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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa produce piocianina como metabolito mayoritario, el cual
presenta diferentes propiedades, principalmente su capacidad redox, con aplicacion
en la produccién de corriente eléctrica en celdas de combustible microbianas, una
configuracion de los sistemas bioelectroquimicos. Se han realizado trabajos para
optimizar el proceso de obtencion, asi como, el disefio de medios de cultivo
definidos que incrementen los rendimientos. Sin embargo, los costos asociados a
tales medios pueden tener efecto negativo para su escalamiento a proceso
industrial. Asi, los procesos para la utilizacion de los efluentes industriales como
medio de cultivo pueden ser una alternativa, considerando la valorizacion de
efluentes industriales para la obtencion de productos de alto valor. La industria
nixtamalera produce un efluente en grandes volumenes con caracteristicas
fisicoquimicas que rebasan los limites establecidos por las normas ambientales
vigentes como valores altos de pH y demanda quimica de oxigeno, considerandolo
toxico al medio ambiente. Sin embargo, algunos otros parametros son de interés
biotecnolégico como la concentracibn de materia organica, especialmente
carbohidratos que pueden ser utilizados como fuente de carbono para el cultivo de
microorganismos. En este trabajo se utilizé un disefio estadistico de experimentos
para optimizar la produccién de piocianina, en cultivos de Pseudomonas
aeruginosa, usando como medio de cultivo las aguas residuales del proceso de
nixtamalizacion. Los resultados del disefio estadistico indicaron una produccion
optimizada maxima de piocinanina de 2.803 um/mL, usando el agua residual de la
industria nixtamalera como sustrato. Las condiciones experimentales optimizadas
fueron evaluadas en P. aeruginosa NEJO1R, una cepa silvestre, yP.
aeruginosa ATCC 39327, una cepa de referencia. Para explicar el efecto de las
diferentes condiciones de cultivo sobre la obtencion del metabolito redox como
resultado del consumo del medio se midieron las concentraciones de solidos totales,

sélidos solubles, sélidos insolubles y cenizas.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa produces pyocyanin as the principal metabolite, with
different properties mainly its redox capacity. This activity has application in the
production of electric current in microbial fuel cells, a configuration of
bioelectrochemical systems. Diverse reports have been carried out to optimize the
production process, as well as the design of defined culture media that increase
yields. However, the costs associated with such media can have a negative effect
on their scaling up to an industrial process. Thus, the use of industrial wastewaters
as culture medium can be an alternative, considering valorization of that industrial
effluents to obtain value added products. The maize-nixtamal industry produces a
wastewater in large volumes with physicochemical characteristics that exceed the
limits established by current environmental regulations such as high pH values and
chemical oxygen demand, considered toxic to environment. However, some other
parameters are of biotechnological interest such as concentration of organic matter,
especially carbohydrates that can be used as a carbon source for microorganism’s
culture. In this work, a statistical design of experiments was used to optimize
pyocyanin production in Pseudomonas aeruginosa cultures, using the wastewater
from the nixtamalization process as a culture medium. The results of statistical
design indicated a maximum optimized production of pyocinanin of 2.803 pm/mL, in
wastewater from the nixtamal industry used as substrate. Optimized experimental
conditions were evaluated in P. aeruginosa NEJO1R, a wild strain, and P. aeruginosa
ATCC 39327, a reference strain. To explain the effect of different culture conditions
on obtaining the redox metabolite as a result of the consumption of the medium, the
concentrations of total solids, soluble solids, insoluble solids and ashes were

measured.
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Introduccién

Alrededor del 95% de las cepas de Pseudomonas aeruginosa producen piocianina,
un metabolito redox. Un metabolito es una molécula intermediaria, simple o
compleja, que se produce durante los distintos procesos metabolicos que se llevan
a cabo en cualquier organismo. Estas moléculas se clasifican en primarias y
secundarias, siendo primarias aquellas que participan en funciones metabdlicas
esenciales y directamente en el desarrollo y crecimiento del microorganismo
(azacares, grasas, proteinas, etc.). Por otro lado, la ausencia de los metabolitos
secundarios no impide el desarrollo y crecimiento del microorganismo, aunque en
algunos casos, la falta de estos puede tener graves efectos. Ambos tipos de
metabolitos se distribuyen de manera diferencial entre grupos taxonémicos
limitados, pero cada vez se encuentra mayor interés en su investigacion, por las
diversas actividades biolégicas atribuidas, funcionando como antibidticos,
insecticidas, herbicidas, entre otros (Croteau y col., 2000). La obtencion de estos
metabolitos implica la recoleccion de muestras, aislamiento, cultivo de cepas y
extraccion. Algunos de los factores considerados mas importantes es la selecciéon
de los parametros de cultivo, tanto ambientales como la composicion del medio de
cultivo, ya que esto en su mayoria, determina la concentracién del metabolito
producido por el microorganismo. Un ejemplo comun sobre la aplicacion industrial
de la produccion de metabolitos por microorganismos es la obtencion de
antibioticos, realizando un gran esfuerzo en investigacion para optimizar la

produccion de estos.

P. aeruginosa produce piocianina como metabolito mayoritario, el cual presenta
diferentes propiedades, principalmente su capacidad redox, con aplicacion en la
produccion de corriente eléctrica en celdas de combustible microbianas, una
configuracion de los sistemas bioelectroquimicos. Siendo util también su adicién
para el caso de las celdas de combustible inoculadas con microorganismos que no
son productoras de metabolitos redox. Dentro de su diversa actividad biologica,
piocianina se relaciona con los sistemas de quorum sensing (comunicacion celular),

asi como también se destaca por su capacidad antimicrobiana. Por ello, se han
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realizado trabajos para optimizar el proceso de obtencion, asi como, disefio de
medios de cultivo definidos incrementando los rendimientos. Sin embargo, los
costos asociados a tales medios pueden tener efecto no redituable para su
escalamiento a nivel piloto o proceso industrial. Asi, los procesos para la utilizacion
de los efluentes industriales como medio de cultivo pueden ser una alternativa,
considerando la valorizacion de efluentes industriales para la obtencion de
productos de alto valor.

La industria nixtamalera produce un efluente en grandes volumenes con
caracteristicas fisicoquimicas que rebasan los limites establecidos por las normas
ambientales vigentes como valores altos de pH y demanda quimica de oxigeno,
considerado como altamente contaminante. Sin embargo, algunos otros parametros
son de interés biotecnoldgico como la concentracion de materia organica,
especialmente carbohidratos que pueden ser utilizados como fuente de carbono

para el cultivo de microorganismos.

Cuando se usan medios de cultivo complejos obtenidos de efluentes o residuos,
resulta importante aplicar disefios estadisticos para encontrar las condiciones
Optimas que permitan maximizar la variable de respuesta. Esto se logra mediante el
disefio estadistico de experimentos, siendo la forma mas eficaz de hacer pruebas
estadisticas, que consiste en determinar cuales pruebas se deben realizar y de qué

manera.

Ademas, es posible obtener datos que al ser analizados estadisticamente
proporcionen evidencias objetivas para responder interrogantes planteadas y de
esa manera clarificar los aspectos inciertos de un proceso, resolver un problema o
lograr mejoras (Gutiérrez, 2008). Por ello, en este trabajo se utiliz6 un disefio
estadistico de experimentos para optimizar la produccién de piocianina, un
metabolito redox, en cultivos de Pseudomonas aeruginosa, usando como medio de

cultivo las aguas residuales del proceso de nixtamalizacion.

Los resultados del disefio estadistico indicaron que una produccion optimizada

maxima de piocianina de 2.225 pm/mL puede ser obtenida en el agua residual de
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la industria nixtamalera sin tratamiento (nejayote crudo), usando como condiciones
de cultivo: pH = 6, temperatura = 31 °C y agitacion = 38 rpm. Mientras que la minima
concentracion bajo condiciones optimizadas seria de 1.186 pm/mL, con pH = 8,
temperatura = 28 y agitacion = 83 rpm. También se obtuvieron las condiciones
optimizadas para usar las fracciones de clarificado y retenido, con concentraciones
de piocianina de 1.202 um/mL y 1.547 um/mL, respectivamente. Estas condiciones
fueron evaluadas sobre cultivos experimentales de P. aeruginosa NEJO1R, una
cepa silvestre, y P. aeruginosa ATCC 39327, una cepa de referencia. Para explicar
el efecto de las diferentes condiciones de cultivo sobre la obtencion del metabolito
redox como resultado del consumo del medio se midieron las concentraciones de

solidos totales, solidos solubles, solidos insolubles y cenizas.
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Justificacion

La cepa de Pseudomonas aeruginosa NEJO1R se ha identificado como productora
de piocianina usando medios de cultivo definidos como el medio de cultivo Luria
Bertani, llegando hasta la optimizacion de la produccion del metabolito secundario
referido. Estos medios de cultivo son estandarizados para metodologias en
laboratorio, sin embargo, la valorizacion de efluentes sefiala la posibilidad de usar
a los efluentes industriales como medios de cultivo. Representando, ademas un bajo
o nulo costo para el proceso de produccion de dicho metabolito. Por esto es
necesario, establecer la viabilidad del uso de ciertos efluentes como sustrato para
el crecimiento de microorganismos, hasta determinar las condiciones éptimas para
la produccién de la biomasa o de algun metabolito de alto valor. Los efluentes de la
industria nixtamalera han demostrado que son un sustrato adecuado para el
crecimiento de otros microorganismos, sin embargo, no se han establecido las
condiciones adecuadas, de pH, temperatura y agitacion, para el cultivo de P.
aeruginosa NEJO1R, y tampoco para la produccion de piocianina, un metabolito

redox, asociado a dicha bacteria.
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Hipotesis

La produccion optimizada y alta concentracion de piocianina, un metabolito redox

de Pseudomonas aeruginosa NEJO1R, se obtendra en fracciones del nejayote

diferentes al efluente crudo.

Objetivos

Objetivo general

Establecer la produccion oOptima de piocianina en cultivos de Pseudomonas

aeruginosa NEJO1R, usando tres fracciones del nejayote y el sustrato crudo, a

través de un disefio de experimentos tipo Box Behnken.

Objetivos particulares

Obtener tres fracciones del efluente crudo mediante tratamiento fisicoquimico
(una fraccion) y por membranas de ultrafiltracion (dos fracciones).

Obtener el disefio de experimentos Box Behnken para la optimizacion de la
produccion de piocianina en cultivos de P. aeruginosa NEJO1R, usando como
factores: pH, temperatura y agitacion, con cinco puntos centrales.
Determinar los valores 6ptimos de la concentracion de piocianina en cultivos
de P. aeruginosa NEJO1R, usando el disefio experimental obtenido
previamente, y la combinacion de factores optimizada en las fracciones del
sustrato y nejayote crudo.

Evaluar las condiciones optimizadas (temperatura, pH y agitacion) de la
produccion de piocianina por P. aeruginosa NEJO1R, y compararlas contra la
produccion de piocianina por P. aeruginosa ATCC 39327.

Determinar sélidos solubles, sélidos insolubles, solidos totales y cenizas en
las fracciones obtenidas y el sustrato crudo, antes y después de la produccion
de piocianina.
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1. Marco Teorico
1.1. Metabolitos redox

Los mediadores redox son moléculas orgénicas que pueden ser reversiblemente
oxidadas y reducidas, por lo cual se usan como transportadores de electrones en
multiples reacciones redox. En los sistemas bioelectroquimicos, los mediadores
redox pueden funcionar como aceptor final de electrones para la respiracion
microbiana y como acarreador de electrones entre el donador de electrones
(microorganismo) y un material inerte aceptor de electrones (electrodo); ademas
también pueden funcionar como donador de electrones para la reduccion
microbiolégica de aceptores de electrones oxidados, impactando significativamente
en la conversion redox de distintos contaminantes organicos e inorganicos (Alvarez
y col., 2013). Por ejemplo, en las celdas de combustible microbianas, en donde se
puede oxidar mas rapido el electrodo, lo que causa una disminucion en las pérdidas

por exceso de potencial (Rabaey y col., 2005).

1.2.Pseudomonas

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae, situado dentro
del orden Pseudomonadales y que comprende la familia Moraxellaceae (Brenner,

2005). En la Tabla 1 se presenta la clasificacién taxonémica.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Pseudomonas (Brenner, 2005).

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria

Orden Pseudomonadales

Familia | Pseudomonadaceae

Género | Pseudomonas

Especie | P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens
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Los miembros del género Pseudomonas son bacilos Gram negativo aerobios, no
fermentadores, poseen oxidasa y catalasa positiva. La mayoria de las especies
cuentan con fimbrias y pilis, ademéas de tener movilidad gracias a un flagelo o un
mechodn de dos o tres flagelos. Debido a que este género puede utilizar como fuente
de carbono una gran variedad de carbohidratos, alcoholes y aminoéacidos, tiene la
capacidad de crecer en cualquier medio sin importar que este se encuentre
enriquecido o no, también son capaces de crecer a una temperatura de 42 °C,
siendo 37 °C su temperatura 6ptima y no son capaces de crecer a 4 °C. Se conocen
algunas cepas de Pseudomonas capaces de producir pigmentos con cualidades
antibacterianas sobre otras bacterias, algunos de estos pigmentos son la pioverdina
(amarillo verdoso), la piocianina (azul verdoso), la fluoresceina (amarillo) y la

piorrubina (rojo-pardo) (Moore y col., 2006).
1.2.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo con forma recta ligeramente curvada y con un tamafo
de 1.5 a 5 ym de largo por 1.5 a 1 ym de ancho. Cuenta con pared celular de
estructura y composicion compleja y semejante a las de los microrganismos Gram
negativos de la familia Enterobacteriaceae, estos presentan un esqueleto de
peptidoglicano y la membrana externa compuesta de fosfolipidos, proteinas y
lipopolisacéaridos (Strateva & Yordanov, 2009). A pesar de que P. aeruginosa posee
un metabolismo aerobio, puede crecer bajo condiciones anaerobias utilizando
nitrato o arginina como aceptor final de electrones, ademas, se diferencia de otras
especies por la produccién de acidos a partir de glucosa y xilosa, pero no a partir de

lactosa o sacarosa (Breidenstein y col., 2011).

P. aeruginosa es considerado un patdégeno oportunista relacionado frecuentemente
con infecciones nosocomiales que pueden afectar gravemente a pacientes
inmunocomprometidos. Esta bacteria puede adquirir resistencia a una gran variedad
de antibi6ticos debido a las varias adaptaciones como la expresion de diversas
enzimas, la formacién de biopeliculas, la permeabilidad reductiva de la pared
celular, entre otros (Finlayson & Brown, 2011). En el organismo humano se presenta
como un patdégeno oportunista que ataca a aquellos organismos inmunosuprimidos,
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causando infecciones que en su mayoria son dificiles de tratar, pero en contraste
con esto, se ha aprovechado su versatilidad metabdlica en los diferentes procesos
de tratamiento de residuos orgénicos, asi como en procesos industriales como la
fabricacion de bioplasticos y en técnicas de biocontrol, ademas de su capacidad de
producir pigmentos que han tomado importancia para diferentes procesos

biotecnolégicos (Cantdna y col., 2005).

Esta bacteria es capaz de aprovechar una amplia variedad de nutrientes,
presentando una gran capacidad de adaptacion a las diferentes condiciones del
medio ambiente. Asi, existen diferentes cepas que son capaces de reproducirse en
presencia de metales pesados, disolventes organicos y detergentes, entre otras

sustancias donde otros microrganismos no pueden sobrevivir (Sam y col., 2017).

1.2.2. Piocianina

La piocianina (5-Metil-1(5H)-fenazinona) es un alcaloide fenazinico producida por
P. aeruginosa como metabolito secundario de color azul capaz de oxidar y reducir
otras moléculas y, por lo tanto, puede matar a otros microrganismos y contribuir a
la supervivencia de P. aeruginosa. Considerando lo anterior, piocianina puede
existir en diferentes estados como oxidado, reducido monovalente o reducido
divalente (Rashid & Andleeb, 2018).

|
N

N

O

Figura 1. Molécula de piocianina (Alzahrani & Algahtani, 2016).
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Piocianina en un metabolito secundario producido por la mayoria de las cepas de
P. aeruginosa, facil de identificar debido a su caracteristico color azul verdoso. La
piocianina cumple con diferentes actividades biol6gicas como la inhibicion de la
funcién ciliar, pueden ser siderdforos, tOxicos para otras especies bacterianas y
células humanas, pueden aumentar el metabolismo oxidativo de los neutrofilos
ademas de inhibir la proliferacion de los linfocitos, entre otros (Webster & Sismaet,
2014). La piocianina forma parte del grupo de metabolitos secundarios con
propiedades moduladoras de la oxidacion, afectando la homeostasis redox

intracelular (Finlayson & Brown, 2011).

Los metabolitos redox han jugado un papel importante en los sistemas
bioelectroquimicos, donde el paso mas critico es la transferencia de electrones de
las bacterias al electrodo. Es por lo que las bacterias capaces de expresar
componentes de la cadena de electrones en la pared exterior estan potencialmente
bien adaptadas para su uso en sistemas como las celdas de combustible
microbianas, ya que proporcionan un acceso facil para la transferencia de
electrones (Logan & Regan, 2006). Ademas, los mediadores de electrones pueden
agregarse al medio o a los electrodos de las celdas de biocombustible microbianas
para obtener corrientes mas altas y una transferencia de electrones mejorada. Es
por esto que la produccion de piocianina por P. aeruginosa puede funcionar como
transportador de electrones entre la bacteria y un aceptor de electrones (Rabaey y
col., 2005). Recientemente se han resaltado las aplicaciones electroquimicas de la
piocianina, ademas de sus muchas otras aplicaciones como factor de virulencia,
actividad antibacteriana y antifingica, también una molécula implementada en
procesos de biocontrol, algunas de estas aplicaciones, asi como su método de
obtencion, se enlistan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Piocianina y sus aplicaciones

Referencia

Obtencién Aplicacion

Cultivo de P. aeruginosa
en medio de cultivo Mc

Cokey.

Actividad antimicrobiana

para Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus,
Bacillus licheniformis,
Bacillus subtilis y

Paracoccus denitrificans.

(EI-Shouny y col., 2011)

Cultivo de P. aeruginosa

Actividad como farmaco

(Houshaymi y col., 2019)

en medio de cultivo agar | antimicético sobre F.

nutritivo. graminearum.

Cultivo de P. aeruginosa | Colorante textil. (Alzahrani & Algahtani,
en medio de cultivo 2016)

King's B.

Aislado clinico de P. | Biosensor para la | (Elkhawaga y col., 2019)

aeruginosa. deteccion de infecciones.
Pseudomonas Antiinflamatorio (Marreiro-de-Sales Neto
aeruginosa, 298% y col., 2019)

(HPLC) (Sigma Aldrich)

Cuando se comprende la importancia de la participacién de piocianina en diversas
aplicaciones, se puede considerar su cultivo a mayor escala. El cultivo de cualquier
microorganismo para la obtencion de productos es tarea de la biotecnologia. Dentro
de

relacionados con el cultivo del microorganismo, como el medio de cultivo, las

los procesos biotecnolégicos es necesario analizar diversos aspectos

condiciones de operacion y el disefio del reactor, entre otros. Cada uno de estos
puntos exige un estudio organizado que puede incluir metodologias estadisticas
como los métodos de optimizacion. Ademas, es necesario considerar aspectos

como la reduccion de costos y la alta eficiencia en el proceso.
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1.3.Produccion de piocianina a partir de sustratos convencionales

Se ha demostrado que alrededor del 95% de las cepas de P. aeruginosa producen
piocianina (Ran y col., 2003). Se conocen diferentes factores que influyen en la
produccion de piocianina, por ejemplo, las condiciones de cultivo de P. aeruginosa.
Ademas, como piocianina juega un papel importante en el metabolismo del hierro,
esta se produce abundantemente en medios con bajo contenido de este elemento.
También se sabe que las enzimas nombradas como PhzM y PhzS son las enzimas
gue colaboran en la sintesis de piocianina a partir del compuesto acido fenazina-1-
carboxilico (Cox, 1986) (Figura 2).

C: :O ~ @i t@ n j@
SAM SAH NADH NAD

¥z +H,0 Ly
" +CO, 3
Phenazine -1- carboxylic acid 5 methyl phenazine -1- carboxylic acid betaine Pyocyanin

Figura 2. Biosintesis de piocianina a partir de acido fenazina-1-carboxilico, un

derivado de la via del acido shikimico (Parsons y col., 2007).

El primer medio de cultivo reportado para la produccion de piocianina a partir de P.
aeruginosa fue el medio King, compuesto por 20 g/L de peptona, 1.4 g/L de MgClz,
10 g/L de K2SO4y 15 g/L de agar, pH = 7 (King et al., 1954). Al mismo tiempo, se
han realizado diferentes variaciones de este medio segin la especie de
Pseudomonas y el tipo de metabolito a producir. En la Tabla 3 se muestran

diferentes trabajos de investigacion realizados en este sentido.
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Tabla 3. Medios de cultivo para la obtencion de piocianina a partir de P. aeruginosa.

Bacteria

Composiciéon del medio de

cultivo definido

Concentracion
de metabolito

Referencia

(Lo/L)

P. Glicerol 20 mL/L, lactosa 10 g/L, 6 (Rashid &
aeruginosa | triptona 10 g¢/L, extracto de Andleeb,
aislada de | levadura 2.5 g/L, Na:HPOs4 2.5 2018)
aguas g/L, MgSOa4 1.5 g/L, KCI 0.5 g/L,
residuales K2HPO4 0.25 g/L.
Nueve Medio King compuesto de 280 (Galvéao y
cepas peptona 20 g/L, agar purificado 12 col., 2018)
silvestres g/L, K2HPO4 (anhidro) 1.5 g/L,

MgSOa4. 7 H20 1.5 g/L.
P. Agar nutritvo compuesto de 21.2 (Ozdal y col.,
aeruginosa | extracto de carne de res 3 g/L, 2019)
0OG1 peptona 5 g/l, agar 15 g/L.
(KC453990)
P. Medio King compuesto de 50 (Alves y col.,
aeruginosa, | peptona 20 g/L, agar purificado 12 2019)
TGCO02 y | g/L, KzHPO4 (anhidro) 1.5 g/L,
TGCO04. MgSOa4. 7 H20 1.5 g/L.

1.4.Produccion de piocianina a partir de sustratos no convencionales

La produccion de piocianina ha tomado importancia por su diversidad de

aplicaciones, con niveles 6ptimos de produccién en aquellas formulaciones que

contienen glicerol, hierro, azufre y alanina (Osawa y col., 1965). Sin embargo, a la

fecha sigue produciendose con medios de cultivo convencionales o definidos, que

tienen alto costo asociado y originando un precio en el mercado de 5 microgramos
piocianina (= 98%, grado HPLC), obtenida de P. aeruginosa, por $2,283 MXN

(Sigma-Aldrich). El-fouly y col. (2015) reportan varios residuos agroindustriales para

el cultivo de P. aeruginosa como medios de cultivo (Tabla 4). Este tipo de sustratos

para la produccion de un metabolito de interés podria ser una alternativa para

reducir sus costos de produccion.
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Tabla 4. Obtencidn de piocianina usando sustratos no convencionales para

el cultivo de P. aeruginosa.

Bacteria Medio de cultivo Concentracion Referencia
del metabolito
Mg/mL
P. aeruginosa Harina de semillas de 4 (El-Fouly, y
algodon col., 2015)

P. aeruginosa Semilla de uva 3.1
P. aeruginosa Residuos de aceitunas 1.3
P. aeruginosa Vainas de guisantes 1.6
P. aeruginosa Hojas de taro 2.5

1.5.Valorizacion de residuos

La palabra valorizacion es utilizada para asignar valor a algo, pero en la actualidad
es un término que ha tomado gran importancia dado el impacto ambiental de las
actividades industriales y que la valorizacion esté relacionada con la asignacién de
valor a la gran variedad de residuos producidos por la actividad humana. Este
concepto se relaciona directamente con el enfoque de la economia circular, lo que
conlleva a la obtencion de productos de valor agregado a partir del procesamiento
de los desechos de otros procesos, de tal forma que se disminuyen al minimo las
pérdidas/salidas de productos. Las actividades que se realizan con este enfoque
son, por ejemplo, la digestion anaerobia, las biorrefinerias, tratamiento de aguas,
entre otros, donde se utilizan los residuos como materia prima para proporcionar un
bien comun. Estos términos, aunque en la actualidad son muy populares, aiin queda
mucho trabajo por delante para lograr un impacto significativo en sistema de

produccion actual y lograr la transicion a la economia circular (Galanakis, 2015).

Otros estudios que han incluido la tematica de valorizacion de residuos hacen uso
de diversos efluentes industriales. Por ejemplo, aquellos que utilizan los efluentes
de la industria nixtamalera en celdas de combustible microbianas para el tratamiento

y valorizacién del nejayote, obteniendo produccion de energia eléctrica (Espafa-
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Gamboa y col., 2018). En este estudio, se demostré que con dicho tratamiento se
disminuye la demanda quimica de oxigeno (DQO) a su vez que aumento la corriente
de salida de la celda. Ademas, se presentd la producciébn de pigmentos,

posiblemente asociados con mediadores redox.

Un estudio del microbioma presente en dichas celdas revelé que habia predominio
de bacterias Bacillus, Lysinibacillus y P. aeruginosa. Ademas, se determiné que P.
aeruginosa tiene una alta eficiencia en la transferencia extracelular de electrones
siendo capaz de producir mediadores redox, especificamente piocianina,
caracterizada por analisis en cromatografia de liquidos. De este modo, se comprobd
qgue los pigmentos encontrados en las celdas se producian por P. aeruginosa
(Cornejo-Martel, 2017).

Derivado de la obtencion de diferentes productos de valor agregado a partir de estos
residuos, se considera importante continuar con los estudios para utilizarlo como
medio de cultivo y ofrecer alternativas que ayuden a mitigar su impacto ambiental
negativo. Ademas, el nejayote es considerado como un fuerte contaminante por sus
caracteristicas fisicoquimicas y producido en grandes volimenes como residuo

industrial.
1.6.Industria del nixtamal

El maiz es el cultivo mas importante de la agricultura en México, derivado de sus
multiples usos como materia prima en la industria, ya sea como insumo directo o los
subproductos de éste. La utilizacion del maiz ha estado vinculada principalmente a
la agroindustria, en donde la actividad méas importante esta referida a la industria de
la molienda de nixtamal y produccion de tortilla. En la cadena agroindustrial del maiz
grano, la produccién de tortilla contribuyd con el 38.8% del valor bruto de la
produccion de la cadena, el 13% corresponde con la elaboracion de botanas y otros
productos, 6.7 % a la elaboracion de harina de maiz y 5.4% al rubro dedicado a la
elaboracion de almidones, féculas y levaduras (FIRA, 2016).
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La nixtamalizacion es la coccion alcalina del maiz para posteriormente convertirlo
en masa y harina de maiz, que permiten obtener una gran variedad de productos.
El producto més popular es la tortilla, proveniente de la masa de maiz. Este proceso
es de origen mesoamericano y su nombre se deriva de la palabra nixtamal, que
proviene del ndhuatl nextli (ceniza de cal) y tamalli (masa de maiz cocido). Este
proceso consiste en colocar el maiz en una solucién alcalina y llevarla a una
temperatura cercana al punto de ebullicibn. Después de la coccion, el maiz se
mantiene en la solucion un determinado tiempo, este dependera del tipo de maiz.
Durante este proceso los granos se suavizan y sus cascaras se desprenden, los
granos se hidratan ademas de absorber calcio y potasio que son los componentes
comunes de la solucion alcalina (Boucher, 1995). El proceso de nixtamalizacion se
lleva acabo de diversas formas, dependiendo de la cantidad de maiz. Debido a la
alta demanda de los productos derivados del maiz, este proceso puede
desarrollarse en pequefios molinos hasta grandes fabricas. La Figura 3 muestra un
diagrama de flujo del proceso de nixtamalizacién a gran escala (Gonzalez, 2015).
La industria nixtamalera, ademas de proveer productos base para la alimentacion
humana, también es una fuente de contaminacion de los mantos acuiferos ya que,
por cada tonelada de maiz procesado, se consumen de 3,000 a 10,000 litros de

agua para lavar y enjuagar el nixtamal (Maya y col., 2009).
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GRANO DE MAIZ SECO

Cocimiento15-30 min;
Temperatura 80-90 °C

Agua potable
(3:1, agua: maiz)

Ca(OH)2
(1.3 %, cal: maiz)

Agua de cocimiento _ Reposo de la mezcla desde

' T=75°C, pH=11.5 una hasta quince horas
A tabl
NEJAYOTE 5 lg“a POREnie ;
.1, agua: maiz
, a8 N

Lavado de maiz cocido
L Agua de lavado

T=55°C, pH=8.5 l

Molienda en humedo

Empacado de harina

Agua Masa — Formacion de discos;
Potable Horneado a158 °C, 4 min
TORTILLA

Figura 3. Proceso de nixtamalizacién (Gonzalez, 2015).
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1.6.1. Efluentes de la industria del nixtamal

Una vez finalizado el proceso de nixtamalizacion, la solucion alcalina denominada
como nejayote en el cual se encuentra inmerso el maiz, se decanta y se desecha al
sistema de drenaje lo cual provoca un impacto ambiental significativo por su alta
concentracion de solidos solubles y cal (Ramirez y col., 2013). El nejayote tiene
diferentes caracteristicas fisicoquimicas como alta cantidad de sales comparada
con las aguas residuales de tipo doméstico, alta alcalinidad debida al contenido de
carbonatos y bicarbonatos, pH alto que impide tratarlo por medios biolégicos sin
ajustes previos, turbiedad proveniente de solidos suspendidos y de material coloidal
disperso, el material sélido suspendido es inmune al ataque microbiano, los valores
de demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y demanda quimica de oxigeno (DQO)
son aproximadamente veinte veces mayores que los valores tipicos para aguas
residuales domeésticas y la mayor parte de los componentes contaminantes se
encuentra en forma soluble (Gonzalez, 2015). En la Tabla 5 se presentan datos de
los parametros fisicoquimicos reportados para este efluente industrial. Debido a la
considerable carga de solidos suspendidos, estos pueden eliminarse por
sedimentacién para posteriormente poder tratar este tipo de agua residual (Ferreira
y col., 2014).

Tabla 5. Composicion fisicoquimica del nejayote (Valderrama-Bravo y col.,

2012).
pH 11.39
Solidos totales (%) 2.28
Solidos totales en suspension (mg/L) 8,342.5
Carbohidratos (%) 0.862
Ceniza (%) 0.767
Conductividad eléctrica (uS/cm) 4,510.12
Turbidez (NTU) 963.3
Demanda quimica de oxigeno (mgOz2/L) 40,058.14
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Calcio (mg/L) 1,526.21
Densidad (kg/m?3) 1,003.54
Fibra (%) 0.581
Grasas (%) 0.008
Proteina cruda (%) 0.113
Dureza (mg/L) 5,768.67
Carbono organico total (mg/L) 2,984.10
Polifenoles totales (mg/L) 1,190.74

1.6.2. Tratamiento para los efluentes de la industria del nixtamal

Existen diferentes alternativas para el tratamiento del nejayote, desde el
aprovechamiento de los sélidos suspendidos, hasta el tratamiento del agua de
lavado de nixtamal (Diaz-Montes y col., 2016). También han sido utilizadas técnicas
bioldgicas y fisicoquimicas, como los procesos de degradacion enzimatica, filtracion
y coagulacién-floculacién con diversos agentes como FeCls, Al2(SO4)3y CuSQOs4, con
los cuales se han alcanzado reducciones de la demanda quimica de oxigeno (DQO)
poco significativas en relacién a los limites con los que se vierte este contaminante,
esto se debe a que los coagulantes inorganicos mencionados, no desestabilizan la
capa eléctrica del sistema coloidal, por lo que no se logra una coagulacion

satisfactoria (Castro-Mufioz & Yéfiez-Ferndndez, 2015).

Otras propuestas de innovacion ecolégica mencionan el uso de coagulantes, como
el quitosano, para mejorar las eficiencias del proceso de coagulacion-floculacién
como tratamiento de los efluentes de la industria del nixtamal. Se utiliz6 el quitosano
de manera efectiva en condiciones de pH 5.5 y una dosis de quitosano inferior a 3
g/L, logrando reducir hasta un 80 % la carga organica que permitié alcanzar el
cumplimiento de la regulacion de la NOM-002-SEMARNAT-1996. Esta norma
establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de
aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal (Suarez-

Meraza & Ponce-Vargas, 2015).
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Otro de los principales enfoques al tratamiento del nejayote es reducir los valores
de DQO. Por ejemplo, (Civit y col., 2008) implementaron un tratamiento anaerobio
con los efluentes clarificados en una cascada de cinco reactores, los cuales
operaban a una temperatura de 34 °C y un volumen de 117.5 L. En tal trabajo,
lograron disminuir hasta el 92.6 % de la DQO después de 73 dias de operacion del
proceso. Aunado a esto se realizdé la produccion de biogas como proceso

secundario, con una composicion de gas de 65.2 a 91 % de metano en volumen.

También se han utilizado procesos fisicos para el tratamiento de este efluente. En
la referencia (Castro-Mufioz & Yafez-Fernandez, 2015) se realizaron procesos a
escala laboratorio de filtracion con membranas para valorizar los residuos de la
industria nixtamalera, usando primero sistemas de microfiltracion seguidos de
procesos de ultrafiltracion. Con cada sistema obtuvieron diferentes fracciones del
nejayote con diferente valor potencial, por ejemplo, una fraccidon enriquecida en
carbohidratos, una fraccion con alto contenido de componentes de calcio y una
fraccion enriquecida en compuestos fendlicos, las mismas que pueden tener
aplicaciones para preparar formulaciones para su uso en la industria alimentaria y

se pueden utilizar en aplicaciones cosméticas o farmacéuticas.

Velasco-Martinez (1997) implemento un tratamiento de estos efluentes mediante el
aprovechamiento de los sélidos presentes, que fueron retirados por centrifugacion
y secados a temperatura ambiente. Estos solidos se utilizaron para formular
alimentos de pollo segun los requisitos de la National Research Council (NRC). El
alimento obtenido se formul6é de acuerdo con el contenido de proteina y calcio en
dichos sdlidos (de 5y 13 %, respectivamente) suplementando a un porcentaje de
2.4 hasta 6 % de la dieta alimenticia de las aves. Finalmente, se obtuvieron
rendimientos muy similares al utilizar la dieta que incluia a los solidos del nejayote
y la dieta control, por esto se consider6 que el nejayote es adecuado para usarlo en

alimento para aves en engorda.

Mediante procesos biotecnolégicos también se ha tratado a los efluentes de la
industria del nixtamal, buscando sistemas para la produccién de microorganismos

(biomasa). Por ejemplo, en el cultivo de rotiferos de agua dulce se implement6
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Brachionus calycijlorus. Cuando el efluente fue usado sin diluir no se mostraron
resultados satisfactorios, mientras que en diluciones de entre 8 y 16 % se observé
el desarrollo del rotifero, demostrando con esto que el nejayote puede ser utilizado
de manera efectiva para la produccién de microrganismos (Arévalo y col., 1998). En
otro estudio, se realiz6 el aislamiento y la caracterizacion de dos nuevos
microorganismos alcalofilos presentes en el nejayote. Se aislaron dos cepas (NJY2
y NJY4) a partir del nejayote capaces de hidrolizar almidén, xilano y gelatina. Estos
microrganismos estaban estrechamente relacionados con los miembros de la
especie Bacillus flexus, identificados como bacterias tolerantes a condiciones
alcalinas de forma facultativa. Asi, estas cepas mostraron importantes propiedades
fisiolégicas para producir moléculas de alto valor a partir de efluentes industriales
(Sanchez-Gonzalez y col., 2011). Por otro lado, Ramirez-Romero y col. (2013)
evaluaron el potencial del nejayote como medio de cultivo para bacterias probioticas
y produccion de bacteriocinas. Para llevar a cabo este proceso, se realizé la
fermentacién del nejayote usando lactobacilos, para después utilizar el
sobrenadante con el que se comprob6 la produccién de bacteriocinas. Con los
resultados obtenidos se concluydé que el nejayote puede ser utilizado para la

produccion de probidticos y bacteriocinas.

Con estos resultados, se deja evidencia del potencial de los efluentes de la industria
nixtamalera para usarse en diversos procesos que permitan la obtencion de
productos de valor. Ademas, se obtiene un efecto adicional que es el tratamiento
del efluente ya que se disminuyen los valores de la alta concentracion de
componentes organicos, medidos como DQO, y de otros componentes del efluente,
como diferentes tipos de solidos. Este tipo de estudios contribuiria a mitigar los
efectos negativos que se producen en el medio ambiente cuando el efluente es

vertido sin tratamiento alguno.
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1.7 Disefio de experimentos

1.7.1 Seleccién de variables de respuesta

En el disefio de experimentos, las variables de respuesta reflejan la informacién de
los experimentos realizados, a través de estas se puede conocer la calidad de
determinado producto, el desempefio de algun proceso o cual material es el que
mejor cumple los requisitos, esto dependera del disefio de experimento donde mejor
se analicen las variables y asi poder encontrar la forma de mejorar las mismas.
Debido a que estas proporcionan la informacion que se busca de un estudio o
proceso, se debe tener bien identificados los aspectos relacionados, asi como los
principales factores que influyen para que, una vez que se hayan realizado los
experimentos bajo estos criterios, las variables de respuesta puedan dar
informacion util para el estudio (Mason y col., 2003).

1.7.2 Factores y niveles en el disefio de experimentos

La variedad de los factores es muy importante en un disefio de experimentos, ya
gue estos interactian con la variable de respuesta. Los factores se pueden
controlar, quedando como una caracteristica de la condicibn experimental que
puede variarse a voluntad, controlando asi el proceso, por ejemplo: el tiempo de
operacion de los equipos, temperatura, pH, cantidades de reactivos, etc. Por otro
lado, los factores no controlables son variables que no se pueden controlar durante
el experimento o la operacién de un proceso, por ejemplo, la humedad, el ruido, las
particulas del aire e incluso condiciones fisiologicas del operador del experimento
también influyen como factor. Los factores pueden ser representados como el
resultado numérico de una observacion, prueba o tratamiento. Estos factores se
evaluaran de acuerdo con diferentes valores que se les asignan, los cuales se
llaman niveles, y al mismo tiempo, la combinacion de los niveles se les llama

tratamiento (Hinkelmann & Kempthorne, 2007).
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1.7.3 Réplicas

Una réplica es una repeticion del experimento, el nimero de réplicas que se haran
por cada experimento determina el tamafio de la muestra. El nUmero de réplicas se
define de acuerdo con las diferencias que se esperan entre los tratamientos, por
ejemplo, si se esperan diferencias pequefias se recomienda un mayor niumero de
réplicas y viceversa, lo mismo sucede cuando se observa mucha variacion entre
cada experimento, por otro lado, si el disefio por si mismo considera méas de cuatro
experimentos, con pocas replicas sera suficiente. Otro aspecto importante para
considerar es el tiempo y el costo por cada experimento, ya que esto delimitara el

namero de réplicas viable para el disefio (Dean y col., 2017).

1.7.4 Aleatorizacién

La aleatorizacién consiste en llevar a cabo corridas experimentales totalmente al
azar y con material también seleccionado aleatoriamente (Hinkelmann &
Kempthorne, 2007).

1.7.5 Prueba F de Fisher

La prueba estadistica se nombré de acuerdo al cientifico inglés Ronald Fisher. Esta
prueba es un cociente de dos varianzas, donde las varianzas son una medida de
cuanto estan dispersos los datos con respecto a la media, por consiguiente, un valor
mas alto representa una mayor dispersion. Considerando que la prueba F es una
relacion de varianzas, se puede utilizar para evaluar la significancia general de un
modelo de regresion, para comparar el ajuste de diferentes modelos, para probar
términos de regresion especificos y para evaluar la igualdad de las medias
(Gutierréz, 2008).

1.7.5 Optimizacion

La optimizacion es el proceso de encontrar la mejor combinacion de las condiciones
con la cual se obtiene la mejor solucion posible (Lundstedt y col., 1998). En ciertos

procesos es necesario optimizar los recursos disponibles, mientras que en disefio
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experimental los valores mas altos de concentracion de piocianina se obtienen con
la fraccion retenida, con ambas cepas. El valor optimizado minimo de concentracion
de piocianina deberia ser en la fraccién de filtrado, sin embargo, en condiciones
experimentales usando ambas cepas, se obtienen las concentraciones mas bajas

del metabolito en el efluente crudo (Tabla 25).

Considerando los resultados obtenidos, las concentraciones estadisticamente
optimizadas por el disefio de experimentos no concuerdan con los resultados
experimentales para ninguna de las dos cepas. Sin embargo, la tendencia de mayor
a menor concentracion de piocianina obtenida de manera experimental con las
condiciones de los factores optimizados, mantiene una tendencia de la mayor
concentracion de piocianina obtenida en la fraccion retenida y la menor

concentracion en el efluente crudo.

Tabla 25. Comparacion de la produccidon de piocianinay biomasa para las

dos cepas de P. aeruginosa en sustrato y fracciones de nejayote

NEJO1R ATCC NEJO1R ATCC
Sustrato y Piocianina Piocianina Biomasa Biomasa
fracciones (Mg/mL) (ug/mL) (g/L) (g/L)
Crudo 0.5302 £ 0.145 | 0.4732+ 0.198 | 8.0552+9.275 | 3.562° + 10.916
Clarificado | 1.2772+0.116 | 0.710°+ 0.241 | 3.725% 4.044 2.6822 + 2.423
Retenido | 1.6562 + 0.142 | 0.946°+ 0.151 | 5.720%+ 2.078 6.402° + 8.183
Filtrado 0.5422 + 0.431 | 0.8242+ 0.081 | 3.1723+ 0.450 5.460°+ 3.421

* Valores con letras diferentes en lamisma fila para piocianina o biomasa tienen diferencia estadistica
significativa para un o = 0.05.

Se observaron diferencias significativas en la produccion de piocianina por las dos
diferentes cepas de P. aeruginosa. Esto se puede atribuir a que en el caso de la
cepa NEJO1R es una cepa silvestre que fue aislada directamente del efluente

(nejayote), lo cual le confiere cierta capacidad de adaptacién a las condiciones
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alcalinas y capacidad de aprovechamiento de los nutrientes presentes en el
nejayote. Por otro lado, la cepa ATCC (referencia) se puede asumir que no tiene la
misma capacidad de adaptacién a las condiciones y caracteristicas del nejayote.

Otro criterio importante a considerar es que todo el analisis estadistico se realizo
utilizando solo la cepa NEJO1R y una vez que se obtuvieron las condiciones
Optimas, se realizaron los cultivos para comparacion de las cepas. Esto sugiere que
al realizar el analisis completo con ATCC talvez las condiciones de optimizacion

serian diferentes para cada una de las cepas.

Al mismo tiempo, se observa que las dos variables de respuesta analizadas no
muestran correlacion. En este disefo, se establecié el andlisis de ambas variables
con la espera de evaluar el efecto de la cantidad de biomasa en el sustrato que
podria ser aprovechada por P. aeruginosa para la produccion de piocianina. Dado
gue el nejayote presenta una cierta cantidad de materia organica en sus diferentes
fracciones, se esperaba que esto influyera en la produccién de piocianina. Pero
como se observo en los resultados, estas variables no tienen relacion, lo cual indica
que P. aeruginosa no aprovecha gran parte de la materia organica en nejayote, solo
es capaz de aprovechar ciertas moléculas que se encuentran presentes en las

diferentes fracciones del nejayote.

3.3.Caracterizacién fisicoquimica del nejayote y sus fracciones

En este trabajo se obtuvieron las condiciones que permitieran la produccion de
piocianina a partir del nejayote en sus diferentes fracciones. Aun no se conoce
cudles son las caracteristicas del nejayote que permiten que P. aeruginosa
produzca piocianina. Considerando esto, se realizé la determinacién de los sélidos
presentes en el nejayote crudo y sus diferentes fracciones, esto con la finalidad de

observar si tienen un efecto significativo en el desempeiio de P. aeruginosa.

En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion

fisicoquimica del nejayote y sus fracciones. Se realiz6 la medicion de sélidos totales
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(Figura 30a), solidos insolubles (Figura 30b), sdlido solubles (Figura 30c), cenizas
(Figura 30d). Cada una de las mediciones de los diferentes parametros se realizo
para el nejayote crudo y sus tres fracciones (clarificado, retenido y filtrado). A su vez
cada una de las mediciones se realizaron en nejayote sin inocular y nejayote

inoculado con dos cepas de P. aeruginosa (NEJO1R y ATCC).
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Figura 30. Caracterizacion fisicoguimica del nejayote y sus fracciones
Sdlidos totales (S.T), Sdlidos insolubles (S.1.), Sélidos Solubles (S.S).

Las mediciones del nejayote sin tratamiento y sin inocular muestran un contenido
de sdlidos totales de alrededor de 29 g/L, de estos 26 g/L aproximadamente
corresponden a sdlidos solubles y 2.6 g/L aproximadamente corresponden a solidos
insolubles. Una vez que el nejayote es sometido a los tratamientos, se obtienen las

diferentes fracciones y en cada una de ellas la cantidad de sélidos totales se ve

78



afectada. La fraccion filtrado es la que muestra una menor concentracion de solidos
totales, siguiendo la fraccion clarificado y finalmente con una mayor concentracion,
la fraccion retenido. Este comportamiento se mantiene en la medicion de sélidos

solubles e insolubles.

Al inocular las diferentes fracciones con las dos cepas de P. aeruginosa (NEJO1R y
ATCC), las variaciones de los solidos totales en las diferentes fracciones son poco
representativas. Considerando la determinacion de soélidos solubles, se observo que
las fracciones inoculadas con P. aeruginosa NEJO1R muestran un mayor consumo
de estos sélidos. A partir de esto, se sugiere que P. aeruginosa NEJO1R aprovecha
los componentes insolubles del nejayote para su metabolismo y, por consiguiente,
la produccion de piocianina. ElI comportamiento anterior es diferente para P.

aeruginosa ATCC, ya que se observa un mayor consumo en los sélidos insolubles.

Con base a lo anterior, las fracciones inoculadas con P. aeruginosa NEJO1R son las
que muestran una mayor produccion de piocianina en la fraccién retenido, en esta
fraccion es la que tiene una mayor cantidad de solidos totales, pero también

contiene los nutrientes necesarios que favorecen la produccion de piocianina.

79



CONCLUSIONES

Utilizando al nejayote y sus fracciones como medio de cultivo se logré producir al
metabolito conocido como piocianina en la cepa silvestre Pseudomonas aeruginosa
NEJO1R y en la cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa ATCC 39327.
Mediante el disefio Box-Behnken se establecieron las condiciones Optimas de
cultivo para la produccion del metabolito referido. Las dos variables de respuesta
evaluadas, biomasa y piocianina, no mostraron correlacion entre ambas. Esto se
atribuye principalmente a que el disefio de experimentos planteado no se ajusto
para analizar la variable biomasa, y aunque ambas variables utilizaron los mismos
factores y los mismos niveles, estos no tuvieron la misma significancia para ambas

variables.

Los resultados optimizados estadisticamente indicaron que la mayor concentracion
de piocianina deberia obtenerse en el efluente sin tratamiento (sustrato crudo), sin
embargo, al evaluar los valores predichos de manera experimental usando la misma
cepa de Pseudomonas aeruginosa NEJO1R, la méaxima concentracion del
metabolito fue obtenida en la fraccién llamada retenido. Se observé una tendencia
similar usando la cepa de P. aeruginosa ATCC 39327, obteniendo la maxima y
minima concentraciéon en la fraccion del retenido y en el sustrato crudo,
respectivamente. Estos resultados sugieren que la composicion de la fraccion
retenida contiene soélidos biodisponibles para la asimilacion metabdlica por el
microorganismo, ademas que la baja concentracion de compuestos fendlicos libres
(por el tamafio de poro de la membrana) resulta favorable para su adecuado
crecimiento. Trabajos futuros podrian establecer la concentracion y el consumo de
los compuestos fendlicos presentes en las diferentes fracciones, y su relacion con

el crecimiento del microorganismo y la produccion de piocianina.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al desarrollo de la cadena de
valor de un efluente de la industria de la nixtamalizacion, con amplia presencia en
nuestro pais, considerando que los componentes del efluente reconocidos como

altamente contaminantes pueden ser bio-transformados en compuestos
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(metabolitos) con aplicacion en diferentes areas, como salud, agricultura y

medioambiente.
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