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1. INTRODUCCION

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL LIRIO ACUATICO

El lirio acuatico (Eichhornia crassipes) es una planta hidrofita libre flotadora que
pertenece a la familia de las Pontederiaceae (Malik, 2007). En la Tabla 1.1.1 se resume su

clasificacion taxonédmica.

Tabla 1.1.1. Clasificacion taxonémica del lirio acuatico®.

Reino: Plantae.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Liliopsida.
Orden: Commelinales.
Familia: Pontederiaceae.
Género: Eichhornia.
Especie: E. crassipes.

% Tomada de: http://es.wikipedia.org/wiki/Eichhornia_crassipes.

Esta planta es originaria del Amazonas en Sudamérica, en donde se mantiene bajo control
por la accién de depredadores naturales y por las inundaciones anuales que arrastran las
matas de lirio hacia el mar en donde no es capaz de sobrevivir (Lindsey y Hirt, 2000); sin
embargo, debido a la mano del hombre, el lirio acudtico se ha dispersado por todas las
zonas tropicales del mundo (Gunnarsson y Mattsson, 2007). En la tabla 1.1.2 se
mencionan los principales cuerpos acuiferos invadidos por esta planta en Latinoamérica.
Su rapido y congestionado crecimiento (hasta de 60 Kg m™) ha provocado que
actualmente se le considere como maleza nociva y esté atrayendo la atencion global
debido a que estas caracteristicas provocan un fuerte impacto al ambiente, a la salud
humana y al desarrollo econémico (Malik, 2007). Los intentos por controlar el crecimiento
de esta maleza han tenido un costo alto y solo han sido soluciones temporales
(Gunnarsson y Mattsson, 2007). Por su rapido crecimiento, que es una caracteristica muy

apreciada en cualquier cultivo, y su capacidad de remover contaminantes de los cuerpos
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acuiferos, el lirio acudtico también puede ser considerado como una materia prima
potencial para diferentes industrias tales como: la de los alimentos funcionales, la de
biocombustibles (etanol y diesel), en investigacion para bio y fito - remediacidon, entre

otras (Gunnarsson y Mattsson, 2007; Malik, 2007).

Tabla 1.1.2. Principales cuerpos acuiferos infestados por lirio acuatico en paises en desarrollo®.

Regidén: Latinoamérica y el Caribe.

Pais Sitio infestado y region.

Bolivia Presa San Jacinto, Tarija.

Colombia Laguna exterior de la Amazonia.

Cuba Presas comerciales el parte central y oriente
del pais.

México Lagos de Chapala y Guadalupe, rio Santiago y

diversas presas en el centro y sur del pais.

? Adaptada de: Labrada, 1996

El lirio acuatico crece preferentemente en cuerpos de agua nutricionalmente

enriguecidos, pero también es capaz de hacerlo sobre suelos humedos. (Fig. 1.1.1).

.""-:' %‘7‘: = 4 " ".‘
L NE Y el

Figura. 1.1.1 El lirio acuatico es una planta libre flotadora pero también es capaz de crecer en una amplia
variedad de suelos como arena himeda.

? Tomada de: http://veracruzinforma.com.mx/2010/06/chiquinando-limpia-el-lirio-acuatico-en-tlalixcoyan/.
® Tomada de: Lindsey y Hirt, 2000.
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El lirio acuatico puede tolerar muy bien amplias variaciones en la concentracién de
nutrientes, en la temperatura y en los niveles de pH. El pH éptimo para el crecimiento del
lirio acudtico se encuentra entre 6 — 8, crece en un rango de 1 —40°C, aunque parece ser
que es sensible a bajas temperaturas (< 1°C), presenta su éptimo a 25 — 27.5°C (Malik,
2007) y a temperaturas mayores a 33°C se reduce drasticamente su tasa de reproduccion
(Gakwavu, 2007). Su tasa de crecimiento se ve favorecida a mayores concentraciones de
nitrégeno (Heard y Winterton, 2000). Altas concentraciones de sal (6 — 8%) son letalmente
inhibitorias para su crecimiento (Malik, 2007). Ademas, una baja humedad relativa del aire

de 15— 40% puede ser un factor limitante para su crecimiento (Gakwavu, 2007).

1.2. MORFOLOGIA

Como ya se menciond, el lirio acudtico es una planta libre flotadora, perene, que
posee hojas de color verde brillante, espigas florales de color violeta o amarillas y una raiz

fibrosa que puede llegar a medir hasta 3m de largo (Lindsey y Hirt, 2000; Gakwavu, 2007).

Los peciolos son los tallos de las hojas y los estolones son las estructuras que generan
nuevos individuos. Las inflorescencias poseen entre 8 y 15 flores. Los frutos son unas

pequefias capsulas que contienen alrededor de 450 semillas.

Las raices son fibrosas y poseen una gran cantidad de pequefias hebras que funcionan
como una especie de red para captar nutrientes y algunas particulas suspendidas. Esta
caracteristica, aunada a su alta eficiencia en el uso de la energia solar explican su
asombrosa tasa de crecimiento (Lindsey y Hirt, 2000). Las plantas jovenes crecen en las
orillas y estan enraizadas, pero conforme crecen se van juntando debido al empuje del
viento hasta que forman matas o balsas que pueden alcanzar hasta 45ha de tamano. En la

figura 1.2.1 se muestra la morfologia del lirio acuatico.

——
w
| —
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A) Peciolo atenuado en forma de
rosetén producido bajo condiciones
de alta densidad poblacional.

B) Brote axilar en expansion.

C) Un “ramet” en desarrollo.

D) Peciolo bulboso en forma de rosetén
producido bajo condiciones de baja

densidad poblacional.

E) Raiz.

Abreviaturas:

ar: Raices adventicias.

in: Inflorescencia.

is: Istmo de las hojas.

la: Hojas.

pl: Hojas primarias.

pd: Pedunculo de la espiga floral.
pt: Peciolo de la hoja.

sp: Espatas.

St: Estolones.

Figura 1.2.1. Morfologia del lirio acuatico®.
® Adaptada de: http://www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgnum=0002102.

Los peciolos de esta planta son esponjosos con muchos espacios llenos de aire

(aerénquimas) y son los responsables de su flotabilidad (Fig.1.2.2) (Lindsey y Hirt, 2000).

e S M W e
w

Figura. 1.2.2. Seccién transversal de un peciolo en donde se observan los espacios llenos de aire®.

® Tomada de: Lindsey y Hirt, 2000
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1.3. REPRODUCCION

El lirio acuatico es capaz de regenerarse prolificamente via vegetativa a partir de
fragmentos del tallo (brote) y por estolones. Estas dos formas de reproduccion (Fig. 1.3.1.)

dificultan el control del su crecimiento (Gunnarsson y Mattsson, 2007).

Las plantas crecen primero de forma horizontal, hasta que la superficie del cuerpo de agua
estd practicamente cubierta y posteriormente comienza el crecimiento vertical,
llegdndose a encontrar individuos de hasta 1.2m de la inflorescencia a la raiz (Gakwavu,

2007).

El tiempo de duplicacién de la superficie cubierta por esta via puede ser de 6 — 18 dias en
condiciones Optimas de temperatura y humedad, llegdndose a alcanzar una tasa de
crecimiento de hasta 60 cm/mes y una produccion de 140 toneladas de materia seca por

hectarea al afio (Malik, 2007).

Figura 1.3.1. Reproduccién por estolones de Eichhornia crassipes via vegetativa®.
? Tomada de: Lindsey y Hirt, 2000
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También se ha observado que se reproduce sexualmente y sus semillas pueden
permanecer viables 15 - 20 afios (Fig. 1.3.2). La reproduccién por semillas parece ser muy
limitada debido a que éstas son sensibles a diversos factores de crecimiento tales como el

estrés de oxigeno, luz y temperatura y periodos de inactividad (Malik, 2007).

Figura 1.3.2. Semillas de Eichhornia crassipes®.
® Tomada de: http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5376438 .

1.4. PROBLEMATICA AMBIENTAL, DE SALUD Y ECONOMICA

La tasa de crecimiento tan alta que presenta el lirio acudtico se debe en gran
medida a la eutrofizacion de los cuerpos acuiferos. Adicionalmente, la ausencia de

enemigos naturales contribuye a su rdpido esparcimiento (Charudattan, 1997).

El lirio acuatico estd catalogado dentro de las plantas mas productivas del mundo y es
considerada una de las peores plagas acuaticas. Su densidad de crecimiento interfiere con
la navegacion, la recreacidn, la irrigacion y la produccion de energia. Algunas de las mas

grandes hidroeléctricas destinan gran cantidad de dinero y horas hombre para remover
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completamente esta planta y evitar asi que pueda llegar a atascarse en las turbinas y
provocar cortes en el suministro de energia. Por ejemplo, en la estacion hidroeléctrica
“Owen Fall” en Uganda, se ha reportado que los generadores y enfriadores de agua son
continuamente dafiados por la presencia de matas de lirio, lo que se traduce en la pérdida
de gran cantidad de energia eléctrica para en el suministro a las dreas urbanas (Labrada,
1996). Ademas, el bloqueo de los canales y rios llega a provocar severas inundaciones

(Malik, 2007).

Por otro lado, la presencia del lirio acuatico ha ocasionado fuertes impactos econdmicos a
los pescadores debido al decremento en la poblacidn de peces, el dificil acceso a ciertas
areas y pérdida y dafo al equipo de pesca (Fig. 1.4.1). Cuando un cuerpo de agua estd
densamente infestado, el consumo de combustible de los barcos de pesca y de transporte,
aumenta al doble o al triple, y la captura de peces se ve reducida de un 50 y hasta un 75%,
este problema se vuelve muy grave en paises que cuentan solo con cuerpos de agua
continentales y por lo tanto son la Unica fuente de pesca y en algunos casos,
particularmente en Africa, puede constituir la Unica fuente de proteina para consumo

humano (Charudattan, 1997; Malik, 2007).

Debido a que esta planta forma matas unidas que flotan, puede llegar a cubrir vastas
extensiones de los cuerpos de agua, lo que da como resultado la disminucién en la
cantidad de luz disponible para la vida subacudtica local. EIl consumo de oxigeno al
descomponerse la planta es muy alto lo que provoca escasez de oxigeno para algas y otros
organismos que sirven de alimento para los peces (Gunnarsson y Mattsson, 2007).
Ademas, el lirio acudtico tiene una fauna asociada que causa un desequilibrio en los micro

— ecosistemas (Malik, 2007).

Por ultimo, el incremento en la evaporacion debido a la actividad metabdlica del lirio
puede tener serias implicaciones en aquellos lugares en donde el agua es escasa o secar

completamente los cuerpos de agua. En México, la Comisién Federal de Electricidad ha
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llevado a cabo estudios de evapotranspiracién de los sitios infestados y los ha comparado
con los sitios no infestados, obteniéndose como resultado que en algunos lugares, el agua
perdida por evapotranspiracion es tres veces mas a la que evapora un sitio desprovisto de

malezas (Saldafia y Guadiana, 1976).

Figura 1.4.1. El rapido y congestionado crecimiento del lirio acuatico provoca serios problemas®.
® Tomado de: http://www.mx.ird.fr/spip.php?page=article programmes regionaux&id_article=4821&id rubrique=444

Por sus caracteristicas, el lirio acuatico se ha convertido en un problema en diversas
partes del mundo (Malik, 2007), empeorando las condiciones de vida de la gente que vive
en los alrededores de los cuerpos de agua invadidos, porque las matas que flotan sobre el
agua, al ser arrastradas por el viento pueden servir como vectores de transporte de los
organismos causantes de enfermedades como la malaria o esquistosomiasis ademas de
volverse sitios de riesgo debido a animales como serpientes y otros venenosos
(Gunnarsson y Mattsson, 2007). Por lo tanto, se ha vuelto imprescindible hacer

investigacion enfocada a gestionar de manera sustentable su esparcimiento (Malik, 2007).
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1.5. METODOS DE CONTROL

En el Amazonas, de donde es nativo, el lirio acuatico se mantiene bajo control
gracias a la accion de los depredadores naturales, asi como a las inundaciones anuales, sin
embargo, en el resto de los paises tropicales no se ha podido encontrar una solucién para
controlar su crecimiento desmedido (Lindsey y Hirt, 2000). En base a esto se ha concluido
gue es una maleza que no puede erradicarse, sino Unicamente controlarse (Gutiérrez y col.

1997).

Se han hecho esfuerzos enfocados a controlar la propagacion de esta maleza

desarrollando métodos fisicos, quimicos y bioldgicos (Malik, 2007).

Actualmente la cosecha y trituracidon mecdnica del lirio es la principal herramienta para
controlar el crecimiento (Fig. 1.5.1), sin embargo, este procedimiento es demasiado caro.

En México representa una inyeccidn de recursos por cerca de $70, 000 por hectérea.

Figura 1.5.1. Cosecha mecanica de lirio acuético®.
* Tomada de: http://english.people.com.cn/90783/91300/7459136.html.
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También se pueden llevar a cabo controles bioldgicos (a través de insectos y peces u otros

microorganismos que se alimentan del lirio acuatico) y quimicos (herbicidas), pero estos

métodos pueden estar prohibidos debido al riesgo potencial que implican o ser muy poco

exitosos (Malik, 2007).

En la tabla 1.5.1 se resumen los principales métodos de control del crecimiento del lirio y

se mencionan sus limitaciones.

Tabla 1.5.1. Principales métodos de control del crecimiento del lirio acuatico®.

Métodos de
Control

Fisicos

Quimicos

Bioldgicos

Agente

Drenaje permanente del drea afectada.

Remocion manual o con redes.

Remocidon mecdanica a través de gruas postradas en
tierra, redes de arrastre, o por maquinaria flotante
como podadoras, dragas, barcazas o cosechadoras

acuaticas.

Acido 2,4 —diclorofenoxiacético
Complejo de cobre (2,4 — D)
Aspersion de Amina 2,4-D

Sal de endotal potasico.

Sal de endotal dimetilalquilamina.
Glifosfato.

Control clasico por insectos:

Neochetina eichhorniae, N. bruchi'y
Sameodes albiguttalis.

Plantas alelopaticas:

Polvo de hoja de Coleus amboinicus (40 g/L)
Lantana

Polvo de Cassytha

Hongos patégenos:

Alternaria eichhorniae

Limitaciones

No siempre es factible.

Una labor dificil, cansada y que
puede implicar riesgos a las
salud.

Alto costo, se requiere de
equipo, vehiculos y herramientas
especializadas para la cosecha y
el transporte.

Caros, no son capaces de
controlar infestaciones masivas y
a largo plazo provocan efectos
secundarios sobre comunidades
vecinas y sobre el ambiente.

Control insuficiente y
regeneracion del crecimiento.

Aln se encuentran en etapas de
investigacion y desarrollo,
pueden no ser suficientemente
efectivos por si solos y es mejor
utilizarlos en combinacién con
métodos de control mecanico y
quimico.

® Adaptada de: Malik, 2007.

10

——
| —



“Cambios en la composicion del lirio acuatico (Eichhornia crassipes) debidos a su grado de madurez y a su transformacion biotecnolégica”

1.6. POSIBLES USOS Y APLICACIONES

A pesar de que el lirio pareciera ser el responsable de todos los problemas
mencionados anteriormente, se debe de pensar positivamente en esta planta como
una fuente de biomasa y proteina para muchos procesos actuales (Lindsey y Hirt, 2000
y Malik, 2007). Se han desarrollado diversos procedimientos para darle un uso practico

a esta maleza y otros siguen aun discutiéndose. Algunos de ellos son:

1.6.1. AGENTE DE BIOREMEDIACION

El lirio acuatico es una planta que ha llamado la atencidn por su capacidad de crecer
en agua altamente contaminada ademas de ser capaz de acumular cationes metalicos
principalmente en las raices. Se sabe que las macréfitas acuaticas son capaces de
remover iones metalicos por adsorcién superficial y/o absorcion e incorporacién de
ellos a sus propios sistemas (principalmente enzimdaticos) o almacenamiento en forma

ligada.

Se han llevado a cabo investigaciones a nivel piloto para remover materia orgdanica y
disminuir la demanda bioquimica de oxigeno en aguas residuales domeésticas,
obteniéndose resultados prometedores. También se ha demostrado la posibilidad de
reducir la DBO en aguas residuales de criaderos de cerdos en estanques piloto e
industriales en estado continuo. Por ultimo, se ha observado que los lodos de plantas
utilizadas para fito-remediacién producen significativamente mas biogas que el
producido por plantas crecidas en aguas limpias. Debido a estas caracteristicas, uno de
los primeros usos que se le dio fue como agente de tratamiento de aguas residuales
(Fig. 1.6.1) y ha sido muy efectivo, al grado que se dice que los suelos hiumedos que
han sido invadidos por el lirio acudtico funcionan como rifiones naturales (Malik, 2007;

Gakwavu, 2007).

11
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Figura 1.6.1. Lirio acuatico como agente de bioremediacién®.
? Tomada de: Gakwavu, 2007.

1.6.2. CARBONIZACION

La carbonizaciéon es una alternativa que consisten en un proceso de 3 etapas
(gasificacién, pirolisis y carbonizacidn) del cual es posible obtener carbén que puede
ser utilizado como combustible dentro del mismo proceso; sin embargo, se presentan
dos problemas en este proceso, el primero es el alto contenido de agua y el segundo
es el alto contenido de cenizas (llegando a alcanzar hasta 40% de peso seco) que lo

convierten en un combustible de baja calidad (Malik, 2007).

1.6.3. PRODUCCION DE ETANOL (BIOETANOL)

Debido a que los combustibles fdsiles son una fuente de energia no renovable, se han
buscado alternativas para encontrar fuentes de energia renovables efectivas, que
permitan satisfacer las demandas de combustibles en el futuro. La celulosa vy
hemicelulosa, (componentes del material lignoceluldsico) son considerados como
fuertes candidatos para la produccion de etanol como combustible. El alto contenido

de estos polimeros que se ha reportado en el lirio acuatico indica que éstos podrian

12
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ser una buena fuente para la bio-conversién. Debido a su composicién, la produccién
de etanol a partir de él, requiere un proceso de multiples etapas, entre las cuales se
puede incluir la hidrélisis, la fermentacidn y la destilacion. El liquido resultante de la
hidrélisis contiene cantidades variables de monosacaridos (pentosas y hexosas) y un
amplio rango de otro tipo de sustancias resultantes de la degradacion de la lignina o
de la reaccion de éstas con los azucares. Por lo anterior, existe el inconveniente de la
posible formaciéon de sustancias inhibitorias durante la hidrdlisis y que pueden
ocasionar efectos negativos en el crecimiento de los microorganismos durante la
fermentacion. Asi que el proceso de fermentacidn requiere de un microorganismo que
sea capaz de fermentar todos los azlcares ademas de ser resistente a los inhibidores

formados (Nigam, 2002).

Por otro lado, el contenido de proteina del lirio es adecuado para actuar como fuente
de nitrégeno en cualquier proceso fermentativo. Algunos autores han reportado que
la productividad de etanol a partir de lirio acuatico es equiparable a la obtenida por la
fermentacion de bagazo de cafia (Nigam, 2002). Sin embargo también se ha
encontrado que el balance energético en la produccion de etanol a partir de lirio es
negativo por lo que se ha recomendado su aplicacién solo en casos en los que la
demanda de alcohol como combustible sea muy alta (Gunnarsson y Mattsson, 2007;

Malik, 2007; Nigam, 2002).

1.6.4. PRODUCCION DE BIOGAS

El biogds es un combustible formado por la mezcla de metano (50 — 70%), diéxido de
carbono, sulfuro de hidrégeno y agua. Esta mezcla gaseosa es formada de manera
natural. Se produce espontaneamente en los estémagos de los rumiantes, en el fondo
de lagos y pantanos y en los vertederos de basura (Lindsey y Hirt, 2000). La produccién
de biogas se basa en la digestidn anaerobia, proceso a través del cual la materia

organica es degradada en ausencia de oxigeno. El biogas resultante puede ser usado
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para cocinar, calentar, producir energia eléctrica y otros procesos industriales

(Gunnarsson y Mattsson, 2007).

El gas natural (biogds) es la forma de energia que ha presentado menor impacto
ambiental, sobre la salud humana y la contaminacidn. Esta caracteristica junto con la
problematica actual de los combustibles fésiles y otras fuentes de energia hacen que
la digestidn anaerobia sea un proceso de alto interés para los cientificos (Gunnarsson y
Mattsson, 2007). Se han reportado altos rendimientos de biogds producido a partir de
lirio acuatico, y rendimientos aun mejor cuando este se mezcla con desechos
animales, obteniéndose también un residuo sélido rico en nutrientes que puede ser

usado como abono (Malik, 2007).

Se han hecho estudios para aumentar la productividad de biogas estimulando la
actividad microbiana modificando algunos aditivos quimicos y modificando las
condiciones de operacidn, reportandose en algunos casos que lirio con un alto
contenido de metales pesados vy lirio utilizado para fitoremediacion presentan mayor

rendimiento en la produccidn de biogds (Gunnarsson y Mattsson, 2007).

Sin embargo existen algunos factores que limitan el aprovechamiento del lirio a través
de este proceso. Entre otros, el gran tamano de los reactores y equipos, una baja
eficiencia en la bio-conversiéon debido a la alta humedad de esta planta y el
pretratamiento obligatorio para eliminar aire atrapado en los tejidos del lirio (Malik,

2007).

1.6.5. COMPOSTA

Otra alternativa es el composteo, es decir la descomposicién aerobia. La composta se

puede definir como la descomposicion y estabilizacion bioldgica de los sustratos

organicos bajo condiciones que permitan el desarrollo de temperaturas elevadas como

14
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resultado del calor generado biolégicamente. El producto final debe ser estable, libre
de organismos patdégenos, semillas de plantas y benéfico cuando es aplicado en la
tierra. Para disminuir la evaporaciéon y pérdida de nitrégeno, en forma de amonio, la
composta debe de ser cubierta con paja, pasto o plastico. Es ventajoso usar paja ya
que los microorganismos pueden utilizarla como fuente de energia y captar el amonio

para satisfacer su demanda de nitrégeno (Gunnarsson y Mattsson, 2007).

1.7. SITUACION DEL LIRIO ACUATICO EN MEXICO

Muy poco se conoce acerca de la introduccidn de esta planta en México. Se cita su
presencia desde 1897 como una especie naturalizada y bastante comun en las
chinampas de Xochimilco. Desde aquella época se vendia en los mercados a través de

los canales que comunicaban los lagos del sur de la ciudad (Gutiérrez y col. 1997).

En 2000 se calculaba que existia una superficie cubierta por lirio cercana a las 150 000
ha, siendo los estados de Jalisco, Veracruz, Tabasco e Hidalgo los que presentaban el

mayor problema con mas de 75 000ha (Gomez-Meléndez y col., 2000).

Se han registrado problemas por lirio acuatico en los estados de Aguascalientes, Baja
California Norte, Coahuila, Campeche, Chiapas, Colima, Distrito Federal, Durango,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de Meéxico, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas y Veracruz (Fig. 1.7.1) (Gutiérrez y col. 1997;

Miranda y Lot, 1999).

La amplia distribucion de esta maleza en el territorio nacional se debe a su gran
capacidad de adaptacidon a gran cantidad de habitats dulceacuicolas localizados desde
el nivel del mar hasta los 2250m de altitud (Miranda y Lot, 1999) y al aporte

incontrolado de nutrientes provenientes de las aguas residuales de los nucleos
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urbanos e industriales agricolas y a la erosion acelerada de los suelos de las cuencas

hidrograficas (Rangel, 1997).

Figura 1.7.1. Estados de la Republica en donde se ha registrado la presencia de lirio acuatico®.
* Adaptado de: http://www.fotosearch.com/CSP569/k5695533/

La biomasa en peso himedo presente en cuerpos de agua mexicanos generalmente se
encuentra entre 11 y 51 Kg/mz, correspondientes a 0.62 y 2.87 Kg/m2 €en peso seco.
Los tiempos de duplicacion de la biomasa tienen una tasa de variacion de 7.4 a 46.5

dias (Gutiérrez y col. 1997).

Con la finalidad de controlar la invasidon de las malezas acudticas se cred el Programa
de Control de Malezas Acuaticas (principalmente lirio y tule) que interfieren con el
manejo 6ptimo de la infraestructura hidraulica nacional y cuerpos de agua como

presas, lagos, rios, canales y drenes.
Con este programa se pretende establecer estrategias de control y de mantenimiento

que son procedimientos enfocados a limpiar y evitar la reinfestacién con malezas

acuaticas (Rangel, 1997).
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Debido a los escasos resultados que se obtuvieron con el programa mencionado
anteriormente, en 2010 se cred “la Estrategia Nacional sobre especies invasoras en
Meéxico”, la cual propone una visibn a mediano plazo (10 afios) para consolidar
sistemas de prevencidn, control y erradicacidén y orientar la participacion y el trabajo

coordinado de instituciones y sociedad para alcanzar la visidon planteada (CANEI, 2010).

En este programa se pretende alcanzar los siguientes objetivos concretos, los cuales

seran evaluados el afio 2020:

1. Revisar, adecuar y desarrollar el marco legal normativo.

2. Desarrollar capacidades cientificas, técnicas, humanas e institucionales.

Con ello se lograra prevenir, detectar y reducir el riesgo de introduccién, establecimiento

y dispersién de especies invasoras (CANEI, 2010). Por otro lado, se debe de:

3. Establecer la coordinacién entre poderes, intergubernamental, interinstitucional y

con la sociedad.

Lo que conlleva a establecer programas de control y erradicacion de poblaciones de
especies invasoras que minimicen o eliminen sus impactos negativos y favorezcan la

restauracién y conservacion de los ecosistemas (CANEI, 2010), y con ello:

4, Impulsar la divulgacion, educacién y la concientizacion de la sociedad en general.

5. Generar conocimiento para la toma de decisiones informadas.

Y asi, informar oportuna y eficazmente a la sociedad para que asuma responsablemente
las acciones a su alcance en la prevencion, control y erradicacién de las especies invasoras

(CANEI, 2010).
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1.8. COMPOSICION QUIMICA DEL LIRIO ACUATICO

Una revisidon bibliografica de publicaciones de los ultimos 30 afios sobre la
composicidn quimica del lirio acudtico (Eichhornia crassipes) nos permitié construir la
tabla 1.8.1. Lo que resalta es la variabilidad de la composicion quimica del lirio
acuatico segun la muestra de la planta analizada. Esta variabilidad depende también
de la edad de las plantas nunca definidas en las publicaciones y de las técnicas

analiticas usadas que nunca han sido las mismas.

Tabla 1.8.1. Composicién quimica de lirio acuatico.

Referencia Muestra C H L C+H+L A E
(%) %) ) K k) (%)
215 339 6.0 61.4 111 275
178 434 7.8 69.0 20.2 10.8
21.1 25.9 12 59.0 16.3 247
18.2 48.7 35 70.4 = =

Wolverton y McDonald, 1981 P
Patel y col., 1993 P.
Mishima y col., 2006 P
Nigam, 2002 P

0O o0 o0 o0

Bolenz y col., 1990 T.y H. 31 22 7 60.0 15 25.0
Goswani y Saikia, 1994 T.y H. 32 21 6.7 59.7 18.4 15.7
Abraham y Kurup, 1997 T.yH. 35 183 4.6 58.0 15.1  27.0
Kivaisi y Mtila, 1998 T.y H. 25.2 231 9.7 58.0 - -

Tan y col., 2008 T.yH. 274 274 115 66.3 12.7 21

Lindsey y Hirt, 2000 T.y H. 32.0 21 14 67 19.9 4.72
Bhattacharya y col., 2010 T.yH. 25 35 10 70 20 -

Chanakya y col., 1993 H 18 34.0 26.3 78.3 - 21.7
Mishima y col., 2006 H 181 25.0 133 56.4 16,5 271
Girisuta, 2008 H 46.7 - 27.7 74.4 18.2 7.4

Mishima y col., 2008 H 19.7 27.1 - - - -

C = Celulosa; H = Hemicelulosa; L = Lignina; A = Cenizas y E = Extractivos.
C+ H + L = Sumatoria del contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina.
P. C. = Planta Completa; Ty H = Tallo y hoja; H = Hoja.
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Los datos reportados en la literatura en los ultimos 30 afios para la composicidn del lirio
acuatico reflejan una gran variacién en el contenido de su material lignoceluldsico. En
general, se reporta que la hemicelulosa es el polimero mayoritario, encontrando
alrededor de 28.0 + 9.5% (base seca [bs]) de hemicelulosa, seguido por la celulosa (25.0 +
6.2% bs) y la lignina (11.5 + 7.4% bs). Los datos reportados muestran la presencia de una
fraccion importante de material extraible en fases acuosa y etandlica (20.0 £ 6.6% bs). La
gran variabilidad en los resultados reportados se debe a: a) el uso de diferentes métodos
de analisis, b) la ubicacién del cuerpo de agua y la época del muestreo, c) la parte
analizada de la planta, y d) la edad de la planta (grado de madurez). En particular, la edad
de la planta es una caracteristica escasamente reportada, no obstante, es determinante
para la proporcion de raices, tallos y hojas en la planta, asi como para la distribucién de

material lignoceluldsico (lignina, hemicelulosa y celulosa) en cada una de ellas.
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2. ANTECEDENTES

Lindsey y Hirt en el aino 2000, plantean una cuestion interesante en el libro “jUsos
del lirio acudtico! Un manual practico para usos del lirio acudtico alrededor del mundo",
éiDebemos ver al lirio acuatico solo como una hermosa maleza nociva o como una
potencial fuente de biomasa? Y la respuesta parece estar encaminada a que no solo

podemos, sino que debemos obtener una ventaja a partir de él.

Se han hecho investigaciones muy importantes con la finalidad de obtener conocimientos
gue permitan establecer procesos, mecanismos y tecnologia para aprovechar al maximo el

potencial de biomasa de esta planta. Como ejemplo claro tenemos los siguientes trabajos:

2.1. “Thermochemical pretreatment of water hyacinth for improved biomethanation.”

Este trabajo fue llevado a cabo en el Departamento de Posgraduados en
Biociencias de la Universidad Sardar Patel en Vallabh Vidyanagar, Gujarat, en la India por
los investigadores Vikram Patel, Manik Desai y Datta Madamwar y publicado en 1993 en Ia

revista “Applied Biochemistry and Biotechnology”.

En este estudio se describe como el lirio acudtico fue sometido a una serie de pre-
tratamientos termoquimicos y usado como sustrato en digestores anaerdbicos para la
generacion de metano. Los pretratamientos fueron llevados a cabo a diferentes
temperaturas, a 50, 100 y 121°C (con vapor) para cada pH. Los valores de pH ensayados en
este estudio fueron 1, 3, 5, 7,9, 11 y 13. Los valores de pH se ajustaron adicionando la
cantidad necesaria ya sea de acido clorhidrico o hidroxido de sodio. Todos los
pretratamientos tuvieron una duracién de 1h. Después del pretratamiento, las muestras
se filtraron y neutralizaron a pH 7 y se introdujeron en el digestor a 37°C, con agitacién
intermitente en régimen semicontinuo. La biodegradabilidad del lirio se midié en términos

de su produccion de gas y de su contenido de metano. Los resultados indican que el pre-
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tratamiento seleccionado incrementa la solubilidad de la biomasa y mejora la
productividad de biogas. Los mejores resultados se obtuvieron utilizando pH 11.0 y una
temperatura de 121°C. Diversas combinaciones en las condiciones tratamiento mostraron
efectos negativos, principalmente sobre bacterias metanogénicas debido a la formacién

de compuestos toxicos generados durante el tratamiento (Patel y col., 1993).

2.2. “Bioconversion of water-hyacinth (Eichhornia crassipes) hemicellulose acid

hydrolisate to motor fuel ethanol by xylose-fermenting yeast”.

Este trabajo fue realizado por el investigador J. N. Nigam en la Divisién de
Bioquimica del Laboratorio de Investigacion Regional en Jorhat, Assam, la India. Fue

publicado en la revista “Journal of Biotechnology” en 2002.

En este trabajo se utilizé el hidrolizado de hemicelulosa como sustrato para la produccidn
de etanol usando Pichia stipitis NR RL Y-7124. El hidrolizado se prepard a partir de lirio
seco y molido sometiéndolo a reflujo por 7h con una solucién de acido sulfurico al 1%. El
residuo no hidrolizado se lavd con agua caliente. Posteriormente, el hidrolizado se calentd
a 100°C por 15 minutos para remover los compuestos tdxicos volatiles Se ajustod el pH a 10
con hidroxido de calcio y sulfito de sodio, se filtrd para remover sdlidos insolubles con lo
gue se logré mejorar los rendimientos en la produccion de etanol. La cantidad de azucares
utilizados y el rendimiento de etanol (Y,/) con el hidrolizado no tratado fueron de 20.15%
y 0.19 g, gs'l, respectivamente, comparados con un 76% y 0.35 g, gs'1 respectivamente
para el hidrolizado tratado. La fermentacién resulté ser muy exitosa con una aireacion de
0.02 v/v/m, a 30°C y pH 6. Sin embargo, la productividad volumétrica (Q,) sigue estando
por debajo de la observada en un medio con una composicidn de azlcares similar al
hidrolizado acido de hemicelulosa. No hubo fermentacién de la arabinosa; sin embargo,
ésta si fue asimilada. La presencia de 4acido acético redujo considerablemente el

rendimiento y la productividad (Nigam, 2002).
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2.3. “Appropriate technology for bioconversion of water hyacinth (Eichhornia
crassipes) to liquid ethanol: Future prospects for community strengthening and

sustainable development”.

En el afio 2007, los investigadores Chartchalerm Isarankura-Na-Ayudhya, Tanawut
Tantimongcolwat, Thikamporn Kongpanpee, Ponpitak Prabkate y Virapong
Prachayasittikul del Departamento de Microbiologia Clinica de la Facultad de Tecnologia
Médica de la Universidad Mahidol en Bangkok, Tailandia, presentaron su trabajo en la

revista “EXCLI Journal”.

En este estudio se evalud la necesidad de generar la tecnologia apropiada para mejorar la
produccién de energia renovable. Usando dos etapas consecutivas de hidrdlisis (acido
sulfarico 10%) y fermentacién (Candida shehatae TISTR 5843) se encontrd un proceso de
bioconversion de xilosa a etanol exitoso. El proceso de hidrdlisis comenzé con una primera
etapa en la que el lirio seco y molido fue mezclado con una solucién de acido sulfurico al
10% y sometido a un proceso en autoclave a 121°C por 15 minutos. El filtrado fue
recuperado y se analizé el contenido de xilosa. Este hidrolizado fue desintoxicado
calentdndolo a 60°C y alcalinizado a pH 9 con hidréxido de sodio sélido y ajustado a pH 10
con hidroxido de calcio. Se filtro para remover los sélidos insolubles y el sobrenadante se
colectd para ser usado como medio de cultivo. Para ello se adiciond neopeptona y se
ajustd el pH a 5.6. Esta solucidn se diluyd y esterilizé a 121°C, 15lbs, 15min. Se inoculd con
C. shehatae y se incubd a 30°C por 3 semanas. La técnica desarrollada nos permite
encontrar un proceso de bajo costo para aprovechar el lirio acuatico como materia prima.
También se desarrollaron las técnicas apropiadas para la cuantificacidén de xilosa y etanol
usando ensayos con floroglucinol y dicromato de potasio respectivamente conjuntamente
con un fotémetro portatil de construccion propia. La tecnologia que se desarrollé se
pretende implementarla en paises del tercer mundo para mitigar su dependencia

tecnoldgica (Isarankura-Na-Ayudhya y col., 2007).
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2.4. “Combination of biological pretreatment with mild acid pretreatment for

enzymatic hydrolysis and ethanol production from water hyacinth”.

Trabajo llevado a cabo en el Laboratorio de Biofisica Molecular del Colegio de
Ciencia y Tecnologia de la Universidad de Ciencia y Tecnologia Huazhong en Wuhan,
Republica Popular China, por el grupo de investigadores Fuying Ma, Na Yang, Chunyan Xu,
Hongbo Yu, lJianguo Wu y Xiaoyu Zhang, y publicado en la revista “Bioresource

Technology” en el afio 2010.

Se evalué el pretratamiento suave con acido combinado con el pretratamiento con
hongos de los géneros Echinodontium taxodii o Antrodia sp. 5898 bajo diferentes
condiciones para la hidrdlisis enzimatica y la produccién de etanol a partir del lirio
acuatico. Los tratamientos con Artrodia sp tuvieron menores rendimiento debido a la
liberacion de material lignina, mientras que el proceso que combiné el pretratamiento con
E. taxodii (10 dias) y el pretratamiento con una solucién de acido sulfurico al 0.25% vy
100°C por 1h fue la que arrojo los mejores resultados. El rendimiento en el consumo de
azucares de la hidrélisis enzimatica co-tratada con acido incrementé 1.13 - 2.11 veces que
la encontrada solo con el tratamiento acido bajo las mismas condiciones. Posteriormente
se evalud por separado la hidrodlisis y la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae
encontrandose que el rendimiento en la produccién de etanol con el co-tratamiento acido
enzimatico alcanzé 0.192g g’l de materia seca, el cual fue superior al encontrado con el
tratamiento &acido (0.146g g de materia seca). Los resultados obtenidos sugieren que la
combinacion del pretratamiento suave con acido y bioldgico es un método factible para
mejorar la hidrdlisis enzimatica y la produccion de etanol a partir del lirio acudtico con

bajo contenido de lignina (Ma, y col., 2010).
Estos estudios son una pequefia muestra del interés que existe actualmente por

desarrollar tecnologia y conocimientos que nos permitan aprovechar de manera

sustentable la biomasa del lirio acuatico.
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3.  JUSTIFICACION

El lirio acudtico (Eichhornia crassipes) es considerada maleza nociva que ha atraido
la atencién del mundo debido a su rapida propagacién y crecimiento congestionado, lo
cual ha conducido a problemas serios en la navegacion, irrigacién, y reduccion de la fauna
nativa de rios, lagos y lagunas en zonas tropicales. Los intentos por controlar el
crecimiento de ésta maleza han tenido un costo alto y solo han sido soluciones

temporales.

Por otro lado, cuando se ve el problema desde el enfoque de investigacion éste parece ser
una fuente invaluable de recursos con propiedades unicas. Debido a su rapido
crecimiento, a su composicidon rica en polisacdridos y a su capacidad de remover
contaminantes de los cuerpos acuiferos, el lirio acuatico, también puede ser considerado
como una materia prima potencial para la industria de biocombustibles (bio — etanol), de
alimentos funcionales, bioremediacién, entre otras. Como resultado, las investigaciones
enfocadas al control (especialmente al control biolégico) y utilizacion (especialmente
tratamiento de aguas residuales o fitoremediacidn) del lirio acudtico han ido en auge
durante las ultimas décadas. Las investigaciones sobre la produccion de biogas y
compostas a partir del lirio acudtico también han venido en auge, principalmente por

grupos de investigacién en la India y actualmente en México.

Es por esto que en este trabajo tratamos de caracterizar la composicion quimica del lirio
acuatico para poder establecer estrategias que nos permitan encontrar usos y
aplicaciones de esta planta y asi contribuir en el control de la plaga y convertirlo en una

fuente de productos con alto valor agregado.
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4. OBIJETIVOS

4.1. OBIJETIVO GENERAL

Evaluar el cambio de la composicién del lirio acudtico en funcién de su grado de
madurez y de un tratamiento biotecnoldgico con hongos filamentosos, asi como la
obtencién de las fracciones A y B de la hemicelulosa a partir de los polisacaridos

estructurales de este.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

® Determinar la composicidn de tallo y hojas de lirio acuatico con diferentes grados
de madurez.
0 Separar, obtener y purificar las fracciones A y B de hemicelulosa para la evaluacién

de su posible uso como fibra alimentaria.

0 Determinar el efecto del crecimiento de hongos filamentosos en la composicién
del lirio acuatico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIA PRIMA

0 Lirio acuatico de la empresa TEMA (Tecnologia Especializada en Medio Ambiente)

molido e irradiado (L-111109; radiacién gamma con dosis maxima de 10 KGy).

® Hojas de Lirio acuatico recolectado en Xochimilco, México D.F. en el mes de
Octubre de 2010 y deshidratado en un secador de charolas a 60°C en la Escuela

Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional (L-281010).

® Tallo de Lirio acuatico recolectado en Xochimilco, México D.F. en el mes de Febrero
de 2011 y deshidratado en un secador de charolas a 60°C en la Escuela Nacional de

Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional (L-020211).

® Hoja y Tallo de Lirio acudtico recolectado en Xochimilco, México D.F. en los meses
de Abril y Julio de 2011 y deshidratados en un secador de charolas a 60°C en la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional (L-040411

y L-130711).

5.2. MATERIALES Y EQUIPO

Molino para granos.

Termobalanza (OHAUS MBA45).

Balanza analitica (OHAUS Analitical Plus).

Columnas Soxhlet (Pyrex y Kimax) con adaptador a refrigerante.
Cartuchos de celulosa de pared simple (Whatman).

Mantillas de calentamiento y combo de termostatos (Glas-Col).

©@ © © © © ©@ O

Refrigerador recirculador (SEV FC 6X2).
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© © © © © o

© © © © © © © © © © O © © © © © © © © ©o

Juego de micropipetas (Biohit Proline Plus).

Espectrofotometro UV-Visible (Shimadzu UV-1800).

Celdas para espectrofotémetro UV y visible (PLASTIBRAND).

Agitador giratorio (Orbit Lab line).

Autoclave eléctrica (120 °Cy 15psias).

HPLC (Bomba binaria Perkin Elmer LC PUMP 250, detector de indice de refraccion
Perkin Elmer LC — 30 RI, horno calentador Eppendorf TC — 50, columna BIORRAD
para analisis de acidos organicos e integrador Perkin Elmer NCI 900. Software
Perkin EImer TotalChrom Workstation Versién 6.3.2.).

Microcentrifuga (Eppendorf 5418).

Membranas de 0.22 um (Millipore).

Filtros de 0.22 um (Nylon Titan 2).

Sonicador (Cole Parmer 8893).

Centrifuga refrigerada (Beckman Coulter Allegra 25R).

Potencidmetro (Conductronic pH 120).

Estufas 65y 85 °C (Felisa).

Bomba de vacio.

Papel filtro libre de cenizas (Whatman 541).

Matraces volumétricos de 50, 100 y 1000mL (Pyrex).

Frascos de vidrio de 500mL con tapa hermética.

Matraces baldn de 250mL (Pyrex con boca esmerilada 24/40).

Matraces Erlenmeyer 50mL (Pyrex y Kimax).

Vasos de precipitados de 50, 100 y 250mL (Pyrex, Kimax y Nalgene).

Botes y tubos para centrifuga (Nalgene y Corning).

Agitador magnético.

Sistema de secado por frio (LABCONCO Lyph-Lock 6).

Mufla (Thermolyne 1400).

Crisoles de porcelana (Corning).

Material propio de laboratorio.
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5.3. METODOS ANALITICOS

Humedad (Sluiter y col., 2008)
Sélidos totales (Sluiter y col., 2008)
Extractivos (Sluiter y col., 2005b)
Azucares reductores (Miller, 1959)

Azlcares totales (Dubois y col., 1956)

© © © © © O

Termoquimico (Modificacion de Kalmdn y col., 2002, Ramos, 2003; Nabarlatz y

col., 2004).

0 Determinacion de lignina Klason, mondmeros, xilanos e inhibidores (Modificacion
de Kdalmdn y col., 2002; Ramos, 2003; Nabarlatz y col., 2004)

0 Alcalino — peréxido (Modificacion de Kalmdn y col., 2002; Ramos, 2003; Nabarlatz
y col., 2004).

® Cenizas (Sluiter y col., 2005a).

® Determinacion de lignina, hemicelulosa y celulosa (Modificacion de Kalmdn y col.,
2002; Ramos, 2003; Nabarlatz y col., 2004).

® Extraccion y purificacién de las fracciones A y B de hemicelulosa (Du Toit y col.,

1984).

5.4. REACTIVOS

Alcohol etilico absoluto 99.6% (J.T. Baker)
Acido 3 — 5 — Dinitrosalicilico (Sigma)
Acido sulfarico 99.9% (J.T. Baker)

Dextrosa, Xilosa, Arabinosa y Lignina alcalina (Sigma)

© © © © o

Acido acético (J.T. Baker)
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL
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Figura 6.1. Diagrama de flujo para llevar a cabo el andlisis del lirio acuatico.
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En la figura 6.1 se describe de manera esquematica la estrategia utilizada para llevar a

cabo los analisis para caracterizar el lirio acuatico.

Se analizaron diferentes lotes de lirio recolectados en diferentes épocas del afo,
asigndndoseles la fecha del dia de recoleccion como lote. Dependiendo de su grado de

madurez se les denomind de la siguiente manera:

v" Tallo y hoja joven (L-040411): Corresponde a lirio acudtico de tallo pequefio de
entre 30 y 35cm de longitud, hojas de color verde claro pequefias de
aproximadamente 5 — 6cm de longitud en su parte mas extensa 4 meses de edad
(Fig. 6.2).

v Tallo y hoja mediana (L-130711): Corresponde a lirio acuatico de tallo grueso y mas
largo que el anterior de alrededor de 40 — 45cm de longitud, hojas de color verde
intenso pequeiias de entre 8 — 10cm de longitud en su parte mas extensa vy
aproximadamente 7 meses de edad (Fig. 6.2).

v Tallo y hoja maduros (L-020211 y L-281010): Corresponde a lirio acudtico de tallo
delgado y largo de alrededor de 60 — 70cm de longitud con hojas de color verde
intenso grandes de entre 12 — 15cm de longitud en su parte mds extensa y

aproximadamente 11 meses de edad.

Lirio mediano

Figura 6.2. Lirio acuético de diferentes grados de madurez (joven, mediano y maduro).
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Lirio TEMA (L-111109): Mezcla de las fracciones hoja y tallo, recolectado por la empresa
“Tecnologia Especializada en Medio Ambiente (TEMA)” y corresponde a lirio acudtico de

aproximadamente 11 meses de edad.

G COLECTA

El proceso para caracterizar el lirio acuatico comenzé con la colecta en los canales de
Xochimilco, en la ciudad de México, en diferentes fechas, octubre de 2010, febrero, abril
y julio de 2011. Posteriormente, cada lote de material se trasladd a la Escuela Nacional de

Ciencias Bioldgicas (ENCB) para su acondicionamiento.

0 ACONDICIONAMIENTO

Una vez en la ENCB el lirio acudtico se peso para hacer los balances de materia necesarios,
se selecciond el material en buenas condiciones (no podrido y/o infestado con gusanos o
insectos), se limpid y se separd la hoja del tallo. Los tallos se cortaron en trozos de 2cm
aproximadamente. Se deshidrataron ambas fracciones (tallo y hoja) en un secador de
charolas a 60°C por aproximadamente 24h, momento en el cual la humedad final del
material estuvo por debajo del 13%. El producto deshidratado se empacd en bolsas de
polipropileno con aproximadamente 0.5Kg y se sellaron para evitar que el material
volviera a absorber humedad del ambiente o se contaminara con microorganismos. Este
material se llevd a la planta piloto 4 de la Universidad Auténoma Metropolitana campus

Iztapalapa, en donde se llevaron a cabos los analisis fisicoquimicos.

Estos procedimientos solo se llevaron a cabo para el lirio acudtico recolectado en
Xochimilco. El lirio del lote 111109 fue proporcionado por la empresa Tecnologia
Especializada en Medio Ambiente y fue tratado con radiacion gamma (10 KGy maximo)

para disminuir su carga microbiana.
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0] DETERMINACION DE HUMEDAD Y SOLIDOS TOTALES

Primero, el lirio fue molido (Fig. 6.2) con un molino de granos para reducir el tamafio de
particula ya que este material es muy poco denso y por lo tanto ocupa mucho espacio.
Posteriormente, se midié inmediatamente la humedad con la ayuda de una termobalanza

calibrando el programa a 100°C (véase el anexo lll). Los sélidos totales se calcularon por

diferencia (Sluiter y col., 2008).

Figura 6.2. Hoja y tallo (de izquierda a derecha) de lirio acuatico secado a 60°C molido.

e CENIZAS

Se colocé una muestra de lirio acuatico molido en un crisol de porcelana previamente
tarado y se introdujo en una mufla a 525 °C durante 4h. Transcurrido este tiempo, se saco
el crisol de la mufla y se dejé enfriar en un desecador de vidrio durante 1.5h y se pesd

para calcular el contenido de cenizas de la muestra (Véase anexo lll) (Sluiter y col., 2005q).
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C) EXTRACTIVOS, AZUCARES REDUCTORES Y TOTALES

Se empacd una cantidad conocida de materia molida en un cartucho de celulosa seco y
tarado que fue sometido a un proceso de extraccidon con agua y etanol por 8 y 4h
respectivamente (Sluiter y col., 2005b) (Fig. 6.3). Una vez terminada la extraccion se
recuperd el cartucho con la materia libre de extractivos, se puso a secar a 65°C por 24h y
se pesd para calcular el contenido de “extractivos totales”. Por otro lado, se recupero el
extracto acuoso, se midié el volumen y se determind el contenido de azlcares totales y

azucares reductores (Véase anexo lll) (Miller, 1959; Dubois y col., 1956).

Figura 6.3. Método de Soxhlet para determinacidn de extractivos.
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C) TRATAMIENTO TERMOQUIMICO Y ALCALINO — PEROXIDO.

Por otro lado, una muestra de 5g se colocé en un frasco de vidrio con tapa hermética y se
le adicionaron 95mL de una solucidn de acido sulfurico al 1.5% v/v. El frasco se mantuvo
en agitacién a 150rpm por 24h y una vez transcurrido este tiempo se sometid al
tratamiento termoquimico, el cual consistié en un calentamiento en autoclave a 120 °C y
15 Ibs/in® durante 30 minutos y una despresurizacion violenta (disminucion de la presién
de operacion a presién atmosférica en menos de un minuto). Una vez frio, el material se
filtrdé a través de papel filtro Whatman No. 541 libre de cenizas seco y previamente tarado.
Se recuperd el liquido filtrado, se midié su volumen y se tomaron dos muestras; una se
utilizd para leer absorbancia en un espectrofotometro a 280nm (haciendo las diluciones
pertinentes) para determinar el contenido de lignina Klason y la otra se centrifugd en una
microcentrifuga, se recuperd el sobrenadante, se filtré a través de una membrana de
0.22um y se inyectd en un equipo de HPLC (Fig. 6.4) para cuantificar mondmeros (glucosa,
xilosa y arabinosa), acido acético, furfural y 5-hidréximetilfurfural (5-HMF). El residuo
solido se puso a secar junto con el papel filtro a 100 °C durante 12h. Se pesé y se recuperd
la materia no degradada (Modificacion de Kdalmadn y col., 2002; Ramos, 2003; Nabarlatz y
col., 2004).

La materia no degradada en el tratamiento termoquimico se sometié al tratamiento
alcalino — perdxido para lo cual se transfirid a un matraz Erlenmeyer de 50mL vy se le
adicionaron 15mL de una solucién al 2.25%w/v de hidréxido de sodio y 0.75v/v de
perdxido de hidrégeno. Se mantuvo en agitacién a 150rpm a 55 °C durante una hora. Se
filtré a través de papel filtro seco y tarado. Se recuperé el residuo sélido y se puso a secar
a 100°C por 24h y se pesd, también se recuperd el liquido filtrado, se acidificé con una
solucién de acido acético al 50%v/v hasta pH 4.5, agitandose constantemente durante 10
minutos hasta que se estabilizd el precipitado formado; se centrifugd a 5000rpm durante

20 minutos y 15°C, se recuperd el residuo sélido que representa la fraccion de lignina
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soluble en dlcali, se puso a secar a 100°C y se pesé (Modificacion de Kalmdn y col., 2002;

Ramos, 2003; Nabarlatz y col., 2004).

Figura 6.4. Equipo HPLC utilizado para determinar mondmeros (Cs y Cg) e inhibidores.

El filtrado liquido obtenido del procedimiento anterior, fue tratado con alcohol etilico
absoluto en proporcién de 3 volimenes por cada volumen de filtrado, adicionando este
gota a gota y en agitacion constante para que se forme un precipitado que representa la
fraccion B de la hemicelulosa. Se dejé en refrigeracion por 12h, se centrifugd a 5000rpm
durante 20 minutos y 15°C. El sobrenadante se desechd y el residuo sélido se seco a 65°C
por 24h y se peso (Véase anexo lll) (Modificacion de Kalmdn y col., 2002; Ramos, 2003;
Nabarlatz y col., 2004).

Con los datos obtenidos se hizo el cdlculo del contenido total de celulosa, hemicelulosa y

lignina. Todos los analisis se hicieron por triplicado (Véase anexo lll).
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C) TRATAMIENTO ALCALINO (SEPARACION DE HEMICELULOSA A Y B)

También se llevé a cabo un procedimiento preparativo de materia libre de extractivos,
para someterla a un tratamiento alcalino para separar las fracciones A y B de
hemicelulosa. Para ello, una cantidad conocida de lirio seco y molido se empacd en varios
cartuchos de celulosa y se procedié a una extracciéon con agua y alcohol bajé las mismas
condiciones descritas anteriormente. Una vez obtenida la materia libre de extractivos se
transfirid a un matraz Erlenmeyer de capacidad adecuada y se adicionaron 15mL de una
solucion de hidréxido de sodio al 4%w/v por cada gramo de materia libre de extractivos.
Se mantuvo en agitacidon durante 24h. Se filtré a través de papel filtro seco y tarado (Du

Toit y col., 1984).

El residuo sdélido se desechd. El liquido filtrado se acidificd con una soluciéon de &acido
acético al 50%v/v hasta pH 4.5 y se mantuvo en agitaciéon durante 10 minutos para
estabilizar el precipitado que se formd (Hemicelulosa A), se centrifugd a 5000rpm durante

20 minutos y 15°C. El residuo sélido se liofilizd y se peso.

Por otro lado, el sobrenadante se tratd con alcohol etilico absoluto en proporcion de 3
volumenes de alcohol por cada volumen de filtrado, agregando éste gota a gota y en
agitacion constante para formar un precipitado que representa la fraccion B de
Hemicelulosa. El sobrenadante liquido se desechd y el residuo sélido se liofilizd y se pesd

(Véase anexo lll) (Du Toit y col., 1984).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DEBIDOS AL GRADO DE MADUREZ

0 HUMEDAD

Se midié el contenido de humedad (Sluiter y col., 2008) en tallo y hoja secos de los
diferentes lotes y en el lirio TEMA irradiado. Con esto se calculd el contenido de sélidos
totales (Sluiter y col., 2008) y se hizo el célculo en base seca (gramos de compuesto por

cada 100 gramos de materia seca). Los resultados se muestran en la tabla 7.1.1.

Tabla 7.1.1. Resultados del analisis de humedad.

Lote Humedad (%)

TEMA

Maduro (L-111109) 9.33+0.20
TALLO

Joven (L-040411) 9.84 £0.40

Mediano (L-130711) 8.89 +0.20

Maduro (L-020211) 3.78£0.16
HOJA

Joven (L-040411) 8.84£0.22

Mediano (L-130711) 7.98 +0.18

Maduro (L-281010) 4.12 £0.23

+ Desviacion estandar de los triplicados.

El lirio fresco, presentd una humedad promedio mayor al 90%, y se sometié al proceso de
secado a 60°C como método de conservacion (Judrez, 2010). Con este método se obtuvo
en todos los casos un valor de humedad por debajo del 13%, que es el minimo permitido

para evitar la proliferacién microbiana en un producto deshidratado de este tipo (Guzmdn
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y col., 2006) ya que con este valor se alcanza una actividad de agua menor o igual a 0.6
gue es el recomendado por la FAO para detener el crecimiento de cualquier tipo de
microorganismo incluidos los xeréfitos (Alzamora y col., 2004). Esto nos permite saber que
no tenemos interferencia por degradacién microbiana del material lignoceluldsico de

nuestra materia prima, que finalmente es el que nos interesa medir.

) SOLIDOS TOTALES

Por otra parte, el contenido de sélidos totales se calculé por diferencia (Sluiter y
col., 2008), entre la materia himeda considerada como el 100% menos el contenido de

humedad, registrandose los resultados que se muestran en la tabla 7.1.2.

Tabla 7.1.2. Resultados para el calculo de sdlidos totales.

Lote Solidos totales (%)

TEMA

Maduro (L-111109) 90.67 £0.20
TALLO

Joven (L-040411) 90.16 £ 0.40

Mediano (L-130711) 91.11 £ 0.20

Maduro (L-020211) 96.22 +0.16
HOJA

Joven (L-040411) 91.16 £ 0.22

Mediano (L-130711) 92.02 £0.18

Maduro (L-281010) 95.88 +0.23

+ Desviacidn estandar de los triplicados.

Con el célculo del contenido de sélidos totales para ambas fracciones (tallo y hoja) y para
el lirio TEMA irradiado fue posible hacer los calculos de composicion en base seca. Esto se

hizo con la finalidad de tener un pardmetro de referencia mejor establecido ya que el lirio
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seco absorbe demasiada humedad en cuanto entra en contacto con el ambiente lo que
nos podria dar resultados erréneos debidos a este fenémeno (Sluiter y col., 2008). Los
resultados obtenidos nos indican que de cada 100g de materia inicial, aproximadamente

90g contienen los compuestos de nuestro interés.

C) EXTRACTIVOS

Los extractivos son definidos como aquellas sustancias que son solubles en agua vy
solubles en etanol en sus puntos de ebullicién (para este trabajo). Los extractivos acuosos
incluyen principalmente los compuestos inorganicos, azucares no estructurales, sustancias
nitrogenadas entre otros, mientras que los extractivos solubles en etanol comprenden
clorofila, ceras y otros componentes menores como xantofilas (Sluiter y col., 2005b). Estos
fueron calculados por el método de Soxhlet (Sluiter y col., 2005b) obteniéndose los

resultados que se muestran en la tabla 7.1.3 (Véase el Anexo ).

El contenido de extractivos siempre es mayor en tallo que en hoja y lirio TEMA irradiado,

siendo su contenido promedio de 36, 26 y 24 (8extractivos/1008wms) respectivamente (Graf.

7.1.1).
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Grafica 7.1.1. Contenido de extractivos en tallo y hoja maduros y lirio TEMA irradiado.
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Sin embargo, debemos considerar que el lirio TEMA es colectado en la presa “Ignacio
Ramirez” en Toluca, Estado de México, por lo que los factores que afectan su crecimiento

son distintos a los de Xochimilco.

De acuerdo con Tan y col., 2008, el contenido de extractivos para la mezcla de tallo y hoja
(igual al lirio TEMA irradiado) se encuentra alrededor del 15 — 17 (8extractivos/ 1008ms),
estando por debajo de los promedios encontrados para nuestras muestras. Esto se puede
deber a dos factores principalmente, el primero es el origen de las muestras. Mientras que
nosotros obtuvimos las muestras de Toluca y Xochimilco, el grupo del investigador Tan las
obtuvo del lago Yezhihu, en China; y el segundo es el método por el cual se hace la
determinacién, ya que en su caso utiliza una mezcla de benceno y etanol, por lo que no
estaria extrayendo en un momento dado los componentes solubles en agua. Al parecer la
segunda es la causa mads probable en esta diferencia ya que Chanakya y col., 1993,
reportan un contenido promedio de extractivos acuosos para la mezcla tallo y hoja
deshidratados de 21.68 (gextractivos/1008wms), aproximandose en gran medida a lo que

encontramos nosotros para muestras similares.

Parece ser que en el tallo no hay diferencia significativa en el contenido de extractivos
conforme crece la planta, ya que el valor medio para el tallo joven (L-040411) fue de 34.21
y de 36.08 (Zextractivos/1008wms) para el tallo maduro (L-020211) (Graf. 7.1.2.a). En cambio
para la fraccion hoja hubo una disminucion en el contenido de extractivos
(aproximadamente del 25%) conforme se desarrolla la planta (aunque al principio
pareciera haber un ligero aumento, sin embargo, por la magnitud del error experimental
podemos decir que no hay diferencia significativa entre la hoja joven y mediana), ya que la
media para la hoja joven fue de 31.64, mientras que para la hoja madura fue de tan solo

2628 (gextractivos/loong)- (Gréf 712b)

Cabe mencionar que en ninguna referencia han hecho estudios de acuerdo al grado de
madurez, pero conforme a los resultados obtenidos nos podemos dar cuenta que los

reportes se refieren a lirio acudtico maduro, aparentemente mezcla de hoja y tallo.
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Grafica 7.1.2. Cambios en el contenido de extractivos debidos al grado de madurez, a) tallo y b) hoja.

En conclusidn, el contenido promedio de extractivos es siempre mayor en tallo que en
hoja y mezcla tallo — hoja (TEMA). El contenido promedio de extractivos practicamente no
cambia en la fraccidn tallo conforme avanza el grado de madurez mientras que en la hoja

disminuye casi en un 25%.

o) AzuUcares reductores en el extracto acuoso

Los azUcares reductores son aquellos que en su estructura poseen un grupo funcional
cetona (- CO -) o aldehido libre y gracias a ello es capaz de ceder electrones a otras
moléculas y por lo tanto actuar como un agente reductor (Julidn y col., 1999). Es de
nuestro interés conocer la cantidad que existe de azlcares reductores en el extracto
acuoso para poder determinar si es factible utilizar dicho extracto como un medio de
cultivo para un proceso biotecnoldgico. Se calculd el contenido de azlcares reductores en
los extractivos acuosos por el método del DNS (Miller, 1959) y se obtuvieron los resultados

que aparecen en la tabla 7.1.4 (Véase el Anexo |).
El contenido de azlcares reductores en el lirio TEMA fue menor en comparacion con las
fracciones tallo y hoja maduros presentando valores promedio de 1.53, 7.74, y 1.61 (ga..

red/1008\ms) respectivamente (Graf. 7.1.3).

41

——
| —



“Cambios en la composicion del lirio acuatico (Eichhornia crassipes) debidos a su grado de madurez y a su transformacion biotecnolégica”

8

o

B . |
2

(%]

g

o 4 -
-

O

=)

©

g 2 -
(%]

]

—

©

S 0 -
I TALLO MADURO (L- HOJAMADURA (L-  TEMA (L-111109)

020211) 281010)

Grafica 7.1.3.  Contenido de azucares reductores en el extracto acuoso de tallo y hoja

maduros, y lirio TEMA irradiado.

El contenido de azucares reductores en el extracto acuoso aumenta conforme la planta va
creciendo en el caso del tallo, ya que la media encontrada para el tallo joven fue de 3.37
(gaz. rea/100gMs) Y aumentd hasta un valor medio de 7.74 (ga,. red/1008\ms) en el tallo
maduro (Graf. 7.1.4.a). En el caso de la hoja muestra una tendencia contraria, ya que la
media para la hoja joven fue de 4.05 (ga,. rea/100g\s) Mientras que para la hoja madura fue

tan solo de 1.61 (ga,. rea/100g\s) (Graf. 7.1.4.b).
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Grafica 7.1.4. Cambios en el contenido de azUcares reductores en el extracto acuoso debidos al grado de

madurez. a) tallo y b) hoja.
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o} Azlcares totales en el extracto acuoso

Se evalud también el contenido de azlcares totales en el extracto acuoso por el método
del fenol — sulfarico (Dubois y col., 1956) y se registraron los datos que se muestran en la
tabla 7.1.5 (Véase el Anexo I). En este caso el objetivo de determinar este parametro es
establecer estrategias de hidrdlisis tanto quimicas como enzimaticas para llegar a sus

mondmeros constituyentes y proponer mecanismos de fermentacién adecuados.

En general el contenido de azlcares totales fue mayor en tallo maduro con un promedio
cercano a 36 (gas. totales/ 1008Mms) que en hoja y lirio tema irradiado que presentaron valores
de, 20 y 22.5 (gas. totales/1008\s) respectivamente, no habiendo diferencia significativa

entre ellos (Graf. 7.1.5).
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Grafica 7.1.5. Contenido de azlcares totales en el extracto acuoso de tallo y hoja maduros,

y lirio TEMA irradiado.

Se encontré una tendencia similar a la descrita para los azlUcares reductores,
presentandose un aumento importante en tallo (cerca de 2 veces) conforme crece la

planta, ya que para el tallo joven se obtuvo un valor promedio de 18.06 (ga;. totales/ 1008s)
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y para el tallo maduro se cuantific6 un 35.73 (ga, totales/1008Ms), Que representa
practicamente el total de los extractivos acuosos en este caso, sin embargo al principio
hay una disminucién marcada en el contenido de azucares totales que es de 9.89 (ga,.
totales/ 1008\ms) en el tallo mediano (Graf. 7.1.6.a). En el caso de la hoja el contenido de
azuUcares totales aumentd ligeramente, registrdndose un valor promedio de 16.07 (ga,
totales/ 1008\ms) para la hoja joven, y de 19.94 (ga,. totales/10080ms) para la hoja madura, sin
embargo no hubo diferencia significativa, ya que el promedio encontrado para la hoja

mediana fue de 16.32 (ga,. totales/ 1008\s) (Graf. 7.1.6.b).

40 40
& 30 30
Q
2
» 20 20
9
©
o 10 10 -
% i
(%]
o
8 O T T O - T T
~ TALLO TALLO TALLO HOJA HOJA HOJA
< JOVEN (L- MEDIANO MADURO (L- JOVEN (L- MEDIANA MADURA
040411) (L-130711) 020211) 040411) (L-130711) (L-281010)
a) b)
Gréfica 7.1.6. Cambios en el contenido de azlcares totales en el extracto acuoso debidos al grado de

madurez, a) tallo y b) hoja.

No se encontraron referencias en las que tomen en cuenta el contenido de azucares
reductores ni totales en el extracto acuoso, ya que la mayoria de las propuestas que
existen optan por un pretratamiento acido suave y utilizan el hidrolizado como medio ya
sea para fermentacién o generacion de biogds (Nigam, 2002). Los resultados encontrados
sugieren la posibilidad de ver al extracto acuoso como una potencial fuente de
polisacaridos que bien podrian destinarse a fermentacion o a la obtencion y evaluacién de
moléculas con posible uso como fibra alimentaria (oligdmeros, xilanos y arabinoxilanos)

(Grootaert y col., 2007).
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Con los datos encontrados en esta seccién concluimos que el contenido promedio de
azucares reductores y totales en el extracto acuoso es siempre mayor en tallo que en hoja
y la mezcla tallo — hoja. Conforme la planta se desarrolla aumenta el contenido de
azucares totales y reductores en el extracto acuoso del tallo, mientras que en el extracto
acuoso de la hoja el contenido de azucares totales practicamente no cambia y disminuye

el contenido de azucares reductores.

O] CENIZAS

Se calculé el contenido de cenizas por calcinaciéon de acuerdo a la técnica descrita
por Sluiter y col., 2005a. Los resultados se muestran en la tabla 7.1.6 (Véase el Anexo |). El
contenido de cenizas fue mayor en tallo y en lirio TEMA que presentan una media de
18.01 y de 22.11 (8cenizas/1008\ms) comparados con la fraccion hoja que solo presenta un

contenido de 11.46 (8cenizas/1008\s) (Graf. 7.1.7).
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Grafica 7.1.7. Contenido de cenizas en tallo y hoja maduros, y lirio TEMA irradiado.
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En el caso de tallo coincide con los contenidos promedio reportados por Patel y col., 1993,
por Lindsey y Hirt, 2000 y por Bhattacharya y Kumar, 2010, quienes reportan contenidos
de cenizas de 20 (8cenizas/1008ws) en promedio. Esto nos da un indicio de que en estos

trabajos se esta utilizando solo la fraccidn tallo maduro o bien la mezcla hoja — tallo ambos

maduros para llevarlos a cabo.

Se encontraron los valores promedio para el tallo joven que fue de 21.13 y de 18.08
(8cenizas/100g\s) para el tallo maduro. La fraccion hoja presentdé una tendencia muy
parecida, siendo sus promedios de 13.86 y 11.45 (8cenizas/ 1008ms) para hoja joven y madura
respectivamente, es decir que en ambas fracciones el contenido de cenizas tiende a

disminuir conforme la planta se desarrolla (Graf. 7.1.8. ay b).
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Gréfica 7.1.8. Cambios en el contenido de cenizas debidos al grado de madurez, a) tallo y b) hoja.

En conclusion el contenido de cenizas es mayor en tallo y mezcla tallo — hoja que en la

fraccién hoja. El contenido de cenizas disminuye ligeramente conforme la planta crece

tanto en tallo como en hoja.
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C) LIGNINA

La lignina es un polimero aromatico, amorfo, hidréfobo y de estructura
tridimensional; en el espacio, estd compuesta de enlaces C— 0 — Cy C — C. Se forma por
un complejo arreglo de unidades fendlicas sustituidas, principalmente de unidades de
fenil — propano y tiene varias funciones, entre ellas la de mantener las fibras unidas, dar
rigidez a la planta y de proteccién contra los ataques fisicos y quimicos propios del medio

ambiente.

Se encuentra depositada en la pared celular y se forma por la reaccion de sus principales
precursores que son: 1) el alcohol p — cumarilico, 2) alcohol coniferilico y 3) alcohol
sinapilico (Fig. 7.1.1). El tipo de enlace comunmente en la lignina es el £ - aril éter (Rowell

y col., 2005).

CH;0H CH,OH CH20H

|
CH CH (H

|| H
ULH CH CH

OCH, H,CO OCH,

OH OH OH
1) 2) 3)

Figura. 7.1.1 Principales precursores en la biosintesis de lignina®.
® Tomada de: Sjéstrém, 1993.
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Se cuantificé el contenido promedio de lignina (Modificacion de Kdlmdn y col., 2002,
Ramos, 2003 y Nabarlatz y col., 2004) en las fracciones de tallo, hoja maduros y en lirio

TEMA irradiado. Estos resultados se resumen en la tabla 7.1.7 (Véase el Anexo |).

El lirio TEMA mostré un contenido promedio menor a la hoja y mayor al tallo maduro,

siendo sus valores promedio de 13.86, 17.16 y 7.53 (g1ignina/ 1008wms) respectivamente (Graf.

7.1.9).
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Gréfica 7.1.9. Contenido de lignina en tallo y hoja maduros, y lirio TEMA irradiado.

De acuerdo a los datos reportados por varios grupos de investigacion, podemos ver que se
encuentran muy similares a los encontrados por nuestro grupo de trabajo, entre ellos
tenemos a Tan y col., 2008, que reportan 11.55 (8iignina/1008wms); @ Bhattacharya y Kumar,
2010, que reportaron un contenido de 10 (giignina/1008\ms); @ Patel y col., 1993, que
reportaron un contenido de lignina de 7.8 (8uignina/1008ms) y Lindsey y Hirt, 2000,
reportaron 14 (giignina/1008wms). De aqui podemos deducir que en estos trabajos se utilizd

mezcla de hoja y tallo maduros para llevar a cabo las investigaciones.
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]
El contenido de lignina en tallo muestra un aumento de casi tres veces en la planta
madura en comparacion con la planta joven, siendo sus valores promedio de 2.43 y 7.5
(8Lignina/100g\is) para el tallo joven y maduro respectivamente. Las hojas presentaron el
mayor contenido de lignina en cualquier estado de madurez y una tendencia similar al

tallo, observandose un aumento de 2.5 veces el contenido inicial, cuantificAandose 6.75

(8Lignina/ 1008wms) Y 17.16 (8Lignina/ 100gwms) para hoja joven y madura respectivamente (Graf.

7.1.10.ayb).
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040411) (L-130711) (L-020211) 040411) (L-130711) (L-281010)
a) b)

Grafica 7.1.10. Cambios en el contenido de lignina debidos al grado de madurez, a) tallo y b) hoja.

Sin embargo, también nos damos cuenta que en el trabajo que reporté Nigam en 2002
utilizé tallo joven o en una etapa temprana de crecimiento debido al contenido de lignina
que encontrdé que fue de 3.5 (8Lignina/1008\s) Y es el dato que da lugar a este proyecto de
investigacidn, ya que se sabe que un bajo contenido de lignina vuelve a los polisacaridos
estructurales excelente fuentes de azlcares tanto para fermentacién como para su uso

como moléculas de alto valor agregado (Chanakya y col. 1993; Ramos, 2003).

De los resultados que obtuvimos en este analisis llegamos a la conclusion que el mayor
contenido de lignina se encuentra en la fraccion hoja y que conforme la planta se

desarrolla se eleva el contenido promedio de lignina tanto en tallo como en hoja.
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C) HEMICELULOSA

En general, las hemicelulosas consiste en una serie de polisacaridos de bajo grado
de polimerizacién (DP entre 100 — 200) y esta conformado principalmente por los
mondmeros D - glucosa, D — manosa, D — galactosa, D — xilosa, L — arabinosa y pequefias
cantidades de L — ramnosa y otros azucares, ademds de acido D — glucurdnico, 4 — O —

metil — D — glucurdnico y D — galacturdnico (Fig. 7.1.2) (Sjéstrém, 1993; Rowell y col.,

2005).

B-D-Glucosa
5-D-Glucopyranose
3-D-Glup

B-D-Mannosa
S-D-Mannopyranosa
g-D-Manp

B-D-Galactose G-D-Xylose

F-D-Galactopyranose G-D-Xylopyranose

B-D-Galp 3-D-Xyip

H  OH H H
—0 COOH .o
CH,O OH
HOH,C oH HO 1 OH
QM H
H n H

oc-L- Arabinose
a-L- Arabinofuranocse
or-L- Arafl

Figura. 7.1.2 Precursores de las hemicelulosas®.
® Tomada de: Rowell y col., 2005.
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Las hemicelulosas estdn intimamente ligadas a la celulosa y actian como compuestos
estructurales de la planta. Se conforman de mondmeros unidos por enlaces f—(1->4) con
puntos de ramificacién en (1-2), (1->3) y (1->6). Se dividen en 4 grupos generales que
son: xilanos, mananos, [ — glucanos y xiloglucanos. Son solubles en dlcali y son
hidrolizadas facilmente por acidos. Precipitan de las soluciones alcalinas por acidificacion
con acido acético. El tratamiento de la solucién acidificada con disolventes organicos
resulta en una mejor precipitacion de las hemicelulosas. La estructura de las
hemicelulosas no ha sido detallada aun, solo se han estudiado las relaciones entre el

contenido de mondmeros del polisacarido (Ebringerovd y col., 2005; Rowell y col., 2005).

Se evalud el contenido de hemicelulosa por medio de modificaciones a las técnicas
descritas por Kdalmadn y col., 2002; Ramos, 2003; Nabarlatz y col., 2004 y los resultados se

muestran en la tabla 7.1.8 (Véase el Anexo |).

En el caso de lirio irradiado TEMA se encontré un valor promedio del contenido de
hemicelulosa de 27.92 (gu/100gwvs), siendo practicamente igual para tallo y ligeramente
mayor que para hoja, siendo sus valores de 27.91 y 22.87 (gn./100gys) respectivamente

(Graf. 7.1.11).
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Gréfica 7.1.11. Contenido de hemicelulosa en tallo y hoja maduros, y lirio TEMA irradiado.
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En el caso del tallo se observd un ligero aumento en el contenido promedio de
hemicelulosa conforme se desarrolla la planta, sin embargo no hubo una diferencia
marcada, siendo los valores promedio de 25.68 (gn/100gvs) para el tallo joven y de 27.91
(ghc/100gps) en el tallo maduro. En el caso de la hoja hay un aumento en el contenido de
hemicelulosa entre hoja joven y hoja mediana y un decremento al alcanzar la madurez,
sus valores promedio medidos fueron de 18.18 (gn./100gwms), 24.08 (g1/1008ws) v 22.87

(81c/100g\s) respectivamente para hoja joven mediana y madura (Graf. 7.1.12. ay b).
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Grafica 7.1.12. Cambios en el contenido de hemicelulosa debidos al grado de madurez, a) tallo y b) hoja.

Estos datos son muy semejantes a los datos que reportd Tan y col., en 2008, para el
contenido promedio de hemicelulosa que fue de 27.41 (gy./100g\s) y a los reportados por
Lindsey y Hirt, 2000, de 21 (gs./100gys). Sin embargo estan muy por debajo de lo que
reportan otros autores como Bhattacharya y Kumar, 2010; Patel y col., 1993; Nigam,
2002, que reportan contenidos de hemicelulosa desde 35 y hasta 48.70 (gh/1008wvs).
Estas variaciones en los datos reportados se pueden deber a las diferentes técnicas que se
utilizan para cuantificar estos componentes y a la gran diversidad de modificaciones que
hay de cada una, también a que no hay referencias que tomen en cuenta el grado de

madurez y factores como el lugar de origen de la planta.
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Un problema con el que nos topamos es que no existe una metodologia estandarizada
para llevar a cabo estos analisis. En nuestro caso implementamos las modificaciones que
desarrolld el grupo de trabajo de Pedraza y Toribio en el Departamento de Bioingenieria
de la Universidad Iberoamericana a las técnicas reportadas por diversos autores y que

fueron mencionados anteriormente.

En conclusidn, el mayor contenido de hemicelulosa esta en la fraccidn tallo y en la mezcla
tallo — hoja y tanto en la fraccién de tallo como en la de hoja, hay un ligero aumento en el

contenido de hemicelulosa conforme la planta avanza en su estado de madurez.

O] CELULOSA

La celulosa es el compuesto organico mas abundante en la superficie terrestre. Es
un polimero de glucanos conformados por unidades de glucosa unidas entre si por enlaces
glicosidicos b — (1->4). Pero, la unidad fundamental de la celulosa es la celobiosa, ya que

es este dimero el que se repite (Fig. 7.1.3).

HO

Figura. 7.1.3 La celobiosa es la unidad fundamental de la celulosa®.
* Tomada de: Rowell y col., 2005.
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El niumero de unidades dentro de la celulosa se conoce como grado de polimerizacidon y en
promedio se ha encontrado que oscila entre 9,000 y 10,000, y en algunas ocasiones hasta

de 15,000.

Las fibras de celulosa se orientan al azar y por ello tienden a formar puentes de hidrégeno
intra e intermoleculares. Es por ello que se ha observado que existen varios tipos de
celulosa, principalmente las denominadas cristalina y no cristalina, y las accesibles y no
accesibles. Estas ultimas se refieren a la facilidad con que puede ser alcanzada por
diferentes agentes como puede ser el agua o los microorganismos. La mayor parte de la
celulosa no cristalina es del tipo accesible, sin embargo la parte cristalina se encuentra

cubierta por las hemicelulosas y lignina que la protegen.

Es insoluble en la mayoria de los disolventes, incluyendo soluciones alcalinas. Las
soluciones alcalinas fuertes logran hinchar las fibras de celulosa pero no la disuelven. Se
ha visto que la celulosa solo logra disolverse en soluciones muy acidas, por ejemplo, acido
sulfurico al 72%, acido clorhidrico al 42% y dacido fosfdrico al 85%, sin embargo esto

implica su degradacion (hidrdlisis) (Rowell y col., 2005).

El contenido de celulosa, de igual manera se cuantificd por las modificaciones a realizadas
a las técnicas descritas por Kdalmdn y col., 2002; Ramos, 2003; Nabarlatz y col., 2004. Los

resultados se resumen en la tabla 7.1.9 (Véase Anexo |).

El contenido promedio de celulosa en el lirio irradiado fue de 8.63 (gc./100g\s), que,
como puede observarse fue menor en comparacion con las fracciones tallo y hoja que
presentaron un contenido promedio de celulosa de 14.63 y 19.93 (gc.//100gys) (Graf.
7.1.13).
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Gréfica 7.1.13. Contenido de celulosa en tallo y hoja maduros, y lirio TEMA irradiado.

En la fraccion tallo se presenta una notable disminucién en el contenido promedio de
celulosa siendo el valor para el tallo joven de 20.93 (gcei/100g\s), mientras que para el
tallo maduro fue de 14.63 (gcei/100g\;s), siendo la disminucion de cerca del 30% respecto
al contenido inicial. De igual manera, el contenido de celulosa en hoja se ve disminuido,
pero en este caso fue mads severo el decremento en el contenido de celulosa, ya que los
valores registrados para hoja joven y madura son de 33.55 (gce/100gvs) y 19.93

(8cei/100gs) respectivamente, siendo el decremento cercano al 42% (Graf. 7.1.14. ay b).

De acuerdo a nuestros resultados, podemos ver que encontramos un contenido promedio
de celulosa semejante al promedio que reporta Patel 1993, que es de 17.8 (gcei/1008\s) ¥
Nigam en 2002 que es de 18.2 (gce/100gyvs) en cuanto a tallo y hoja se refiere, sin
embargo en el caso del lirio TEMA irradiado reportamos un valor muy bajo. Haciendo la
comparacion con diversos autores vimos que practicamente todos encontraron un
promedio en el contenido de celulosa por encima de lo que registramos nosotros estando
entre 25y 32 (gc./100gys). Creemos que estas diferencias son debidas a que casi ningun
grupo de trabajo reportd que parte de la planta ni el estado de madurez de la misma

utilizé para hacer sus anilisis, ya que con el valor que encontramos para hoja joven
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podemos ver que estamos practicamente en el mismo promedio que lo reportado por

ellos.
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Grafica 7.1.14. Cambios en el contenido de celulosa debidos al grado de madurez, a) tallo y b) hoja.

Con base en estos resultados podemos concluir que el mayor contenido de celulosa esta
en la fraccion hoja, y que conforme la planta se desarrolla hay una disminucién en ambas

fracciones (tallo y hoja).

O] DISCUSION GENERAL

En resumen, se logrd caracterizar la composicion del lirio acuatico dependiendo de su
grado de madurez. Cabe sefialar que falta aun establecer técnicas analiticas que nos
permitan tener magnitudes de error menores ya que con las técnicas actuales se tienen
muchos factores que no se pueden controlar. Sin embargo la gran mayoria de los

resultados obtenidos se encuentran por debajo del 10% de error.

En general el mayor contenido de extractivos, cenizas y hemicelulosa se encuentran en la

fraccién tallo, mientras que en la fraccién hoja se encuentra un mayor contenido de

lignina y celulosa.
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En la tabla 7.1.10 se resumen las composiciones de la fracciones tallo y hoja maduras y el

lirio TEMA irradiado que fueron nuestras referencias.

Tabla 7.1.10. Composicidon promedio de las fracciones tallo y hoja y lirio TEMA irradiado.

TALLO TEMA
HOJA MADURA
Componente MADURO IRRADIADO
(L-281010)
(L-020211) (L-111109)

Extractivos (Zextractivos/ 1008ms) 36.08 £0.21 26.28 £ 0.07 24.16 £ 0.95

Azucares Reductores en el

extracto acuoso (gaz. red/1008ws) 7.74 £ 0.51 1.61+£0.03 1.53 +0.09

AzUcares Totales en el extracto

acuoso (gas. totales/ 1008wms) 35.73+2.96 19.94 + 0.65 22.48 +1.43
Cenizas (gcenizas/1008wms) 18.08 + 0.1 11.46 + 0.08 22.11+0.74
Lignina (8Lignina/ 1008wms) 7.53 £ 0.69 17.16 £ 0.40 13.86 £ 0.49
Hemicelulosa (guc/1008wms) 27.91+0.31 22.87 +2.65 27.92 £2.17
Celulosa (gcel/100gwms) 14.63 + 0.56 19.93 + 0.42 8.63+0.18

+ Desviacidn estandar de los triplicados.

En las tablas 7.1.11 y 7.1.12 se resumen las composiciones de la fraccion tallo y hoja

respectivamente en funcidn de su estado de madurez.

En conclusién, en la fraccidon tallo el contenido de extractivos, azlcares reductores y
totales, lignina y hemicelulosa aumenta conforme la planta avanza en su estado de
madurez sucediendo lo contrario en el contenido de cenizas y celulosa que disminuye

significativamente.

En el caso de la fraccién hoja se presenta un aumento en los contenidos de azucares

totales, lignina y hemicelulosa y una disminucidn en los contenidos promedio de

extractivos, azlcares reductores, cenizas y celulosa.
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Tabla 7.1.11. Composicidon promedio de la fraccidn tallo de lirio acuatico.

Componente

Extractivos (Zextractivos/1008wms)
Azucares Reductores en el
extracto acuoso (ga;. red/1008ws)
Azucares Totales en el extracto
acuoso (gaz. totales/ 1008ws)

Cenizas (8cenizas/ 1008ws)

Lignina (8Lignina/ 1008wms)

Hemicelulosa (gnc/100gvs)

Celulosa (gcel/100gwms)

TALLO JOVEN

(L-040411)

34.21+0.29

3.37+0.11

18.06 £ 0.68
21.13+0.10
243+0.34

25.68 £ 0.92
20.93 £ 1.55

TALLO

MEDIANO
(L-130711)

35.46 +1.57

0.50+0.01

9.89+£0.45
24.71+0.14
2.52+0.49
25.14 £ 0.44
17.10+£0.11

TALLO
MADURO
(L-020210)

36.08 +0.21

7.74+0.51

35.73+2.96
18.08 £ 0.10
7.53+0.69

27.91+0.31
14.63 £ 0.56

+ Desviacidn estandar de los triplicados.

Tabla 7.1.12. Composicidon promedio de la fraccidn hoja de lirio acuatico.

Componente

Extractivos (Zextractivos/1008wms)
Azucares Reductores en el
extracto acuoso (ga,. red/1008wms)
Azucares Totales en el extracto
acuoso (gaz. totales/ 1008ws)

Cenizas (8cenizas/ 1008ws)

Lignina (8Lignina/ 1008wms)

Hemicelulosa (gc/100gs)

Celulosa (gcel/100gwms)

HOJA JOVEN

(L-040411)

31.65+0.51

4.05+0.02

16.70 £ 0.53
13.87 £ 0.05
6.75 + 0.58

18.19 £ 0.63
33.56 £ 0.76

HOJA

MEDIANA
(L-130711)

34.99+1.75

0.91+£0.05

16.33 £ 0.40
13.28 £ 0.07
11.28 £ 0.58
24.08 +£1.40
22.58 +1.07

HOJA MADURA

(L-281010)

26.28 £ 0.07

1.61 +0.03

19.94 £ 0.65
11.46 £ 0.08
17.16 £ 0.40
22.87 + 2.65
19.93 £ 0.42

+ Desviacidn estandar de los triplicados.
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7.2.  SEPARACION DE LAS FRACCIONES A Y B DE LA HEMICELULOSA DE LIRIO ACUATICO.

Para separar las fracciones A y B de hemicelulosa se aplicé el método descrito por
Du Toit y col., 1984, con la finalidad de analizar sus propiedades como fibra alimentaria.
Los datos se presentan en la tabla 7.2.1. En este experimento solo se utilizé tallo y hoja

maduros.

Como se puede observar, el mayor contenido de hemicelulosa estd en el tallo. Este dato
coincide con lo que encontramos para el andlisis de hemicelulosa en el método
termoquimico y alcalino — perdxido descrito anteriormente, en el sentido de que siempre
la fraccidén tallo posee la mayor cantidad de hemicelulosa, sin embargo el contenido
promedio que encontramos fue numéricamente menor, lo que nos indica que el método
alcalino subestima la cantidad de hemicelulosa real ya que no logra separar la lignina,
provocando que parte de la hemicelulosa quede atrapada y por lo tanto no sea

cuantificable.

Tabla 7.2.1. Resultados de la extraccion de las fracciones A y B de hemicelulosa en tallo y hoja.

Tipo de . .
. Contenido promedio (g/100gs)
hemicelulosa

TALLO MADURO (L-020211)

Hemicelulosa A 2.09+0.28
Hemicelulosa B 10.34 £ 0.66
Hemicelulosa Total 12.43 +£0.80

HOJA MADURA (L-281010)

Hemicelulosa A 5.38+0.32
Hemicelulosa B 1.58 +0.29
Hemicelulosa Total 6.95 + 0.06

+ Desviacion estandar de los triplicados.
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A diferencia de los métodos termoquimico y alcalino — peréxido este método no destruye
la fraccion A de la hemicelulosa por lo que a través de este la pudimos cuantificar, ademas

de obtener la muestra para su evaluacion como fibra alimentaria.

Se observé que el tallo posee una mayor cantidad de hemicelulosa B y una baja cantidad
de hemicelulosa A en una proporcion 80:20, mientras que en la hoja la situacién es inversa

ya que esta contiene en mayor proporcion hemicelulosa A y poca de B teniendo una

proporcién 75:25 (Graf. 7.2.1).
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Gréfica 7.2.1. Contenido de Hemicelulosa A y B en tallo y hoja maduros.

De acuerdo a los resultados obtenidos y en base a resultados que no se muestran en este
trabajo se decidié que la mejor opcidon es la hemicelulosa B de tallo para evaluar su
posible uso como fibra alimentaria y determinar su composicién en cuanto a su contenido

de xilosa, arabinosa y grado de acetilacion, que es lo que diferencia a las fracciones Ay B.
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7.3. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DEBIDOS AL TRATAMIENTO BIOTECNOLOGICO

En este trabajo pretendemos obtener una degradacion controlada de los polimeros
estructurales del lirio acuatico. Para ello se han propuesto diferentes maneras de llevarlo
cabo. Existen los tratamientos quimicos con soluciones de acidos inorganicos o alcalis, sin
embargo con ello se generan compuestos toxicos tales como el 5 - hidroximetilfurfural y el
furfural. Ademas de que con un procedimiento de este tipo se genera mayor
contaminacién. Por ello se han propuesto mecanismos bioldgicos, tal como la hidrélisis
enzimatica a partir de enzimas asiladas de hongos filamentosos o usando el lirio como

soporte en una fermentacién en medio sélido.

En esta seccidon se presentan los resultados que se obtuvieron cuando se utilizé el lirio
acuatico del lote L-111109 irradiado (10 KGy), como soporte en una fermentacion
controlada con un hongo filamentoso (este trabajo solo caracteriza la composicién del lirio
antes y después del tratamiento, no se presentan los datos ni la metodologia utilizada
para la fermentacién). Debo hacer mencidn y agradecimiento a la Dra. Luz Tovar quien

amablemente nos proporciond las muestra para su analisis.
El lirio “ACONDICIONADO” es el lirio acuatico, molido y tamizado en malla 16, tratado con
1.5mL de solucién de 4dacido sulfurico 0.25M por cada gramo de materia seca y

posteriormente esterilizado a 15psi por 15min.

El lirio “TIEMPO INICIAL” es el lirio acondicionado al que se le agregd el medio de cultivoy

la solucidn de esporas. Se tomd la muestra inmediatamente, se secé y se molid.

El lirio “TIEMPO FINAL” es el lirio después de 48h de fermentacion. Una vez transcurrido

el tiempo de fermentacidn se tomd la muestra, se seco y se molié.
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O] HUMEDAD

Se midié el contenido de humedad (Sluiter y col., 2008) en el lirio acondicionado
sin “inocular”, al tiempo inicial y al tiempo final molidos para poder calcular el contenido

de sdélidos totales. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7.3.1.

Tabla 7.3.1. Resultados del andlisis de humedad.

Lote Humedad (%)

LIRIO ACONDICIONADO
Maduro (L-111109) 9.40+0.10
TIEMPO INICIAL
Maduro (L-111109) 7.53 +0.06
TIEMPO FINAL
Maduro (L-111109) 10.78 £+ 0.01

+ Desviacién estandar de los triplicados.

O] SOLIDOS TOTALES

Se calculd el contenido de sélidos totales para los diferentes tiempos del

tratamiento biotecnoldgico. Estos resultados se muestran en la tabla 7.3.2.

Tabla 7.3.2. Resultados del analisis de sélidos totales.

Lote Sélidos Totales (%)

LIRIO ACONDICIONADO
Maduro (L-111109) 90.60 £ 0.10
TIEMPO INICIAL
Maduro (L-111109) 92.47 +0.06
TIEMPO FINAL
Maduro (L-111109) 89.73 £ 0.88

+ Desviacidn estandar de los triplicados.
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En este caso, la humedad y el contenido de sdélidos totales solo nos interesan para hacer
calculos en base seca, ya que no se pretendia conservar el material, ademas de que fue

sometido a rehidratacién y secado durante y después de la fermentacion.

C) EXTRACTIVOS

El contenido de extractivos se llevd a cabo por el método de Soxhlet (Sluiter y col.,
2005b) encontrandose un aumento notable en el contenido promedio de estos después

del tratamiento enzimatico.

Claramente se puede ver que el contenido promedio inicial es cercano a 20
(Gextractivos/1008\ms) Y aumenta en el tiempo cero debido a la composicién del medio
utilizado para llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica y una vez terminado el proceso se
obtiene un promedio en el contenido de extractivos de 31.64 (gextractivos/100gMs). El
incremento en el contenido promedio de extractivos fue cercano al 65% (Graf. 7.3.1).
Cabe mencionar que el contenido de extractivos para el lirio “acondicionado”, coincide
con el contenido de extractivos encontrado para el lirio TEMA irradiado cuyos valores son

de 20.26 y 24.51 (8extractivos/1008ms) respectivamente. Los resultados se reportan en la

tabla 7.3.3.
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Grafica 7.3.1. Cambios en el contenido de extractivos debidos al tratamiento biotecnoldgico.
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En el tiempo inicial, se presenta un aumento respecto al lirio acondicionado, debido tal
vez, a que el lirio absorbe gran parte del medio de cultivo y es lo que estamos extrayendo
al aplicar el método de Soxhlet. Desafortunadamente en el caso del “TIEMPO INICIAL”, se
contaba con muy poca muestra y por lo tanto solo se hizo un analisis, debido a ello el
error y la desviacion estandar no se reportan ademds de que se sugiere repetir estos

experimentos para corroborar su certeza.

En conclusién, el contenido de extractivos aumenta conforme avanza el tiempo de
fermentacion. Esto es debido a la actividad enzimatica del microorganismo, por lo que en
algun tiempo del tratamiento el contenido de extractivos tiene que comenzar a descender
debido a que el mismo microorganismo comienza a metabolizar los compuestos que se

formaron en la etapa anterior.

o} AzUcares reductores en el extracto acuoso

El contenido promedio de azucares reductores en el extracto acuoso se cuantificd por el
método del DNS (Miller, 1959). Los resultados se observan en la tabla 7.3.4 (Véase Anexo

1.

El lirio acondicionado presentd un valor semejante en orden de magnitud al encontrado
para el lirio TEMA y sus valores son 1.022 y 1.528 (ga,. rea/100g\s) respectivamente. El
aumento fue considerable, ya que el contenido de azlcares reductores en el extracto
acuosos al final del tratamiento fue de casi 13 veces que al principio. También se puede
ver que en el tiempo final hubo un aumento cercano al 50% ya que para el tiempo inicial
se cuantificé que el contenido de azucares reductores era de 7.34 y de 13.80 (ga..
red/1008\s) para el tiempo final (Graf. 7.3.2). La diferencia en el contenido de azlcares
reductores en el lirio acondicionado y el tiempo inicial, se puede explicar de igual manera
a la gran capacidad que tiene esta planta de absorber sustancias, sobre todo liquidos, por
lo que en este caso estamos considerando los azlcares que el lirio absorbié del medio de

cultivo.
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Grafica 7.3.2. Cambios en el contenido de azucares reductores en el extracto acuoso

debidos al tratamiento biotecnoldgico.

Hay un aumento en el contenido promedio de azlcares reductores en el extracto acuoso
conforme transcurre el tiempo de tratamiento (Graf. 7.3.2). Esto nos indica que el
microorganismo es capaz de sintetizar las enzimas necesarias para degradar los
polisacaridos estructurales. Como una de las metas futuras de este proyecto se pretende

aislar y purificar dichas enzimas para caracterizarlas.

o) AzUcares totales en el extracto acuoso

El contenido de azucares totales se llevd a cabo por la técnica del fenol-sulfurico (Dubois y

col., 1956). La tabla 7.3.5 (Véase Anexo Il) muestra los resultados obtenidos.

Se presentd una tendencia similar a la encontrada para los azlcares reductores. En el caso
del lirio acondicionado, se obtuvo un promedio en el contenido de azlcares totales en el
extracto acuoso de 19.45 (ga,. totales/1008Mms) Y aumentd hasta 31.01 (gas. totales/1008\s) al
tiempo final. De igual forma se presentd un aumento entre el tiempo inicial y el tiempo
final de cercano al 10%, siendo sus valores medios registrados 27.83 y 31.01 (ga..

totales/ 1008\s) respectivamente (Graf. 7.3.3).
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Este aumento es debido a la actividad enzimatica de las celulasas y hemicelulasas
producidas por el microorganismo, sin embargo, al ser de solo 48h la duracién del
experimento el microorganismo no alcanza a consumir o a degradar los oligosacdridos que

se formaron.
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Gréfica 7.3.3. Cambios en el contenido de azucares totales en el extracto acuoso debidos al

tratamiento biotecnoldgico.

Chanakya y col., 1993, reportan una ligera disminucién en el contenido de extractivos, sin
embargo la duracion de su experimento es de 300 dias en un cultivo continuo,
probablemente tiempo suficiente para que el microorganismo consuma parte de los

azUcares y otros compuestos que ha liberado del lirio.

Podemos concluir, basandonos en lo que sucede con el contenido de azlcares reductores
en el extracto acuoso, que se generaron las enzimas necesarias para degradar los

polisacaridos estructurales del lirio acuatico.
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C) CENIZAS

El contenido de cenizas fue calculado por la técnica descrita por Sluiter y col.,
2005a. Estos resultados se muestran en la tabla 7.3.6 (Véase Anexo Il). En este caso se
puede apreciar una tendencia muy particular, ya que no se presentd diferencia
significativa entre las tres muestras siendo sus promedios de 18.81, 20.26 y 20.04
(8cenizas/100gws) para lirio acondicionado, al tiempo inicial y final respectivamente (Graf.
7.3.4). Tampoco se encontraron referencias en las que describan el contenido de cenizas
después de algun tratamiento biolégico. También es posible observar que el resultado

para el lirio tratado y el lirio TEMA presentaron un contenido de cenizas muy similar.

20
15 -

o

S~

g

= 10 -

(%))

©

N

[

3
5_
0_

ACONDICIONADO INICIAL FINAL

Grafica 7.3.4. Cambios en el contenido de cenizas debidos al tratamiento biotecnoldgico.

En conclusién podemos decir que el tratamiento biotecnoldgico no afecta el contenido
promedio de la parte mineral del lirio acudtico. Se recomendaria evaluar qué sucede si se
utiliza un medio de cultivo sin minerales para determinar si el microorganismo es capaz de

asimilar el material inorganico propio del lirio.
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C) LIGNINA

En el caso de la lignina hubo una disminucién casi del 40% después del tratamiento
(Gréaf. 7.3.5). Siendo los valores promedio registrados 17.75 y 9.91 (gLignina/1008ws) para el
tiempo inicial y final respectivamente. Los resultados se reportan en la tabla 7.3.7 (Véase

el Anexo Il).

De acuerdo a Chanakya y col., 1993, después del tratamiento biotecnolégico se deberia
haber presentado un ligero aumento en el contenido promedio de lignina, sin embargo,
las condiciones bajo las que operd su experimento fueron diferentes como se menciond
anteriormente, ademads de que en su caso utiliza bacterias metanogénicas y no hongos
filamentosos pudiendo ser la razén de que los resultados comparados con los nuestro

presente una tendencia contraria.
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Grafica 7.3.5. Cambios en el contenido de lignina debidos al tratamiento biotecnoldgico.

En conclusién. Se logré la degradacidén controlada de lignina a través del tratamiento
biotecnoldgico, usando A. niger para este fin. Queda pendiente para un trabajo futuro

aislar y caracterizar las actividades enzimaticas involucradas en este proceso.
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C) HEMICELULOSA

En la tabla 7.3.8 (Véase Anexo Il) se pueden observar los resultados del analisis de
hemicelulosa. Hubo una ligera disminucién en el contenido promedio de hemicelulosa,
debido a que conforme el microorganismo crece, libera enzimas que degradan este
polisacarido en sus mondémeros constituyentes principales: xilosa y arabinosa, asi como en
arabinoxilanos y xilanos que eventualmente son consumidos como fuente de carbono por
el mismo microorganismo. Como La disminuciéon fue cercana al 8.5% respecto al
contenido inicial. Los valores promedio encontrados son de 21.456 (gu./100gv;s) para el

lirio acondicionado y de 19.655 (gn./100g\s) para el lirio después de la fermentacion (Graf.

7.3.6).
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Grafica 7.3.6. Cambios en el contenido de hemicelulosa debidos al tratamiento biotecnolégico.

En el estudio de Chanakya y col., 1993, no se reporta el cambio en el contenido de
hemicelulosa de lirio seco, sin embargo en el mismo articulo reportan que cuando
someten el lirio fresco a fermentacion, se presenta una disminucidon cercana al 1%, es

decir que practicamente no hay efecto sobre la hemicelulosa o podemos deducir que los
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microorganismos implicados en esta fermentacién no son capaces de sintetizar
hemicelulasas enddgenas ni exdgenas. Esta tendencia se confirma con otro experimento
pero con residuos organicos en donde el contenido de hemicelulosa practicamente no

sufre cambios después del tratamiento.

e CELULOSA

No hubo cambios significativos en el contenido promedio de celulosa (Graf. 7.3.7),
siendo los valores promedio encontrados de 12.39 y 12.38 (gc.//100gys) para lirio

acondicionado y al tiempo final. En la tabla 7.3.9 (Véase el Anexo Il) se presentan los

resultados del analisis de celulosa.
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Grafica 7.3.7. Cambios en el contenido de celulosa debidos al tratamiento biotecnolégico.

En base a este resultado y a lo descrito por Chanakya y col., 1993, que reporta un
aumento cercano al 30% en el contenido de celulosa, podemos intuir que el
microorganismo que se utilizd6 para nuestra fermentacién no produce celulasas o si las

produce son sensibles a algun factor que aun no hemos encontrado. De igual manera,
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gueda pendiente evaluar con mayor detalle la actividad celulolitica del hongo para poder

saber si realmente este microorganismo es productor de celulasas.

O DISCUSION GENERAL.

En base a estos resultados es que el grupo de trabajo decidird qué etapa de
madurez es la ideal para trabajar cada uno de los rubros propuesto como alternativas para

encontrar compuesto de alto valor agregado a partir de lirio acudtico.

En conclusion se logré transformar el lirio a través de un proceso biotecnoldgico
controlado. Debido a las dificultades que se presentaron para obtener cantidad de
muestra adecuadas se recomienda llevar a cabo de nuevo los analisis para las mismas ya
que con estos datos no es suficiente para concluir y analizar a detalle los cambios que se
generan por la actividad microbiabana de R. oryzae. En la tabla 7.3.10 se resumen las

composiciones promedio determinadas para cada etapa del proceso biotecnoldgico.

Como consecuencia del tratamiento biotecnoldgico se logré un aumento en el contenido
promedio de extractivos, azucares reductores y totales. Hay una disminucidon en el
contenido promedio de lignina y hemicelulosa y no hubo efectos sobre el contenido de

cenizas y celulosa.
Se recomienda continuar con los analisis en esta seccidon del proyecto pero con una

cantidad de muestra que sea suficiente para poder hacer los triplicados y evaluar con

mayor seguridad el efecto del tratamiento con el microorganismo.
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Tabla 7.3.10. Composicidon promedio del lirio acuatico antes y después del tratamiento.

Componente

Extractivos (Zextractivos/ 1008ws)
Azucares Reductores en el
extracto acuoso (ga;. red/1008ws)
Azucares Totales en el extracto
acuoso (gaz. totales/ 1008ws)

Cenizas (8cenizas/1008wms)

Lignina (8Lignina/ 1008wms)

Hemicelulosa (gc/100gs)

Celulosa (gcel/100gwms)

20.27 £ 0.74

1.02 £ 0.05

19.46 £ 0.92
18.82 £ 0.16
16.97 £ 0.90
21.46 +0.22
12.40+0.32

ACONDICIONADO TIEMPO INICIAL

29.56+0

7.34 +£0.80

27.83+£0.38
20.26 £ 0.03
17.76 £ 0
17.76 £ 0
16.27+0

TIEMPO FINAL

31.64+0.42

13.80+0.58

31.01+0.53
20.04 £ 0.01
9.91+0.78

19.66 + 0.04
12.39+2.23

+ Desviacidn estandar de los triplicados.
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8. CONCLUSIONES

Se logrd caracterizar la composicién de las fracciones de tallo y hoja del lirio acuatico

dependiendo de su grado de madurez.

o) El contenido promedio de extractivos es siempre mayor en tallo que en hoja y
mezcla tallo—hoja (TEMA) y practicamente no cambia en la fraccién tallo conforme

avanza el grado de madurez mientras que en la hoja disminuye casi en un 25%.

o) El contenido promedio de azlcares reductores y totales en el extracto acuoso es
siempre mayor en tallo que en hoja y la mezcla tallo — hoja. Conforme la planta se
desarrolla aumenta el contenido de azucares totales y reductores en el extracto
acuoso del tallo, mientras que en el extracto acuoso de la hoja el contenido de
azUcares totales practicamente no cambia y disminuye el contenido de azucares

reductores.

o El contenido de cenizas es mayor en tallo y mezcla tallo — hoja que en la fraccion
hoja y disminuye ligeramente conforme la planta crece tanto en tallo como en

hoja.

o El mayor contenido de lignina se encuentra en la fraccion hoja y conforme la planta

se desarrolla se eleva el contenido promedio de esta tanto en tallo como en hoja.

o El mayor contenido de hemicelulosa esta en la fraccion tallo y en la mezcla tallo —
hoja. Tanto en la fraccién tallo como en la hoja hay un ligero aumento en el

contenido de hemicelulosa conforme la planta avanza en su estado de madurez.

o El mayor contenido de celulosa estd en la fraccion hoja y conforme la planta se
desarrolla hay una disminucion en su contenido de celulosa en ambas fracciones

(tallo y hoja).
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Con los resultados obtenidos se podran establecer estrategias para la utilizacién integral
de esta planta considerada una maleza nociva. Hasta hoy y analizando los resultados
obtenidos podemos darnos cuenta que en prdacticamente todos los trabajos que
revisamos utilizaron tallo maduro o una mezcla tallo — hoja maduros para llevar a cabo sus
experimentos, por lo que es necesario conocer la composicion de la planta en base a sus

estado de madurez para darle un uso adecuado.

Se logré separar las fracciones A y B de la hemicelulosa del lirio y se decidié que la mejor
opcién es la hemicelulosa B de tallo maduro para evaluar su posible uso como fibra
alimentaria y determinar su composicién en cuanto contenido de xilosa, arabinosa y grado

de acetilacion.

Por otro lado, también se logré evaluar el efecto del crecimiento microbiano utilizando al
lirio acuatico como soporte en una fermentacién con hongos filamentosos, sin embargo es
necesario que sigan las investigaciones por esta linea que es la alternativa mas viable para
poder llegar a la produccién de rentable de enzimas de interés industrial, etanol y biogas.
Si se logra producir enzimas que degraden los polisacaridos estructurales del lirio hasta

mondmeros evitariamos el uso de métodos quimicos para lograr este fin.

o) El contenido de extractivos aumenta conforme avanza el tiempo de fermentacion.
Esto es debido a la actividad enzimatica del microorganismo, por lo que en algun
tiempo del tratamiento el contenido de extractivos tiene que comenzar a
descender debido a que el hongo comienza a metabolizar los compuestos que se

formaron en la etapa anterior.

o El contenido promedio de azucares reductores en el extracto acuoso aumenta
conforme transcurre el tiempo de tratamiento lo que nos indica que el
microorganismo es capaz de sintetizar las enzimas necesarias para degradar los

polisacaridos estructurales.
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o Basandonos en lo que sucede con el contenido de azucares reductores en el
extracto acuoso, sabemos que se generaron las enzimas necesarias para degradar

los polisacaridos estructurales del lirio acuatico.

o El tratamiento biotecnoldgico no afecta el contenido promedio de cenizas del lirio
acuatico. Se recomendaria evaluar qué sucede si se utiliza un medio de cultivo sin
minerales para determinar si el microorganismo es capaz de asimilar el material

inorgdnico propio del lirio.

o Se logré la degradacién controlada de lignina a través del tratamiento
biotecnoldgico. Queda pendiente para un trabajo futuro aislar y caracterizar las

actividades enzimaticas involucradas en este proceso.

o No hubo cambios significativos en el contenido promedio de celulosa, podemos
intuir que el microorganismo que se utilizé para nuestra fermentacién no produce
celulasas o si las produce son sensibles a algun factor que aun no hemos
encontrado. De igual manera, queda pendiente evaluar con mayor detalle la
actividad celulolitica del hongo para poder saber si realmente este microorganismo

es productor de celulasas.

Hasta hoy, la meta del proyecto en general es llegar a la produccidn de enzimas estables,
a la produccién de oligdmeros de bajo peso molecular y la produccién de etanol destinado

como biocombustible.
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ANEXO |

TABLAS DE RESULTADOS DE CAMBIOS EN LA COMPOSICION DEBIDOS AL GRADO DE MADUREZ

Tabla 7.1.3. Resultados del analisis de extractivos.

Extractivos

Lote Desviacidn estandar Error (%)
(8extractivos/ 1008ms)
TEMA
Maduro (L-111109) 24.16 0.95 3.92
TALLO
Joven (L-040411) 34.21 0.29 0.85
Mediano (L-130711) 35.46 1.57 4.44
Maduro (L-020211) 36.08 0.21 0.57
HOJA
Joven (L-040411) 31.65 0.51 1.61
Mediano (L-130711) 34.99 1.75 5.01
Maduro (L-281010) 26.28 0.07 0.29

Tabla 7.1.4. Resultados del analisis de azucares reductores en el extracto acuoso.

Azucares Reductores L ;
Lote Desviacion estandar Error (%)
(8az. red/IOOng)

TEMA
Maduro (L-111109) 1.53 0.09 5.88
TALLO
Joven (L-040411) 3.37 0.11 3.33
Mediano (L-130711) 0.50 0.01 1.06
Maduro (L-020211) 7.74 0.51 6.59
HOJA
Joven (L-040411) 4.05 0.02 0.50
Mediano (L-130711) 0.91 0.05 5.78
Maduro (L-281010) 1.61 0.03 1.69
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Tabla 7.1.5. Resultados del analisis de azticares totales en el extracto acuoso.

Azucares Totales L i
Lote Desviacién estandar Error (%)
(8a:. totales/ 100gs)

TEMA
Maduro (L-111109) 22.48 1.43 6.38
TALLO
Joven (L-040411) 18.06 0.68 3.74
Mediano (L-130711) 9.89 0.45 4.51
Maduro (L-020211) 35.73 2.96 8.28
HOJA
Joven (L-040411) 16.70 0.53 3.19
Mediano (L-130711) 16.33 0.40 2.47
Maduro (L-281010) 19.94 0.65 3.24

Tabla 7.1.6. Resultados del analisis de cenizas.

Lote Cenizas Desviacion estandar Error (%)
(8cenizas/ 100gws)
TEMA
Maduro (L-110909) 22.11 0.74 3.34
TALLO
Joven (L-040411) 21.13 0.10 0.46
Mediano (L-130711) 24.71 0.14 0.55
Maduro (L-020211) 18.08 0.10 0.54
HOJA
Joven (L-040411) 13.87 0.05 0.37
Mediano (L-130711) 13.28 0.07 0.55
Maduro (L-281010) 11.46 0.08 0.72
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Tabla 7.1.7. Resultados del andlisis de lignina.

Lote Lignina Total Desviacién estandar Error (%)
(8Lignina/1008wms)
TEMA
Maduro (L-111109) 13.86 0.49 3.52
TALLO
Joven (L-040411) 2.43 0.34 14.03
Mediano (L-130711) 2.52 0.49 19.64
Maduro (L-020211) 7.53 0.69 9.18
HOJA
Joven (L-040411) 6.75 0.58 8.66
Mediano (L-130711) 11.28 0.58 5.16
Maduro (L-281010) 17.16 0.40 2.33

Tabla 7.1.8. Resultados del analisis de hemicelulosa.

Hemicelulosa Total

Lote (81/100gw) Desviacion estandar Error (%)

TEMA

Maduro (L-110909) 27.92 2.17 7.77
TALLO

Joven (L-040411) 25.68 0.92 3.58

Mediano (L-130711) 25.14 0.44 1.73

Maduro (L-020211) 27.91 0.31 1.11
HOJA

Joven (L-040411) 18.19 0.63 3.45

Mediano (L-130711) 24.08 1.40 5.84

Maduro (L-281010) 22.87 2.65 11.59
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Tabla 7.1.9. Resultados del analisis de celulosa.

Celulosa Total

Lote (8cet/ 1008u:) Desviacién estandar Error (%)
TEMA
Maduro (L-110909) 8.63 0.18 2.10
TALLO
Joven (L-040411) 20.93 1.55 7.41
Mediano (L-130711) 17.07 0.11 0.63
Maduro (L-020211) 14.63 0.56 3.85
HOJA
Joven (L-040411) 33.56 0.76 2.25
Mediano (L-130711) 22.58 1.07 4.75
Maduro (L-281010) 19.93 0.42 2.08
ANEXO Il

TABLAS DE RESULTADOS DE CAMBIOS EN LA COMPOSICION DEBIDOS AL TRATAMIENTO
BIOTECNOLOGICO

Tabla 7.3.3. Resultados del andlisis de extractivos.

Extractivos .. i
Lote Desviacién estandar Error (%)
(gextractivos/ 100ng)

LIRIO ACONDICIONADO

Maduro (L-111109) 20.27 0.74 3.67
TIEMPO INICIAL

Maduro (L-111109) 29.56 s.0h s.0%
TIEMPO FINAL

Maduro (L-111109) 31.64 0.42 1.32

15.D. Sin duplicado
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Tabla 7.3.4. Resultados del analisis de azuicares reductores en el extracto acuoso.

Azucares Reductores

Lote Desviacion estandar

(gAz. redlloong)

LIRIO ACONDICIONADO
Maduro (L-111109) 1.02 0.05
TIEMPO INICIAL
Maduro (L-111109) 7.34 0.80
TIEMPO FINAL
Maduro (L-111109) 13.80 0.58

Error (%)

4.55

10.86

4.19

Tabla 7.3.5. Resultados del analisis de azticares totales en el extracto acuoso.

AzUcares Reductores

Lote (8 roraes/ 10081c) Desviacion estandar Error (%)
LIRIO ACONDICIONADO
Maduro (L-111109) 19.46 0.92 4.73
TIEMPO INICIAL
Maduro (L-111109) 27.83 0.38 1.38
TIEMPO FINAL
Maduro (L-111109) 31.01 0.53 1.70
Tabla 7.3.6. Resultados del analisis de cenizas.
Lote Cenizas Desviacion estandar Error (%)
(8cenizas/100gms)
LIRIO ACONDICIONADO
Maduro (L-111109) 18.82 0.16 0.82
TIEMPO INICIAL
Maduro (L-111109) 20.26 0.03 0.13
TIEMPO FINAL
Maduro (L-111109) 20.04 0.01 0.06
[ =)
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Tabla 7.3.7. Resultados del analisis de lignina.

Lignina L. ;
Lote Desviacidn estandar Error (%)
(gLignina/]-OOng)

LIRIO ACONDICIONADO

Maduro (L-111109) 16.97 0.90 5.33
TIEMPO INICIAL

Maduro (L-111109) 17.76 s.0% s.0%
TIEMPO FINAL

Maduro (L-111109) 9.91 0.78 4.92

's.D. Sin duplicado

Tabla 7.3.8. Resultados del analisis de hemicelulosa.

Hemicelulosa

Lote Desviacion estandar Error (%)
(81c/100gws)

LIRIO ACONDICIONADO

Maduro (L-111109) 21.46 0.22 1.00
TIEMPO INICIAL

Maduro (L-111109) 17.76 s.0h s.0%
TIEMPO FINAL

Maduro (L-111109) 19.66 0.04 0.19

1s.D. Sin duplicado

Tabla 7.3.9. Resultados del analisis de celulosa.

Celulosa

Lote Desviacion estandar Error (%)
(8ce1/100gwms)

LIRIO ACONDICIONADO

Maduro (L-111109) 12.40 0.32 2.55
TIEMPO INICIAL

Maduro (L-111109) 16.27 s.D% s.0%
TIEMPO FINAL

Maduro (L-111109) 12.39 2.23 17.96

1s.D. Sin duplicado
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ANEXO Il

Métodos de analisis.

o

Determinacién de humedad y sélidos totales.

Determinaciéon de humedad por termobalanza:

a) Revisar el estado del equipo, poniendo mucha atencién en la nivelacidn.

b) Encender el equipo.

c) Seleccionar el programa adecuado, para nuestro caso, T = 100°C y hasta alcanzar

peso constante.

d) Colocar el platillo vacio en el soporte y presionar el botén de “TARA”.

e) Cuando el equipo marque ceros, colocar aproximadamente 0.5g (entre 0.5y 1g) de

muestra, cerrar el compartimiento y presionar el botén de inicio (“STAR”).
f) Registrar el % de humedad que aparece en pantalla.
g) Presionar el botdén de “TARA”, retirar el platillo, limpiar y apagar el equipo.

h) Hacer el ensayo por triplicado.

Determinacién de sélidos totales por diferencia:

a) Utilizar la siguiente expresién matematica para calcular el contenido de sdlidos

totales de cada muestra, por triplicado cémo minimo:

%S.T. =100 —%Humedad

Determinacion de cenizas por calcinacion en mufla..

a) Colocar los crisoles en una estufa a 105°C por 12h, sacar de la estufa permitir que

se enfrien y pesar.

b) Colocar de 1 a 2g de muestra en el crisol. Hacer el andlisis por triplicado.
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c) Colocar el crisol en la mufla a 525°C por 4h.

d) Transcurrido este tiempo sacar el crisol y colocarlo en un desecardor hasta que
alcance temperatura ambiente.

e) Colocar el crisol en la mufla a 525°C por 2h.

f) Sacar, permitir que se enfrie y pesar.

g) Repetir el procedimiento hasta alcanzar peso constante.

Aplicar la siguiente expresidon matematica para calcular el contenido de cenizas:

Contenido de cenizas = % * 100
i
Donde Wi epizas €5 €l peso de las cenizas y M; es la materia seca de la muestra inicial, la cual

se calcula multiplicando el peso de la muestra inicial por el contenido de sélidos totales y

dividido entre 100.
o) Determinacién de extractivos por método de Soxhlet.

a) Secar los cartuchos de celulosa junto con sus tapones de algoddn a 105°C hasta
que alcancen peso constante.

b) Pesar cada cartucho con su tapdn de algoddn y registrar los pesos (Csy).

c) Colocar en cada cartucho de 2 — 4g de muestra. Pesar cada cartucho con muestray
tapdn de algodén y registrar los pesos (Csy).

d) Colocar cada cartucho en una columna de extraccién Soxhlet.

e) Armar el dispositivo de extraccidon Soxhlet (Columna de extraccion, condensador,
matraz recolector y mantilla de calentamiento).

f) En cada matraz recolector adicionar 150mL de agua grado “millipore” y 5 0 6
perlas de ebullicién. Colocar el matraz en el dispositivo.

g) Encender la bomba de recirculacion de refrigerante y permitir que baje la
temperatura del anticongelante a 5 — 8°C.

h) Encender el las mantillas e iniciar el calentamiento de manera paulatina hasta que

el disolvente comience hervir.
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i) Controlar el calentamiento de manera que se alcancen de 4 — 5 reflujos por hora.

j) Permitir el reflujo hasta que el disolvente ya no salga colorido (8 — 12h aprox.).

k) Apagar las mantillas de calentamiento, permitir que el dispositivo se enfrie a
temperatura ambiente y recuperar el contenido del matraz recolector en una
probeta (Vea).

[) Adicionar 150 mL de alcohol etilico absoluto anhidro en cada matraz recolector.

m) Encender el las mantillas e iniciar el calentamiento de manera paulatina hasta que
el disolvente comience hervir.

n) Controlar el calentamiento de manera que se alcancen de 6 — 8 reflujos por hora.

o) Permitir el reflujo hasta que el disolvente ya no salga colorido (8 — 12h aprox.).

p) Apagar las mantillas de calentamiento, permitir que el dispositivo se enfrie a
temperatura ambiente y recuperar el contenido del matraz recolector en una
probeta (Vge) y el cartucho en un vaso de precipitados.

q) Colocar los cartuchos en un horno de sacado a 60°C por 12h.

r) Pesar cada uno de los cartuchos, volver a colocarlos en el horno a 60°C y repetir el
procedimiento hasta alcanzar peso constante. Registrar el peso de cada cartucho
con muestra libre de extractivos (Cye).

s) Hacer el andlisis por triplicado.

Utilizar la siguiente expresidon matematica para calcular el contenido de extractivos:

%E =1 MLE 100
- A

En donde MLE es la materia libre de extractivos y M; es la materia seca inicial calculada de

la misma forma que para el caso de las cenizas.
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o) Determinacion de azucares reductores por el método del DNS.

a) Preparar una solucién estandar de algun azucar reductor (Glucosa, Xylosa) de
concentracion conocida (1 - 2g/L).

b) En 5 tubos de ensayo hacer diluciones para obtener concentraciones de 1 hasta
0.0625g/L y en otros dos tubos colocar 1mL de agua destilada por triplicado.

¢) Adicionar a cada uno de los 7 tubos 1.5mL de reactivo DNS.

d) En tubos de ensayo colocar ImL de extracto acuoso recuperado del método
Soxhlet de cada muestra (por triplicado).

e) Adicionar 1.5mL de reactivo DNS a cada tubo.

f) Calentar todos los tubos a bafno Maria (agua a 92°C) durante 10minutos.

g) Retirar del bafio Maria y enfriar.

h) Leer absorbancia en espectrofotometro a 640nm, ajustando a cero con un blanco
de agua destilada y DNS.

i) Registrar los datos.

Utilizar la siguiente expresién matemadtica para calcular el contenido de azucares

reductores:

(Agso £ 0,) * Dil * Vol.rec » 100
m x M

%A.R.=

En donde Agyp €5 la lectura registrada en el espectrofotdémetro para cada muestra, la O, y
m son la ordenada al origen y la pendiente de la curva tipo, Dil es la dilucién, Vol.rec. es el

volumen recuperado y M; es la materia seca inicial.

o Determinacion de azucares totales por el método del fenol - sulfurico.

a) Preparar una solucién de fenol en acido sulfurico concentrado con concentracién

de 1mg/mL (preparar al momento de hacer el analisis).
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b) Preparar una solucion estandar de algun azucar (Xylosa) de concentracion
conocida (1 - 2g/L).

¢) En 4 tubos de ensayo hacer diluciones para obtener concentraciones de 0.5 hasta
0.0625g/L y en otros dos tubos colocar 1mL de agua destilada (por triplicado).

d) Colocar en tubos de ensayo 1mL de extracto acuoso (hacer la dilucién
correspondiente en caso de ser necesario y el andlisis debe hacerse por triplicado).

e) Colocar todos los tubos en bano de hielo durante 15 minutos.

f) Inclinar los tubos a 45° dentro del bafio de hielo.

g) De manera muy lenta pero constante, adicionar 2mL de la solucién fenol -
sulfurico a cada tubo.

h) Agitar cada tubo sin sacarlo del bafio de hielo.

i) Colocar todos los tubos en bafio maria (agua a 92°C) durante 10 minutos.

j) Transcurrido este tiempo, enfriar los tubos en el bafo de hielo.

k) Leer absorbancia en espectrofotémetro a 480nm, ajustando a cero con un blanco
de aguay 4cido sulfurico.

[) Registrar los datos.

Utilizar la siguiente expresion matematica para calcular el contenido de azucares totales:

(A4g0 £ 0,) * Dil *xVol.rec * 100
m x M

%A.T.=

En donde Agygp €s la lectura registrada en el espectrofotdémetro para cada muestra, la O, y
m son la ordenada al origen y la pendiente de la curva tipo, Dil es la dilucidn, Vol.rec. es el

volumen recuperado y M; es la materia seca inicial.

o) Tratamiento termoquimico.

a) Pesar con exactitud aproximadamente 5g de muestra seca en un frasco de vidrio

de boca ancha con tapa hermética (por triplicado).

91

—
| —



“Cambios en la composicién del lirio acuatico (Eichhornia crassipes) debidos a su grado de madurez y a su transformacion biotecnolégica”

b) Adicionar 95mL de solucién de acido sulfurico al 1.5%v/v y mantener en agitacion
por 24h a 150rpm.

c) Transcurrido este tiempo colocar el frasco en una autoclave y someterlo a
tratamiento térmico de 15lbs, 118°C por 30 minutos.

d) Despresurizar la autoclave en menos de 1 minuto, abriendo la valvula con cuidado
para no sufrir qguemaduras.

e) Sacar el frasco y permitir que se enfrie un poco abriendo la tapa.

f) Filtrar sobre papel filtro de poro medio (seco y tarado).

g) Recuperar el filtrado (liquido) y medir el volumen obtenido.

h) Colocar el papel filtro con residuo en una estufa al05°C, hasta alcanzar peso

constante.

Determinacidn de lignina soluble en acido (Klason) por UV.

a) Preparar una solucion estandar de lignina de concentracién conocida (2g/L).

b) Hacer diluciones hasta 0.0625(g/L).

c¢) Tomar 1mL del filtrado obtenido por ME — 06 y hacer diluciones hasta 1:1000.

d) Leer absorbancia en espectrofotdmetro a 280nm, ajustando a cero con sol. de
acido sulfurico 1.5%v/v y utilizando la celda adecuada (cuarzo). Hacer el analisis

por triplicado.

Utilizar la siguiente expresidén matematica para calcular el peso de lignina soluble en acido

recuperada:

(Azg0 £ 0,) * Dil * Vol.rec
Wik =

m

En donde Ajg €s la lectura registrada en el espectrofotémetro para cada muestra, la O, y
m son la ordenada al origen y la pendiente de la curva tipo, Dil es la dilucion y Vol.rec. es

el volumen recuperado del tratamiento termoquimico.
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Determinacién de mondmeros por HPLC.

a) Preparar soluciones estandar de glucosa, xilosa, arabinosa, acido acético, furfural y
5-HMF de concentracién conocida (2g/L).

b) Hacer diluciones hasta 0.0625(g/L) y filtrar sobre membranas de 0.22um para
HPLC.

c) Tomar una alicuota de 500uL del filtrado obtenido en ME — 06 y filtrarlo a través
de una membrana de 0.22um, para HPLC.

d) Inyectar 20uL de muestra en un equipo HPLC con columna para analisis de acidos
organicos (Biorad). Solucion de acido sulfurico 5mM como fase movil, a razon de
flujo de 0.6mL/min, presion de 60bar y temperatura de 65°C, acoplado a un
detector primario de indice de refraccidon y un detector secundario de espectro
ultravioleta ajustado a 210nm.

e) Obtener los cromatogramas e integrar de forma manual los picos de interés
(glucosa 9.5min., xilosa 10.14min., arabinosa 11.06min., y acido acético 16.38min.,
en el cromatograma IR y 5-HMF 37.17min., y furfural 54.57 min., en el

cromatograma UV). Hacer el analisis por duplicado.

Utilizar la siguiente expresion matematica para calcular el peso recuperado de xilanos,

mondmeros (glucosa, xilosa y arabinosa) e inhibidores:

A; +0,) *Vol.rec

w, = Ai£0)
m

En donde A; es el drea registrada en el cromatograma para cada muestra, la O, y m son la

ordenada al origen y la pendiente de la curva tipo, Vol.rec. es el volumen recuperado del

tratamiento termoquimico.
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Tratamiento alcalino — perdxido.

a) Preparar una solucién de Hidréxido de sodio 2M (o de concentracién conocida).

b) A partir de la solucién anterior preparar una solucién de 2.25% de hidréxido de

sodio, y 0.75% de perdéxido de hidrégeno (preparar al momento de utilizar).

c¢) En un matraz Erlenmeyer, pesar la materia no degradada obtenida del tratamiento

termoquimico y adicionar 15mL de la solucién peréxido alcalino por cada gramo.
d) Mantener en agitacion (150rpm) a 55°C durante 1h.

e) Filtrar. El residuo sdlido se seca a 105°C por 24h hasta alcanzar peso constante.

f) El filtrado recuperado se acidifica con una soluciéon de acido acético 50% (v/v)

hasta pH 4 — 5, manteniendo en agitacion durante 10 — 15 minutos hasta que se

estabilice el precipitado que se forma (lignina alcalina).

g) Verter en tubos o botes para centrifuga tarados, recuperando totalmente el

precipitado formado y centrifugar a 3800rpm durante 20minutos y temperatura

ambiente.

h) Decantar el sobrenadante y poner a secar los tubos o botes de centrifuga con el

residuo solido (lignina alcalina) a 85°C durante 24h hasta peso constante.

i) El sobrenadante recuperado se vierte gota a gota sobre alcohol etilico absoluto

(99.99%) en una proporcién de volumen 3:1, manteniendo en agitacion hasta que

se estabilice el precipitado que se forma (Hemicelulosa B).

j) Verter en tubos o botes para centrifuga tarados, recuperando totalmente el

precipitado formado y centrifugar a 3800rpm durante 20minutos y temperatura

ambiente.

k) Decantar el sobrenadante y poner a secar los tubos o botes de centrifuga con el

residuo solido (Hemicelulosa B) a 85°C durante 24h hasta peso constante.

Utilizar las siguientes expresiones matematicas para calcular los contenidos de:

Lignina:

Wir. = Wpa + Wik
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En donde W, t, es el peso total de lignina recuperada, W, 4. es el peso de la lignina alcalina
recuperada del tratamiento alcalino — perdxido y W,k es el peso de la lignina Klason
recuperada en el tratamiento termoquimico.

El contenido de lignina se calcula de la siguiente manera:

WL.T.

%Lignina = * 100

N

En donde Ms es la materia seca inicial.

Hemicelulosa:

Whea = Wyp. — Wg + Wy + Weie + Ws_pgur)

En donde Wy, es el peso de hemicelulosa A, W es el peso de los extractivos recuperados

del método Soxhlet, Wy p. es el peso de materia degrada, W,k es el peso de la lignina

Klason, W es el peso de la glucosa y Ws.yur es el peso del 5-HMF recuperados del

tratamiento termoquimico.

Waer = Whea + Wyep

En donde Wy es el peso de hemicelulosa total recuperada y Wy es el peso de la

hemicelulosa B recuperada del tratamiento alcalino — perdxido.

El contenido de hemicelulosa se calcula de la siguiente manera:

WH cT

%Hemicelulosa = * 100

N

En donde M es la materia seca inicial.
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Celulosa:

Wep. = Weie + Ws_pur

En donde Wc,p, es el peso de la celulosa degradada en el tratamiento termoquimico.

Wer = Wunp. — Weenizas + Wia. + Whep)

En donde W¢p. es el peso de la celulosa recuperada del tratamiento alcalino — perdxido y

Wpi.n.p. €S la materia no degradada del tratamiento termoquimico.

Wer. = Wep, + Wer

En donde Wct es el peso de la celulosa total.

El contenido de Celulosa se calcula de la siguiente manera:

WC .T.

%Celulosa = x* 100

N

En donde M es la materia seca inicial.

Las desviaciones estandar se calculan con la siguiente formula:

LI — Xim)?
n

En donde X; es el valor observado, X,, el promedio y n el niUmero de repeticiones.
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