigeno se utilizé el método 800 de Hach, con viales
de alto rango (20-1500 mg/L), el cual consisti6 en mezclar 2 mL de muestra diluida 1:100
en un vial con reactivo Hach y después de agitarlo vigorosamente. Se digirié6 a 150 °C por
120 min. Una vez que se enfrid, se determind el valor de este parametro en mg/L. Se

midi6 en espectrofotometro visible portatil DR 2700 Hach (con programa predeterminado).

El principio de este método es que, una gran cantidad de compuestos orgénicos e
inorganicos son oxidados con una mezcla de &cido cromico y sulfurico a ebullicién, al
estar en contacto la muestra con el &cido fuerte con exceso de dicromato de potasio
(K2Cr07) éste se reduce, por lo que al término de la digestién (120 min), el dicromato de
potasio no reducido se mide espectrofotométricamente para determinar la cantidad de
dicromato consumido y calcular la materia oxidable en términos de oxigeno equivalente
(NMX-AA-030-SCFI-2001).
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9.3.2. Concentracidn de fenoles totales.

Para determinar la concentracion de fenoles totales en la muestra, se aplicd la técnica
espectrofotométrica (NMX-AA-050-SCFI-2001/9.3) (método de la aminoantipirina). Para la
curva patron se prepar6 solucion de fenol a concentraciones de 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,
10, 20, 30, 40, 60 y 100 pg/mL (muestras estandar), obtenida mediante lecturas de
Absorbancia a una longitud de onda de 510 nm de cada muestra estandar de
concentracion de fenol conocida. Posteriormente, se midid Absorbancia a 510 nm de las
muestras problema y se determind la concentracion de fenoles totales de acuerdo a la

curva patron.
Para el blanco y cada una de las muestras se realizé el siguiente procedimiento:

De cada una de las muestras centrifugadas a 16,000 rpm por 25 min, se diluyeron
a una proporciéon de 1:100 y se colocaron 10 mL de cada muestra en un tubo de ensaye.
Posteriormente, a la muestra se afadieron 250 pL de solucion de amoniaco 0.5 N y 100
uL de 4-aminoantipirina al 2% p/v mezclando entre cada adicion. Finalmente, se le agrego
100 pL de solucion de ferricianuro de potasio al 8% p/v, se mezcld y se dejo reposar 15
minutos. Una vez transcurrido el tiempo, cada una de las muestras se transfirié a la celda

del espectrofotébmetro y se leyo la absorbancia a 510 nm.
9.3.3. Concentracion de proteina.

Para determinar la concentracién de proteina, se realizé la técnica de Bradford, utilizando

el kit de prueba Bio-Rad Protein Assay. Standard |I.

Para obtener la curva patron se preparé solucion de albumina sérica bovina (standard Il) a
concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 pg/mL (muestras estandar), se obtuvo mediante
lecturas de Absorbancia a una longitud de onda de 595 nm de cada muestra estandar de
concentracion de proteina conocida. Después se realizaron las lecturas de Absorbancia a

las muestras problema.

Se realiz6 el siguiente procedimiento para el testigo y para cada una de las muestras de

nejayote tratado:

Cada una de las muestras de nejayote tratado se centrifugd a 16,000 rpm por 25 min,
para lograr separar todos los pellets flngicos. Cabe mencionar que se hicieron varias

pruebas a diferentes tiempos hasta lograr obtener muestras libres del hongo. Una vez
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centrifugada la muestra, se midi6 la cantidad de proteina. Primeramente se hicieron
diluciones a una proporcion de 1:100; para analizarlas se colocaron en tubos eppendorf
de 2 mL y se agregaron 200 pyL de muestra, afiadiendo 600 uL de agua destilada y 200 uL
de reactivo Bradford. Posteriormente, se mezcldé vigorosamente cada tubo y se dejo
reposar 5 minutos en ausencia de luz. Se ley6 la absorbancia a 595 nm. La concentracién

de proteina se calculé usando la ecuacién de la recta obtenida con la curva patron.
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