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Resumen

Las plazas de mercado son generadoras de residuos organicos que pueden ser valorizados
mediante su inclusién en cadenas productivas biotecnolégicas como la produccion de
enzimas a partir de sustratos de bajo costo. El objetivo de este estudio fue obtener celulasas
bacterianas a partir de residuos de verduras generados en la plaza de mercado El Restrepo

- Bogota. Se formulé un sustrato utilizando residuos de verduras y se inoculé con la cepa
bacteriana C6M2, monitoreando la actividad enzimatica, el contenido de azucares reductores y
la celulosa residual por 72 horas. La mayor actividad enzimatica fue observada a las 33 horas
(22,40 U/mL).

Durante la fermentacién se observé una disminucion de azucares reductores desde 0.43 g/
mL hasta 0,032g/mL y de celulosa residual del 92,5% al 3,1 %. Esto permite concluir que los
residuos de verduras pueden ser incluidos en procesos de economia circular como sustratos
para la obtencion de celulasas.
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Abstract

Market places generate organic waste that can be valued by including it in biotechnological
production chains such as the production of enzymes from low-cost substrates. The objective
of this study was to obtain bacterial cellulases from vegetable residues generated in the El
Restrepo marketplace - Bogota. A substrate was formulated using vegetable residues and
inoculated with the C6M2 bacterial strain, monitoring the enzymatic activity, the content of
reducing sugars and the residual cellulose for 72 hours. The highest enzymatic activity was
observed at 33 hours (22.40 U/mL).

During fermentation, a decrease in reducing sugars was observed from 0.43 g/mL to 0.032 g/
mL and residual cellulose from 92.5% to 3.1%. This allows us to conclude that vegetable waste
can be included in circular economy processes as substrates for obtaining cellulases.

Keywords: Reducing sugars, Cellulose, Biorefinery, biomass, biomolecules, enzymes, circular economy

Introduccion

En Colombia, las plazas de mercado son generadores de residuos vegetales que pueden ser
valorizados como materia prima en diferentes procesos de economia circular (Fernandez,
Duque, & Valderrama, 2019). Estos residuos corresponden al 61.5 % de la generacion de
residuos; los cuales debido a su incorrecta disposicion producen una mezcla de gases
conocida como biogas (CONPES, 2016). Estos residuos generalmente contienen celulosa,
polimero lineal compuesto por unidades de glucosa unidas a través de enlaces de tipo 3-1,4
y presente en las fibras de las plantas, siendo el compuesto organico natural mas abundante
(Sundarraj A, & Ranganathan T, 2018).

Las celulasas son enzimas que hidrolizan la celulosa, degradandola hasta glucosa libre, que
posteriormente puede ser empleada en diversos procesos (Llenque-Diaz et al., 2015). Estas
se utilizan en la industria de biocombustibles, en la industria de la pulpa y el papel y en la
industria textil en el bio-acabado y bio-pulido de tejidos (Singh et al., 2016).

Las celulasas pueden producirse a partir de bacterias y hongos (Llenque-Diaz et al., 2015).
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Su produccion depende mayoritariamente de la fuente de carbono, su degradabilidad,
composicion y el acceso de los microorganismos a los sustratos (Aparna & Anu, 2022). En el
pais, ha surgido la necesidad de producir enzimas a partir de materiales de bajo costo dada su
gran aplicacion en procesos industriales, es por esto que los residuos generados en las plazas
de mercado se vuelven una de las materias primas principales para esta extraccion (Montor et
al., 2006).

El objetivo de este estudio es mostrar una alternativa para el aprovechamiento de residuos de
verduras como sustratos para la obtencidn de celulasas bacterianas, utilizando asi materia
prima de bajo costo evitando su desperdicio y mejorando su manejo.

Materiales y métodos

1. Muestreo y acondicionamiento de residuos

Se recolectaron residuos de verduras como lechuga, tallos de cebolla, acelgas y espinacas
(R6) por el método de cuarteo y posteriormente en el laboratorio fueron lavados, troceados y
secados a 105°C.

2. Elaboracién de sustrato

Se prepararon 800 mL de sustrato con (NH4)2S04 1,2291g; KH2P04 1,5g; UREA 0,2634g);
CaCl2:2H20 0,4 g; MgS04 0,3g; Peptona 0,6584g, TmL de solucion de microelementos y 21,74
g de R6. El pH se ajustd a 7,0 y se esterilizéd a 115°C por 7 minutos

3. Procesos de fermentacion

Se prepararon 50 mL de indculo con 6,5 x 108 células/mL a partir de la cepa bacteriana C6M2
(aislada previamente de residuos vegetales) y se llevé al sustrato elaborado con R6; se incubd
por 72 horas a 37°C y 150 rpm. La obtencién del extracto enzimatico se realizé a las 10, 24,
33,48y 72 horas de la fermentacion, centrifugando a 4500 rpm por 30 minutos 'y 7°C. Con el
sobrenadante se evalud el contenido de azucares reductores y la actividad enzimatica y con el
pellet la celulosa residual.

4. Determinacién de Azucares Reductores

Los azUcares reductores se determinaron por el método espectrofotométrico de DNS (S6zgen,
et al. 2016), utilizando un lector de placas BIOTEK.

5. Determinacion de actividad enzimatica

La actividad se determiné a 50°C y a pH /.0 de acuerdo con Heredia & Sanchez (2021).

6. Determinacion de Celulosa residual

El pellet se secé a 105°C y se sometio a doble reflujo por 1 hora a 120°C en termoreactor. El
primero con CH3COOH - HNO3 (10:1) y el segundo con NaOH al 17,5%. En ambos casos se
centrifugd y se lavé con agua destilada hasta pH neutro. El residuo sélido se secé a 105°C
hasta peso constante y se determind el contenido de celulosa.

Resultados y discusion

* Azicares Reductores
Los azlcares reductores presentaron una concentracion inicial de 0,43 g/mL en el medio de
fermentacion la cual se mantuvo hasta la hora 10, a partir de las 24 h (0,39 g/mL) se presentd
una disminucion hasta las 33h (0,34 g/ mL). A las 48 h se evidencié un aumento a 0,38 g/
mL y a las 72 h se encontraron 0,032g/mL. El cambio en el contenido de azucares durante
la fermentacién se debe probablemente a su consumo por parte de la poblacién bacteriana
CéeM2

* Actividad enzimatica y Celulosa Residual
La figura 1 presenta los resultados de la actividad enzimatica de las celulasas producidas en
el medio formulado con residuos de verduras y el porcentaje de celulosa residual presente
en el sustrato durante las 72 horas de fermentacion. En el periodo inicial se evidencia la
disminucion en la concentracion de azucares reductores coincide tanto con el aumento en
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la produccién de celulasas, la cual presentd su mayor pico a la hora 33 (22, 40 U/mL) como
con la disminucion constante de celulosa residual. (Figura 1). Lo anterior sugiere que la cepa
bacteriana C6M2 empieza a producir celulasas una vez el azlcar presente en el sustrato de
fermentacién ha disminuido para obtener energia a partir de la celulosa presente en el medio.
El sustrato formulado a partir de residuos de verduras y la cepa bacteriana C6M2 permitié la
produccidn de celulasas con mayor actividad enzimatica (22,40 U/mL ) en comparacion con
las reportadas en otros estudios en los que se usé bagazo de cafia como sustrato y Bacillus
sp como microorganismo productor. 0,34 U/mL (Bala, Kalaichelvan, & Santhi, 2015) y 2,24 U/
mg (Pramanik et al., 2020);

Figura 1. Actividad enzimética y celulosa residual durante la obtencion de celulasas por via fermentativa
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Conclusiones

Los resultados del presente estudio demuestran que los residuos de verduras generados en
la plaza de mercado El Restrepo pueden ser valorizados como sustratos para la obtencion
de celulasas bacterianas que a su vez pueden ser utilizadas para obtener otros bioproductos
a partir de esta biomasa residual, favoreciendo asi los procesos de economia circular y la
disminucion de impactos ambientales.
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