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Resumen

En este estudio, se desarroll6 un proceso para la extraccion y caracterizacion de xilano a partir
del residuo lignocelulésico del Amaranthus hypochondriacus; asi mismo, se utilizé este residuo
y el xilano extraido como fuente de carbono para la evaluacion del crecimiento radial de hongos

filamentosos aislados de hojas de café Aspergillus flavus y Aspergillus oryzae.

El analisis de la composicion del residuo lignocelulésico del amaranto revel6 una cantidad de
hemicelulosa 37.45%, celulosa 33.34% Y proteina cruda 14.11%.

El rendimiento de extraccion de xilano dependié del método y del tipo de alcali utilizado. El
método fisicoquimico con hidréxido de sodio llevo un 75.35% de recuperacion de xilano
mientras que con hidréxido de potasio 66%; por otro lado, con el método quimico el porcentaje
de extraccion con hidroxido de sodio fue de 59.55% frente a hidréxido de potasio con un valor
53.40%. En los espectros FTIR se pudo apreciar que los extractos presentaron las bandas
caracteristicas del xilano reportadas en la literatura situadas en 3405cm-1y 1160 cm-1; que
corresponden a la caracteristica de estiramiento de los grupos glucosidicos y caracteristicas de
estiramiento de las hemicelulosas (OH, CC, COC); ademas se observo que al utilizar el método
fisicoquimico en combinacion con el hidroxido de potasio la pureza del xilano se incremento

en funcién de la concentracion del alcali.

En cuanto a la evaluacién del crecimiento radial de los hongos filamentosos se observo que
cada microrganismo presentd afinidad para un sustrato diferente; Aspergillus oryzae se
desarrollé mejor en el sustrato agar-harina del residuo de amaranto al 10% obteniendo un
crecimiento micelar de 6.9 cm a las 168 h; en contraste, Aspergillus flavus se desarroll6 mejor
en agar xilano al 10% obteniendo un crecimiento del micelio de 6.8 cm a las 168 h. Por lo tanto,
de acuerdo a lo antes mencionado el residuo de amaranto se podra utilizar como materia prima
para la extraccion de xilano y como fuente de carbono para la obtencion de otros productos de

interés industrial.
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Abstract

In this study, a process for the extraction and characterization of xylan was developed from the
lignocellulosic residue of Amaranthus hypochondriacus; likewise, this residue and the
extracted xylan were used as a carbon source for the evaluation of the radial growth of

filamentous fungi isolated from Aspergillus flavus and Aspergillus oryzae coffee leaves.

Analysis of the composition of the lignocellulosic residue of amaranth revealed an amount of
37.45% hemicellulose, 33.34% cellulose and 14.11% crude protein.

The yield of xylan extraction depended on the method and type of alkali used. The
physicochemical method with sodium hydroxide led to a 75.35% recovery of xylan while with
66% potassium hydroxide; On the other hand, with the chemical method the percentage of
extraction with sodium hydroxide was 59.55% compared to potassium hydroxide with a value
of 53.40%. In the chemical characterization it was observed that the extracts presented the
characteristic xylan bands reported in the literature located at 3405cm-1 and 1160cm-1; which
correspond to the stretching characteristic of glycosidic groups and stretching characteristics of
hemicelluloses (OH, CC, COC); It was also observed that when using the physicochemical
method in combination with potassium hydroxide, the purity of the xylan was increased

depending on the concentration of the alkali.

Regarding the evaluation of the radial growth of filamentous fungi, it was observed that each
microorganism presented affinity for a different substrate; Aspergillus oryzae developed better
in the agar-flour substrate of the 10% amaranth residue, obtaining a micellar growth of 6.9 cm
at 168 h; in contrast, Aspergillus flavus developed better in 10% xylan agar, obtaining a
mycelium growth of 6.8 cm at 168 h. Therefore, according to the aforementioned amaranth
residue may be used as a raw material for the extraction of xylan and as a carbon source for

obtaining other products of industrial interest.
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1. INTRODUCCION

Actualmente la biotecnologia y la quimica analitica se han enfocado en la obtencion de
productos que presenten actividad bioldgica, pero una de las principales limitantes, es el alto
costo de produccién y la cantidad de producto que se obtiene; por ello se buscan alternativas
factibles, que presenten un facil manejo de las operaciones de produccion, una disminucion

de costos y un aumento en la cantidad del producto obtenido (Mussato. 2010).

Estudios recientes demuestran que hay procesos de produccion en los que se pueden utilizar
residuos lignocelulésicos; de los que se producen alrededor de 76 millones toneladas
anualmente solamente en México (Gonzélez y col., 2015); estos residuos son sustratos
ideales para la obtencion de una gran variedad de productos de interés industrial, debido a
que estan integrados por polimeros de gran relevancia, principalmente: celulosa,
hemicelulosa y lignina. Estos polimeros son de gran importancia para diversos sectores de la
industria, por ejemplo: en la papelera, alimenticia, farmacéutica, energética entre otras; dando
productos de valor agregado tales como: alcoholes, biocombustibles, en mayor cantidad, y
en menor proporcion metabolitos como; enzimas, fibra dietética, biopolimeros como el

xilano, compuestos fendlicos, entre otros (Saval. 2012).

Uno de los polimeros renovables atractivos que ha tomado relevancia en los Gltimos afios es
el xilano; debido a que posee diversas funcionalidades para el desarrollo de nuevos materiales
como son: los nanocompuestos, hidrogeles, bioplasticos, como sustrato para obtencion de
xilanasas, xilooligosacaridos, xilosa; esta Ultima utilizada para la produccion de xilitol
(SedImeyer. 2011).

Actualmente no se dispone evidencia en la literatura cientifica acerca del uso de los residuos
lignocelulosicos del amaranto para la obtencion de productos de interés industrial; por lo tanto,
el objetivo de este trabajo fue extraer el xilano utilizando diferentes métodos y caracterizarlo
por técnicas analiticas como son Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR) y difraccion de rayos X (DRX), para posteriormente evaluarlo como sustrato para el

crecimiento de hongos filamentosos



2. MARCO TEORICO

2.1. Residuos lignocelulosicos.

Anualmente en México se producen alrededor de 76 millones de toneladas de residuos
lignoceluldsicos (Gonzalez y col. 2015), éstos son sustratos ideales para la obtencién de una
gran variedad de productos de interés biotecnoldgico, ya que estan compuestos

principalmente por carbohidratos y proteinas (Shalini y col. 2009).

Este tipo residuos lignocelulésicos se generan del resultado de diversas actividades (Tabla
1), como restos de cosechas, residuos de frutos o alimentos, podas o despuntes de arboles,
desechos industriales, etc., donde quedan como material de descarte como son: cascaras,
hojas y tallos, bagazo o rastrojos. Usualmente estos residuos no han sido clasificados como
material peligroso, no obstante, representan un serio problema debido a su mal manejo,
ocasionando contaminacion ambiental, dafios al suelo, agua y pérdidas econdmicas (Cheng
y Zhu. 2009).

Ha este tipo de residuos se le pueden dar un valor agregado utilizandolos como materia prima
para la obtencion de productos de interés industrial; debido a su composicion y propiedades,
ademas de su caracter renovable, su abundancia y su bajo costo (Cheng y Zhu. 2009).

Tabla 1. Clasificacion de los principales residuos lignocelulésicos (tomado de Cheng y Zhu. 2009).

| Tipo de residuo Ejemplo.
Agricolas Rastrojo de maiz, trigo, arroz, cebada, algodon, sorgo,
millo, cafia, coco.
Agroindustriales Bagazos de cafia y sorgo, cascarilla de arroz, cacao, borra,
cascarilla y pulpa de café.
Forestales Madera dura: alamo, eucalipto, aspen. Madera blanda:

pino, picea. Aserrin, ramas de roble.

Urbanos Papel, carton, madera, residuos de jardineria, cascaras de
frutas y verdura.




2.2 Composicion de los desechos lignocelulésicos

2.2.1 Componentes estructurales de los residuos lignocelulésicos

La mayoria de los residuos lignocelulésicos que se utilizan son subproductos generados por

diversas practicas (Tabla 1) y estan constituidos por:

Componentes estructurales: La lignina, la celulosa y la hemicelulosa (Figura 1) estan
presentes en una relacion 3:4:3 de acuerdo con las diferentes variedades vegetales, los cuales
son llamados polisacaridos de la pared celular vegetal y en la industria alimentaria son
componentes de la fibra dietética total. En la Tabla 2 se muestran los porcentajes de los

componentes estructurales principales de algunos residuos lignoceluldsicos (Cheng y Zhu.

2009).

Figura 1. Estructura de los residuos lignocelulésicos (tomado de Mosier y col. 2004)

Tabla 2. Componentes principales de los residuos lignocelulésicos (modificado de Juri. 2011).

Materiales Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)

Bagazo de cafia 33 30 19
Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera blanda 45-50 25-35 25-35
Cubierta de nuez 23-30 25-30 30-40

Mazorca de maiz 45 35 15
Pastos 25-45 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15

Paja de trigo 30 50 15

Basura surtida 60 20 20

Hojas 15-20 80-85 0

Hebras de semilla de algodén 80-95 5-20 0
Papel periodico 40-55 25-40 18-30




2.2.1.1 Celulosa

La celulosa es un homopolimero lineal constituido por unidades de p —glucosa unidas entre
si por enlaces glucosidicos B-1-4 (Figura 2), con elevado peso molecular y grado de
polimerizacion. Es el componente principal de las paredes celulares vegetales y el polimero
mayoritario del planeta, tiene una estructura fibrosa, estable, con resistencia al ataque
quimicoy a la traccion mecanica. Debido a su conformacion la celulosa permite crear uniones
intermoleculares e intramoleculares, mediante puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der
Waals, dando lugar a las fibrillas elementales. Estas fibrillas le confieren propiedades a la
celulosa como resistencia y elasticidad, las cuales son importantes para el desarrollo de los
microorganismos ya que son muy susceptibles a un ataque enzimatico (Ovando y
Waliszewski. 2005).

Lo .
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Flgura 2. Estructura d la celulosa (tomado de Pecoraro y col. 2008)

2.2.1.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un heteropolimero constituido por diferentes monosacaridos (Figura 3)
unidos por enlaces glucosidicos B-1-4, presentando ramificaciones y sustituciones; los tipos
de monosacaridos que la conforman son del grupo de las pentosas (xilosas y arabinosas),
hexosas (glucosa, manosa, galactosa), desoxihexosas (ramnosa y fructosa); también esta
compuesto por &cidos hexauronicos (glucoronico, metilglucorénico y galacturénico); la
frecuencia y composicion de las ramificaciones de la hemicelulosa dependen de la materia
prima (residuo lignoceluldsico) de extraccion (Ira 'y col. 2014). La hemicelulosa se clasifica

generalmente en funcién del monémero predominante en la cadena principal, de esta forma



puede ser; homopolimeros (mananos o galactanos) o por dos o mas heteropolimeros

(glucomananos, arabinogalactanos o arabinoxilanos).

Figura 3. Mondmeros precursores de la hemicelulosa (tomado de Martinez y col. 2015).

2.2.1.3 Lignina

La lignina es un polimero tridimensional amorfo (Figura 4) formado por unidades de
fenilpropano ligadas por diferentes tipos de enlaces como alquil-eril-éter o carbono-carbono;

los mondmeros que forman a la lignina son llamados alcoholes cinamilicos.

Su peso molecular es muy dificil de determinar por las modificaciones que presenta su
estructura en los tratamientos de separacion. Posee tres funciones principales: (Lagunés y
Zavaleta. 2016).

e Proteger a la celulosa de un ataque microbiano.

e Confiere resistencia e impermeabilidad al material.

e Mantener unidas las fibras celuldsicas.
Para lograr la deslignificacion de cualquier residuo lignocelul6sico, se tienen que romper los
enlaces éter presentes, mediante tratamientos con agentes oxidantes o tratamientos con

agentes quimicos a altas temperaturas (Rowley y col. 2005).



Figura 4. Estructura de la lignina (tomado de Gellerstedt y Henriksson. 2008)

2.2.2 Componentes secundarios de los residuos lignocelulosicos.

Los componentes secundarios son compuestos que Se encuentran en menor proporcion
(Tabla 3), tienen bajo peso molecular, se les denominan extractos y pueden ser estimados

mediante un analisis proximal (Van Soest. 1982).

Tabla 3 Componentes secundarios de residuos lignocelulésicos (modificado de Van Soest, 1982).

- Compuesto Ejemplos
Solubles en agua y en disolventes organicos
Terpenos Polimeros de isopropeno, relacionados con alcoholes terpénicos.
Resinas Amplia variedad de compuestos no volatiles (acidos grasos,
fitoesteroides.etc.)
Fenoles Polifenoles derivados del acido galico y la catequina
Otros Carbohidratos de bajo peso molecular, y alcaloides.
Insolubles
Cenizas Carbonatos, oxalatos y en ocasiones silice.
Otros Pequenfas cantidades de almidon, pectinas o proteinas




2.3 Usos y aplicaciones de los residuos lignocelulésicos.

Las moléculas que constituyen a los residuos lignocelul6sicos permiten obtener productos de
interés biotecnoldgico con alto valor industrial; por ejemplo, se han empleado como sustrato
para la produccion de compuesto de interés (harina, almidén, enzimas, polimeros, etc.),
obtencion de bioenergéticos (etanol), mejoradores o acondicionadores de suelo (composta),

suplemento alimenticio para animales (ensilaje)(L6pez y col. 2010).

La lignina representa una fuente valiosa para la obtencion de compuestos quimicos de tipo
aromatico, actualmente se ha presentado interés en utilizar métodos quimicos y bioldgicos
para la obtencion de estos compuestos, ya que tiene importancia en la industria energética
para la produccion de combustibles (hidrocarburos, electricidad), compuestos quimicos

como son fenoles, aldehidos y cetonas (Chavez y col. 2013).

De la celulosa se obtienen compuestos para la industria alimentaria, por ejemplo, la
carboximetilcelulosa, celulosa cristalina, y celulasas, estos compuestos poseen aplicaciones
como aditivos, integrador, emulsificador, estabilizador en algunos alimentos; también se han
extraido polimeros de la celulosa, ya que son muy importantes en aplicaciones de la industria

papelera (Viloria, y col.2014).

Debido a que la hemicelulosa posee una gran variedad de mondémeros y oligémeros sus
aplicaciones en la obtencién de compuestos son de amplio espectro, entre las aplicaciones
principales se encuentran en la industria alimentaria (estabilizante, aglutinante), energética
(etanol), farmacéutica (polimeros para encapsular medicamentos), y una biomolécula que ha
incrementado su relevancia que es el xilano (Aguilar y Moreira. 2010).

2.4 Xilano

Los xilanos son los principales componentes de las hemicelulosa y se pueden dividir en tres
grupos: glucuronoarabinoxilanos (maderas suaves), glucuronoxilanos (maderas duras) y
arabinoxilanos (residuos agricolas), en los residuos agricolas el porcentaje de arabinoxilano

puede variar entre un 20-50% en base seca (Ebringerova y Heinze 2000).



La composicion del arabinoxilano depende de la materia prima de extraccion (residuo
lignocelulosico), pueden estar formado por un esqueleto principal de unidades de xilosa
unidas por enlaces -(1,4), pueden tener sustituyentes en las posiciones 2 y 3 como arabinosa,
glucosa, galactosa, acido glucuronico, acido ferulico, cido acético, entre otros (figura 5) (Ira
y col. 2014).

Figura 5. Estructura del xilano extraido de residuos de madera (tomado de Iray col. 2014)

2.4.1 Aplicaciones importantes del xilano

El xilano es uno de los principales polisacaridos de mayor importancia en temas de
investigacion en los Gltimos afios; debido a su estructura quimica y sus diferentes propiedades
(la biocompatibilidad con otros compuestos, no toxicidad, y biodegradabilidad) este
polisacarido tiene diversas funciones en diferentes sectores de la industria, las cuales se

explican en la Tabla 4 (Sedimeyer. 2011).

Tabla 4. Aplicaciones del xilano.

Sector industrial ~ Uso o aplicacion Referencia

Alimentaria Aditivos alimentarios Sedlmeyer. 2011
Edulcorantes Véazquez y col. 2000

Papelera Aditivo Ebringerova y Heinz. 2000

Farmacéutica Encapsulacion Ebringerova. 2005
Biopolimero Welcke. 2014




2.4.2 Métodos de extracciéon de xilano.

La extraccion de xilano ha sido ampliamente estudiada y practicada desde hace méas de 80
afios, principalmente en residuos de madera; actualmente aumento el interés en su
aislamiento para desarrollar productos de valor afiadido, y se han buscado distintas materias

primas para su obtencién (Tabla 6).

Los desafios implicados en la extraccién del xilano son la resistencia de la biomasa, debido
a su estrecha asociacion con los otros componentes de las paredes celulares tales como la
celulosa y la lignina a través de enlaces quimicos (Panthapulakkal. 2014). Se han probado
diferentes métodos para la obtencion de xilano de distintos residuos lignocelulésicos, entre
ellos se encuentran procesos fisicos, fisicoguimicos, quimicos, y bilogicos (Tabla 5).

Tabla 5. Métodos de extraccion de xilano (Colorado y col. 2014, Kumar y Wyman. 2009, Yachmenev y
col. 2009, Kimy col. 2008).

| Método Fundamento Ventaja Desventaja
Procesos fisicos.

Utilizan energia para modificar y/o separar las estructuras de los componentes presentes

en los residuos lignocelulosicos.

Pulverizacidon | Se caracteriza por la reduccion | Bajo costo de | Disminuye el

mecanica de tamafios de los residuos | operacion. indice de
lignocelulosicos. cristalinidad.
Mayor area de
contacto.

Utilizan la energia creando Incrementa la Modificacion de
Microondas | vibraciones junto con una extraccion de las  estructuras

sustancia quimica para separar la = hemicelulosa. cuando los

hemicelulosa de los otros parametros  no

componentes. Solucién es mas = son los correctos.
homogénea.

Ultrasonido | Consiste en utilizar la energia | Reduccion  de | Modificacion de
ultrasonica  para  producir | tiempo y de |las  estructuras
cambios permanentes en los | temperatura. cuando los
residuos lignoceluldsicos. parametros  no
son los correctos.

Procesos fisicoquimicos.
Se caracteriza porque hay una combinacion de una solucién quimica con procesos de
descompresién instantdnea que provocan la ruptura de las estructuras del residuo
lignoceluldsico.




Explosion  a| Este proceso consiste en someter | Extraccion  de | Tiempos muy
vapor a los residuos lignoceluldsicos | xilano de mayor | prolongados
junto con algn compuesto | pureza. provoca la
quimico de caracteristica acida o degradacion  del
alcalina a condiciones de presion | Proceso de | xilano.
y temperaturas controladas para |extraccion
la obtencion de xilano. simple y de bajo
costo.
Explosion de|Se expone el residuo | No forma | No es eficiente
fibra de | lignocelul6sico con amoniaco | compuestos para biomasa con
amoniaco anhidrido  liquido a altas | toxicos. alto contenido en
temperaturas ~ (60-100°C) vy lignina.
presion alta (1,7 - 2 MPa). Costo efectivo.
Explosion con|Se basa en la utilizacion de |Menor tiempo|Se gasta una
CO2 presion y temperaturas [del proceso de | elevada cantidad
controladas utilizando CO2 para | extraccion. de COs..
aumentar la tasa de hidrolisis.

Fundamento Desventaja
Procesos quimicos
El tratamiento se basa en la utilizacion de solventes quimicos para alterar la estructura
de los residuos provocando la liberacion de xilano haciendo facil la extraccion.

Hidrolisis | En este método se emplean | Hidroliza la | Corrosion del equipo.
acida presiones y temperaturas, | hemicelulosa un | Formacion de
acompafiado de soluciones | 70%. sustancias toxicas.
acidas concentradas o diluidas Alto costo.
como son HxSO4, HCI, para la Altera la estructura
precipitacion de xilano. de la lignina.
Hidrolisis | En este método se emplean | Libera la Requiere largos
alcalina bajas presiones y temperaturas, | hemicelulosa un | tiempos para la
acompafado de soluciones | 90%. extraccion.

alcalinas como son NaOH, | No altera la
KOH, para la precipitacién de | estructura de la Se pueden formar
xilano. hemicelulosa. sales.

No altera la
estructura de la
lignina.
Procesos bioldgicos
Enzimatico |En este tipo de tratamientos se | Requiere  poca
utilizan diferentes tipos de |energia. Hidrolisis lenta.
hongos, bacterias y/o sus
enzimas para realizar el proceso | Hemicelulosa de | Buscar y/o encontrar
de deslignificacion. mayor pureza enzimas especificas.
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A continuacion, en la Tabla 6 se muestran algunos ejemplos de residuos lignocelulosicos

utilizados para la extraccion de xilano con su respectivo método utilizado.

Tabla 6. Ejemplos de extraccién de xilano

Tratamiento Materia prima Referencia
Hidrdlisis 4cida Mazorca de maiz Yang y col. (2005)
Autohidrdlisis Mazorca de maiz Garrote y col. (2002)
Hidrdlisis alcalina Cascara de cebada Roos y col. (2009)

Pericarpio de maiz Samanta y col. (2012)
Enzimatico Paja de trigo, desechos de | Suny Cheng. (2002)
maiz.

2.5 Caracterizacion quimica del xilano.

La funcionalidad del xilano depende de las caracteristicas estructurales y de los grupos
funcionales que lo conforman (Sedlmeyer. 2011). Existen diversos métodos de
caracterizacion tales como: espectroscopia infrarroja, difraccion de rayos X, microscopia
electronica de barrido, resonancia magnética nuclear, entre otras; sin embargo, en esta

investigacion solo se utilizaran los métodos que se describen a continuacion.

2.5.1 Espectroscopia de infrarrojo usando transformada de Fourier

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) posee una funcion
principal, que es identificar los grupos funcionales de diversos compuestos; da Silva y col.
(2012) lo utilizaron para estudiar el comportamiento presente en el xilano extraido de

mazorca de maiz.

En la Figura 6 se muestra el espectro del xilano extraido de mazorca de maiz, en el cual se
puede observar los grupos funcionales principales en las siguientes bandas de absorcion
3405cm-! que corresponde a la vibracion de alargamiento del enlace de puentes de hidrogeno
del grupo OH, y 1160 cm-! donde se ubican los grupos C-O-C, y C-C. Ademas, se detectan
bandas de absorcion cercana a 1375 cm-1, 1044 cm-t y 897 cm-! que pertenecen a estructuras

quimicas tipicas de unidades de azucar de hemicelulosa (da Silva y col. 2012).
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Figura 6 Espectro FT-IR del polvo de xilano extraido de mazorca de maiz (tomado de da Silva y col.
2012).

2.5.2 Difraccion de rayos X

El método de difraccion de rayos X constituye una herramienta importante para el estudio de
la estructura interna de diversos compuestos. El fundamento de la técnica se basa en la

interaccion de la estructura cristalina de un sélido con una fuente de rayos X.

da Silva y col. (2012), realizaron el analisis del xilano extraido de mazorcas de maiz, asi
mismo Wu Shuping y col. (2011) evaluaron la estructura del xilano obtenido de residuos de

maiz, utilizando este método de analisis.

Estos autores obtuvieron los difragtogramas del xilano (Figura 7) y observaron que la
difraccion de rayos X detecta unos pocos y pequefios picos, que indican que el xilano presenta
una baja cristalinidad, aunque el pico de mayor importancia se observa en la posicion
(26=18).

Figura 7. Difractograma del xilano obtenido de residuos de maiz (tomado de Wu Shuping y col. 2011).
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2.6 Evaluacion del xilano como fuente de carbono utilizando hongos filamentosos
mediante la técnica de crecimiento radial.

El seguimiento de la cinética de crecimiento de los hongos filamentosos, son aspectos
biotecnoldgicos de suma relevancia ya que indica la capacidad del microorganismo para
colonizar el sustrato empleado, es decir que esta técnica nos permite evaluar la capacidad de
los hongos filamentosos empleados para invadir y adaptarse a los nutrientes que le provee el
sustrato y a su vez evaluarlos si se podrian emplearse en una fermentacion en medio sélido
(Gutiérrez y col. 1999).

Para poder medir el crecimiento radial es indispensable conocer criterios para la seleccion de

sustratos y hongos filamentosos.
2.6.1 Criterios para la seleccion de sustratos.

El sustrato a utilizar depende del producto a obtener, (comUnmente se utilizan residuos
agricolas o forestales) y debe de poseer las siguientes caracteristicas (Murthy y col. 1993):
» Elevadas concentraciones de carbohidratos y/o proteinas.
» Fermentable por microorganismos.
> Baja tendencia a la aglomeracién con el micelio.
> Insoluble en agua, para garantizar las condiciones del cultivo en estado sélido.
Un sustrato ideal es considerado aquel que provea al microorganismo los nutrientes

necesarios para su metabolismo celular y fermentativo.

2.6.2 Tamanfo de particula

Es necesario determinar el tamafio de particula que se utilizara, ya que esta relacionada con

la transferencia de masa entre el microorganismo y el sustrato.

En particulas pequefias el area de contacto entre el micelio del microorganismo y el sustrato
se incrementa y a su vez limita el intercambio gaseoso, al contario en particulas grandes el
area de contacto entre micelio-sustrato es menor, pero aumenta el intercambio gaseoso
(Murthy y col. 1993)
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2.6.3 Hongos filamentosos (HF)

Los hongos filamentosos son los microorganismos mejor adaptados para crecer en sustratos
solidos con bajo contenido de agua libre; ademas, tienen la capacidad de usar una amplia
variedad de polisacaridos como fuentes de carbono. Se han reportado el uso de diferentes
tipos de sustratos de origen vegetal para su uso en fermentaciones sélidas con hongos
filamentosos, evaluando las mejores condiciones para obtener diferentes metabolitos de
interés biotecnoldgico, entre ellos se encuentran los prebidticos, enzimas, hormonas,
alcoholes. Se ha reportado el uso de madera, tallo de algodén, paja y salvado de trigo, cascara
de arroz, bagazo de cafia de az(car, tallos y mazorca de maiz, cascara de mani, cascara de

almendra, paja de cebada, entre otros (Baysal y col. 20033).

2.6.4 Criterios para la seleccion de HF.

No todos los microorganismos son aptos para crecer y desarrollarse en un medio sélido,
debido a las limitaciones que esta presenta. Entonces la seleccion de un microorganismo para

llevar a cabo la fermentacion debe de cumplir estos requisitos:

Producir enzimas necesarias para poder desdoblar varias fuentes de carbono.
Capacidad de adherencia y penetracion en las particulas del sustrato.
Capacidad de desarrollarse y/o proliferar en una minima cantidad de agua.

Crecer en elevadas concentraciones de nutrientes.

YV V. V V V

Si los productos metabdlicos son destinados a la industria de los alimentos, deben de
pertenecer a los microorganismos GRAS (Chahal. 1983).

Los microorganismos mas utilizados para la degradacion de residuos agricolas son los
hongos filamentosos, en especial del género Aspergillus ya que tienen la caracteristica de ser
xiléfagos, queriendo decir que poseen la facilidad de adaptarse a diversos sustratos obtenidos
de dichos residuos (Prado. 2016).

2.6.5. Ventajas de usar HF

» Proliferan en sustratos simples, ya que un Gnico sustrato proporciona todos los
nutrientes necesarios.

» Facilidad en la obtencién de esporas.
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» Bajo riesgo por contaminacion por cepas bacterianas.
» Bajo consumo de disolventes para la extraccion de los productos (Christen y
col.1993).

2.6.6 Factores importantes para el crecimiento de los hongos filamentosos
2.6.6.1 Actividad de agua

El papel del agua es importante en el crecimiento y desarrollo de los hongos, ya que una
humedad elevada en el medio mayor a 80% causa dafos severos en los poros del sustrato,
provocando poca difusién de oxigeno y por ende muerte del hongo; contrariamente una
humedad baja menor a 30% no permite un crecimiento adecuado del microorganismo ya que
provoca una baja disponibilidad del sustrato. (Prinyawiwatkul y col. 1993). Por consiguiente,
la modificacion de este parametro se puede utilizar para modular el metabolismo de los

microorganismos, produciéndose metabolitos de interés comercial.

En la Figura 8 se muestra el intervalo de la actividad de agua correspondiente para cada
microorganismo, y en donde podemos observar que los hongos su rango oscila entre 0.65-
0,75.

Figura 8 Actividad de agua de algunos microorganismos (tomado de Prinyawiwatkul y col. 1993).

2.6.5.2 pH y temperatura

Estos parametros son relevantes ya que se deben de controlar dependiendo del
microorganismo a utilizar, el tipo de sustrato y el producto de interés que se quiere obtener.
La capacidad metabolica para la produccion de enzimas en hongos filamentosos se ve

influenciada por el pH del medio; a un pH debajo de 5 y por encima de 7, se presentan
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cambios notables en la cantidad de enzima presente y por ende en la capacidad de adaptarse
al sustrato (Sargantanis y col. 1993).

De igual forma pasa con la temperatura; cada microorganismo presenta un intervalo de
temperatura distinta, en el que si la temperatura 6ptima ayudara a un buen crecimiento y a
producir un metabolito de interés; pero cuando esta sobrepasa los limites minimos 0 maximos
de temperatura, las funciones celulares se ven afectadas de manera significativa (Sargantanis
y col. 1993).

2.7 Degradacién enzimatica de la celulosa y hemicelulosa.

Los microorganismos capaces de degradar la celulosa y hemicelulosa secretan un complejo
enzimatico (Figura 8), donde predominan enzimas extracelulares como son las celulasas y
xilanasas. Para desdoblar las fibrillas de la celulosa, los microorganismos presentan dos tipos

de sistemas de enzimas importantes; los agregativos y los no agregativos (Vries y col. 2001,

Aroy col. 2005).

Figura 9. Capacidad enzimética (tomado de Aro y col. 2005).

2.8 Caracteristicas del residuo lignocelulésico y de los hongos utilizados.
2.8.1 Generalidades del Amaranthus hypochondriacus.

El amaranto es una planta ancestral (Figura 10) perteneciente a la familia Amaranthaceae, se
trata de un género de plantas ampliamente distribuido por la mayor parte de las regiones
templadas y tropicales, contiene un alto nivel alimenticio, lo cual lo hace una excelente
alternativa para regiones con dificultades para la siembra de otros cultivos importantes
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(Garcia. 2012). Una de las caracteristicas mas importantes del Amaranthus hypochondriacus
es, su alto valor nutritivo. El cultivo de amaranto, se pueden aprovechar de multiples formas,

como grano, verdura o forraje.

El valor nutritivo del residuo lignocelul6sico del amaranto ha sido también ampliamente
estudiado, se ha encontrado que la hoja contiene altos valores de calcio, hierro, fosforo y
magnesio, asi como &cido ascérbico, vitamina A, proteinas y carbohidratos (Martinez y col.
2010)

Figura 10. Cultivo de amaranto (amarantopedia.com)

2.8.2 Cultivo y distribucion de la produccion del Amaranthus hypochondriacus

El cultivo de amaranto es muy resistente a la sequia, heladas y plagas, lo cual lo hace un
cultivo facil de adaptarse a diferentes habitats (Espitia y col. 2010), ademas de que los granos
del amaranto tienen una gran relevancia en la elaboracion de productos como es la alegria.
En la Republica Mexicana, las zonas de cultivo y produccién de amaranto son: Puebla,
Morelos, México, Tlaxcala, Oaxaca, Jalisco y Querétaro; se estima que el rendimiento del
residuo lignocelulosico es de 3.8 a 6.1 t/ha anualmente (SIAP, 2017).

2.8.3 Composicion fisicoquimica del residuo lignocelulésico del amaranto

El residuo lignocelulosico del amaranto esta compuesto por una alta cantidad de
carbohidratos, proteina y elementos minerales (Tabla 7), por ello lo hace un sustrato
importante para diferentes analisis, enfocados en la obtencion de biomoléculas (Gémez y col.
2011).
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De acuerdo a la literatura, ya se ha identificado la composicion quimica de los componentes
secundarios del residuo del amaranto, pero aun falta la composicion principal (celulosa,

hemicelulosa, lignina).

Goémez y col. (2011), Arce y col. (2011), y otros, han demostrado y cuantificado la
caracterizacion bromatolégica del Amaranthus hypochondriacus; los datos obtenidos se

muestran en el siguiente cuadro.

Tabla 7 Composicién quimica del residuo lignoceluldsico del Amaranthus hypochondriacus (tomado de
Gomez. 2011).

Componente Harina del Harina del Harina de la Harina de la
residuo residuo hoja de hoja de
lignocelulésico lignocelulésico amaranto amaranto (arce
del amaranto del amaranto (Soriano vy y Vazquez,
(Gomez y col., (Alfaroy col., col., 2004) 2011)

2011) 1987)

Humedad 2.26 10.14 5.73 5.8

Ceniza 15.33 9.27 20.73 11.7

Extracto etéreo  4.24 2.64 4.46 4.9

Proteina cruda  24.75 14.18 22.2 18.4

Fibra cruda 7.7 15.44 14.13 8.2

ELN 45.69 48.33 49

*ELN = Extracto libre de nitrégeno, se calcul6 por diferencia a 100

2.8.4 Generalidades de los hongos utilizados (Aspergillus)

Existe evidencia de diferentes trabajos cientificos reportados en donde evaltan la capacidad
metabdlica de hongos filamentosos; en especial del género Aspergillus, ya que tienen la
capacidad de adaptarse a diversos sustratos lignocelulésicos, para producir metabolitos de
interés; por ello han recibido una atencién considerable, llegando a ser uno de los grupos de

hongos filamentosos mejor estudiados.

Aspergillus oryzae es un hongo filamentos, aerdbico y ampliamente utilizado en las
industrias de fermentacion japonesas, incluyendo la salsa de soja, el sake, la salsa de
habichuelas y la produccion de vinagre. Los hongos filamentosos generalmente tienen la
capacidad de producir diversas y grandes cantidades de enzimas de una manera secretora,
Aspergillus oryzae tiene un potencial prominente para la produccion secretora de diversas
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enzimas capaces para desdoblar sustratos lignoceluldsicos, ademas, los avances en la
tecnologia de ingenieria genética han llevado a la aplicacion de Aspergillus oryzae en la
produccién de enzimas industriales en la biotecnologia moderna (Bok y col. 2004). En las
ultimadas décadas se ha estudiado con mas relevancia en la industria alimentaria por su gran

capacidad secretora de enzimas y por ser una especie que no produce toxinas.

Aspergillus flavus se describe, macroscopicamente, como un hongo aterciopelado, con
variaciones de color, ya que puede ser amarillo, verde, con reverso dorado a rojo-marron
(Hedayati y col. 2007). Actualmente Aspergillus flavus se ha empleado para la produccién
de potentes carcindgenos, como es las aflatoxinas, también tiene un gran impacto en la

produccion de enzimas, antibiéticos, ademas de multiples productos (Arias y Pifiero, 2008).

Debido a los diversos productos de interés biotecnolégicos que pueden ofrecer estos

microorganismos, se decidio evaluarlos en este trabajo.
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2.9 Antecedentes

2.9.1 Aprovechamientos de residuos lignocelulosicos.

El aprovechamiento de los residuos lignoceluldsicos, es de interés en el ambito mundial. En
la actualidad las investigaciones se enfocan en el desarrollo de tecnologias limpias y sistemas
cerrados que permitan conservar el medio ambiente y que empleen los residuos
lignoceluldsicos como son las materias primas en la extraccion (Tabla 8), obteniendo
productos de valor agregado; como son enzimas, metabolitos, macromoléculas y otros

productos de interés biotecnologico.

Producto

obtenido

Tabla 8. Aprovechamiento de residuos.

Descripcion del trabajo

Referencia

Observar la Evaluaron la sintesis de proteina a partir del = Montoyay col.
adaptacion del | crecimiento vegetativo de Pleurotus spp. sobre (2006)
hongo. residuos de algarrobo y uva pasa
Lacasay Aislaron y evaluaron la actividad enzimética de | Montoyay col.
celobiosa hongos descomponedores de madera. (2006)
deshidrogenasa
Xilanasas Utilizaron xilano como fuente de carbono parala Mendozay
produccion de endo-1,4-B-xilanasas utilizando | col. (2010)
Bacillus flexus NJY2
Celulasas Evaluaron in vitro la obtencion de celulasas | Ramirez y col.
producidas por cepas nativas de Trichoderma (2012)
reesei, Cladosporium herbarum y Aspergillus
niger.
Acido citrico Evaluaron la cepa nativa de Aspergillusnigerenla  Saezy col.
produccion de acido citrico sobre un sustrato con (2002)
sacarosa y otro con almidon. Los rendimientos
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fueron bajos comparados con los que se reportan

en la literatura.

Acidos ferulicos, | Utilizaron residuos de platano para la produccion | Granada y col.
&cido vainillinico | de  metabolitos  secundarios  (compuestos (2005)

y eugenol aromaticos, 4acido ferdlico, vainilla, 4&cido
vainillinico y eugenol) por fermentacion en estado

solido empleando el hongo Lentinus crinit.

Xilanasas, Evaluaron diferentes fuentes de carbono xilosa, | Mayorga y col.
celulasas. carboximetilcelulosa, celulosa en polvo, algodon, (2005)

papel de filtro, pectina citrica, heno de avena
xilano y pectina de manzana, empleando
Neocallimaxtis frontalis, teniendo como resultado
al xilano dentro de las fuentes de carbono mejor

evaluadas en la actividad enzimatica y el

crecimiento
Celulosa Evaluaron la influencia de los tratamientos de | Mussatto y col.
hidrolisis &cida e hidrdlisis alcalina en la estructura (2006).

del bagazo de malta, buscando la liberacion de las

fibras de celulosa.

Fibra dietética | Evalué mediante Hidrolisis enzimatica al residuo Rivera. (2018)
lignoceluldsico de la pifia para incrementar la fibra
dietética soluble presente en este residuo.

2.9.2. Residuos lignocelulésicos y méetodos empleados en la extraccion de xilano.

Los residuos lignoceluldsico ricos en polimeros como la hemicelulosa se pueden emplear
para la extraccion de xilano mediante procesos quimicos, fisicos y/o bioldgicos. Actualmente
los esfuerzos en la investigacion se enfocan en la basqueda de residuos lignoceluldsicos que
poseen una cantidad adecuada de hemicelulosa para ser utilizada como materia prima para la

obtencion de xilano asi mismo el desarrollo de tecnologias para su extraccion.
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Se han realizado investigaciones utilizando técnicas convencionales hasta las mas
sofisticadas, para aumentar su pureza y mejorar el rendimiento; las cuales se muestran a

continuacion:

» Hidrolisis acida.
Cruz y col. (2000) sometieron la harina de mazorcas de maiz a tratamientos con &cido
sulfarico al 2% a 125°C durante 15 minutos para extraer xilano, obteniendo un rendimiento
del 98 %; asi mismo Mussatto y Roberto. (2005) utilizaron residuos sélidos del malteado en
la produccién de cerveza con las mismas condiciones para la extraccion, obteniendo

rendimientos similares en este caso 92%.

» Autohidrélisis

Alfaro y col. (2008) utilizaron la harina de: Eucalyptus globulus, Arundo donax, tallos de
girasol (Helianthus annuus), tagasaste (Chamaecytisus proliferus) y Paulownia fortunei para
evaluar su viabilidad para la obtencion de energia y otros productos quimicos a traves de un
fraccionamiento integral via autohidrolisis; obteniendo buenos resultados en la obtencion de

xilano, siendo los tallos de girasol juslos que presentan un mayor contenido con 23,9%.

» Autohidrolisis combinada
Rowley y col. (2005) utilizaron harina de restos de maiz como materia prima para la
extraccion del xilano, emplearon un pretratamiento con clorito de sodio para la
deslignificacién para posteriormente utilizar dimetilsulféxido (DMSQ) para obtener el

producto, obteniendo un rendimiento del 90%.

» Hidrolisis alcalina
Samantay col. (2012). Utilizaron el método de hidrolisis alcalina para la extraccion de xilano,
utilizando harina del pericarpio de maiz como materia prima de extraccion, obteniendo

resultados similares a lo reportado, con un rendimiento del 96%.

Laine y col. (2015) utilizaron como materia prima para la extraccion de xilano la pulpa de
madera, empleando el método de incubacion junto con hidrolisis alcalina, obtuvieron un

rendimiento del 16% de extraccion.

» Enziméatico
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Spork y col. (2017) utilizaron bagazo de cafia de azUcar como materia prima para la
extraccion de xilano, emplearon un pretratamiento con sulfito alcalino, para posteriormente
utilizar un ataque enzimatico para obtener un producto de mayor pureza, bajo estas

condiciones el rendimiento de extraccion del 22%.

» Microondas
Yang y col. (2009) utilizaron el método de microondas acompafiado de una solucién con
acido sulfarico para la extraccion de xilano de la harina de mazorca de maiz, obteniendo un

rendimiento de extraccion del 55 %.

Panthapulakkal y col. (2013) extrajeron xilano mediante el método de microondas con
hidroxido de sodio utilizando harina de abedul como materia prima obteniendo un

rendimiento del 60 %.

2.9.3. Investigaciones del residuo lignoceluldsico del Amaranthus hypochondriacus

En los ultimos afios el residuo lignoceluldsico del Amaranthus hypochondriacus ha tenido
mayor relevancia en investigaciones cientificas, el reciente interés se enfoca debido a su

composicion y estructura quimica.

A continuacidn, se muestra algunas investigaciones que se han realizado utilizando el residuo

lignoceluloésico del Amaranthus hypochondriacus.

Ocampo y col. (2005) utilizaron la harina de forraje de Amaranthus hypochondriacus para la
obtencion de compuestos fendlicos en una fermentacion liquida utilizando Aspergillus

nigger.

Por otro lado, Arce y col. (2011) establecieron que el residuo lignocelulésico del Amaranthus
hypochondriacus tiene potencial para la obtencion de fibra dietética, lo comprobaron
sometiendo a la harina a un tratamiento enzimatico para la extraccion y cuantificacion de este

componente.

Garcia. (2013) extrajo proteinas con posibles propiedades de actividad biologica del residuo

lignocelul6sico del Amaranthus hypochondriacus, se enfocaron en la purificacion y la
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caracterizacion bioquimica y bioldgica del lunasin, péptido con propiedades preventivas del

cancer.

Gomez. (2014) evalud fracciones peptidicas bioactivas obtenidas de la hidrolisis enzimatica
de las proteinas de la harina del residuo lignocelulésico del Amaranthus hypochondriacus

con actividad inhibitoria de la enzima convertidora de la angiotensina 1.

Méndez y col. (2018) evaluaron el crecimiento radial de hongos filamentosos (Aspergillus
flavus y Aspergillus oryzae) utilizando al residuo lignocelulésico del amaranto como fuente

de carbono.
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3. JUSTIFICACION

La demanda y la necesidad de alimentos a nivel mundial genera una gran cantidad de residuos
lignocelulosicos, simplemente en México se genera alrededor de 76 millones de toneladas de
estos residuos, los cuales en la mayoria se convierte en un problema ya que no se les da un
tratamiento adecuado y no tienen un valor comercial, aunque actualmente son utilizados
como alimento de ganado, elaboracién de composta, 0 en otros casos se descompone en los

campos dafiando el suelo, agua y medio ambiente en general.

En busca de aprovechar los residuos lignoceluldsicos la biotecnologia ha planteado
estrategias para darle un valor agregado utilizadndolos como sustrato para la extraccion y

produccion de metabolitos de interés debido a su riqueza en nutrientes que poseen.

Con el fin de darle un valor agregado a estos residuos se determiné a utilizar el residuo del
amaranto (Amaranthus hypochondriacus) ya que en México se producen alrededor de 5000
toneladas al afio, del cual se utilizan principalmente las semillas en una proporcion 10% a
15%, dejando que el residuo lignoceluldsico se pierda (85-90%), ya que no tiene otro valor
comercial; por lo tanto, en este estudio se busca analizar el uso de este residuo (Amaranthus
hypochondriacus) como una alternativa para la obtencion de xilano, heteropolimero de
interés en la industria biotecnolégica y como fuente de carbono para la medicion del

crecimiento radial de hongos filamentosos (Aspergillus flavus y Aspergillus oryzae).
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4. HIPOTESIS

El residuo lignocelulésico de Amaranthus hypochondriacus puede utilizarse para la
extraccion de xilano; el cual podra implementarse como fuente de carbono para la evaluacion

del crecimiento de hongos filamentosos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Principal

)/

«+ Extraer y caracterizar el xilano del residuo lignocelulésico de amaranto y evaluarlo como

fuente de carbono para el crecimiento de hongos filamentosos.

5.2 Objetivos Secundarios

Caracterizar mediante andlisis proximal a la harina del residuo lignoceluldsico del
amaranto.

Extraer y determinar el porcentaje de rendimiento del xilano utilizando dos alcalis
(hidroxido de sodio e hidroxido de potasio) a diferentes concentraciones.
Caracterizar el xilano mediante espectrometria infrarroja por transformada de Fourier
y difraccién de rayos X.

Evaluar la velocidad de crecimiento radial de los hongos filamentosos (Aspergillus
oryzae y Aspergillus flavus) utilizando medios de cultivo agar- amaranto y agar-

xilano a dos niveles de concentracién 5% y 10%.
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6.- MATERIALES Y METODOS.

6.1. Desarrollo experimental.

Analisis quimico proximal de la harina del
residuo  lignoceluldsico del amaranto
(métodos AOAC), determinacidn de lignina
(Vazquez v col. 2014), celulosa (método
TAPPIT 212), hemicelulosa.

Obtencién de la harina del residuo
lignocelulésico del amaranto.

Inoculacion de los sustratos con las cepas

de Aspergillus por el método de picadura.

!

Preparacion de los medios de cultive para

evdﬁuar el crecimiento microbiano.

Extraccion de xilano, por método
quimico utilizando de dlcalis en
diferentes concentraciones (10, 12, v
14%) (Samanta v col, 2012)

!

|

Evaluacion de la velocidad del crecimiento
radial.

Caracterizacion del xilano utilizando
DrX Y FTIR (Wu Shuping v col
(2011), (da Silva vy col. 2012).

Preparacion de indculos de las
diferentes cepas de _Aspergillus
(Garcia 2009)

Figura 11. Esquema del desarrollo experimental.
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6.2 Obtencion de la harina del residuo lignocelulésico del Amaranthus
hypochondriacus.

El residuo lignocelul6sico del amaranto que se utilizo para la obtencién de la harina fue
donado por productores de la ciudad de Loma Bonita Oaxaca.

El residuo lignoceluldsico del amaranto se trituro en un molino manual para granos (marca
Ecom), posteriormente se tamizo utilizando malla 40 y 18 para encontrar el tamafio de
particula deseada entre 0.5 y 1 cm; una vez obtenida la harina se guardo en recipientes de

plastico bien sellados y en un desecador para evitar la entrada de humedad.

6.3 Analisis quimico proximal.

Se utilizaron procedimientos y metodologias normalizadas por las normas AOAC 2000 para
la determinacion del analisis quimico proximal de la harina del residuo lignocelulésico del

amaranto (Tabla 9).

Tabla 9. Determinacion del andlisis quimico proximal

Analisis quimico proximal Referencia
Humedad (AOAC 977.11),
Proteina bruta (AOAC 955.04)
Ceniza (AOAC 942.05)
Extracto etéreo (AOAC 920.39)
Fibra bruta (AOAC 962.09)
Fibra dietética total Kit Megazyme (AOAC
2009.01 / AOAC 2011.25)

La determinacién del contenido de los extractos libres de nitrogeno (carbohidratos)se realizé

por calculo indirecto mediante la ecuacién propuesta por (Tarsicio. 2018):

(1)
%ELN = 100 — (%H + %G + %C + %F + %Pc)
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Donde, %ELN = Extracto libre de nitrégeno, %H = porcentaje de humedad de la muestra;
%G = porcentaje de grasa; %C = porcentaje de ceniza; %F = porcentaje de fibra cruda y %Pc

= porcentaje de proteina

6.4 Cuantificacion de componentes estructurales

Asi mismo se evalu6 la cantidad de hemicelulosa, celulosa y lignina presentes en la harina
del residuo lignocelulésico del amaranto. La cantidad de xilano recuperado esta directamente

relacionada con la cantidad de estos componentes.

6.4.1 Determinacion de lignina

Se determind usando el método empleado por Véazquez y col. (2014) el cual se explica a

continuacion:

Se pesaron 0.5 g de muestra y se colocaron en tubo de ensaye, posteriormente se agregaron
5ml de H2SO4 al 72%, se colocd en un bafio maria a 30°C por una hora en agitacion constante,
después se paso a un frasco tipo Schott de vidrio con tapa y se adicion0 agua destilada hasta
diluir el &cido al 4%, a continuacion se colocé el frasco en una autoclave a 121°C (15 Ibs)
por 1 hora después se filtrd el contenido en un filtro tipo Goch a peso constante; el retenido
se colocé junto con el filtro en una estufa a 30°C por 12 horas.

La cantidad de lignina (%L) se determind por diferencia de peso utilizando la siguiente

formula;
2)

%L = (CSR> X100
= \cm

Donde CSR es la cantidad de solidos recuperados y CM la cantidad inicial de la muestra.

6.4.2 Determinacién de holocelulosa

Se determiné el contenido de holocelulosa empleando el método propuesto por Browning.
(1967), el cual se explica a continuacién:
Se pesaron 5 g de muestra y se mezclaron con 300 mL de agua destilada, se dejo reposar por

4 horas y posteriormente se afiadieron 10 gramos de NaClO; (clorito de sodio) y 3 mL de
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acido acético glacial, se colocd en un bafio maria a 70°C y a reflujo durante 30 minutos,
enseguida se filtré a través de un filtro tipo Goch lavandose la muestra con agua fria, el
residuo solido que se quedd en el filtro se traté con 400 mL de NaOH (hidréxido de sodio)
al 1 % durante 35 minutos en agitacion constante, se prosiguié a filtrar nuevamente con agua
tibia hasta obtener un pH igual al inicial.

El porcentaje de holocelulosa se calcul6 mediante la siguiente formula;
@)
%H (PF> 100
=|—)*
° PI

donde % holocelulosa (%H), peso final (PF), peso inicial (PI).

6.4.3 Determinacién de celulosa

la determinacion de celulosa se realizé por la metodologia reportado TAPPIT 212 (1999),
como se menciona a continuacion :se pesé 1g de holocelulosa y se colocd en un matraz de
100 mL, se afiadieron 10 mL de hidréxido de sodio al 17.5 %, y esta mezcla se colocé a un
bafio maria a 25°C por 15 min; manteniendo en agitacién periddica cada 5 min,
posteriormente se afiadieron 5 ml de hidroxido de sodio al 17.5%, nuevamente se colocolo la
muestra por 30 min en el bafio maria agitdndose cada 5 min, enseguida se afiadieron 30 mL
de agua destilada se agito y se deja reposar por 60 min.

A continuacion, con ayuda de un filtro tipo Goch se recuperd el material sélido, haciendo
lavados con hidréxido de sodio al 17.5% (25 mL) y agua destilada (30 mL), el material solido
se depositd en un matraz y se agregd acido acético al 10 % y se dejo reposar por 5 min,
después se agregaron 50 mL de agua destilada y se filtré aplicando vacio, el material sélido
se llevo a una estufa a 70°C para retirar la humedad presente.

El porcentaje de celulosa se calculd de acuerdo a la siguiente formula:
(4)
%C = PF 100
TPl

Donde cantidad de celulosa (%C), peso final (PF), peso inicial (P1).

Para comprobar la reproductibilidad de los experimentos se han realizado por triplicado.
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6.4.4 Determinacién de hemicelulosa

El contenido de hemicelulosa fue obtenido por la diferencia de la holocelulosa obtenida y la
celulosa utilizando la siguiente formula:

Q)
%HM = %H — % C

Donde cantidad de hemicelulosa %HM, cantidad de holocelulosa %H, cantidad de celulosa
%C.

6.5 Extraccion del xilano.

La recuperacion de xilano (Tabla 10) se realizd empleando dos procesos de extraccion,
quimico y fisicoquimico, utilizando dos soluciones de alcali (hidroxido de sodio e hidroxido
de potasio) a diferentes concentraciones; estos procesos se tomaron de la metodologia

descrita por Samanta y col. (2012) con algunas modificaciones.

Se realizd una suspensién en una relacion 1:10 p/v (harina/solucion alcalina) con los
diferentes porcentajes de concentracion (10, 12, 14%) mezclandose adecuadamente. Para
llevar a cabo el primer proceso (fisicoquimico), la suspension se deposito en una autoclave a
una temperatura de 120°C y una presion de 15 Ibs, por un tiempo aproximado de 60 min,
transcurrido este tiempo se dejé enfriar a temperatura ambiente. Para el segundo proceso
(quimico) se realizo la suspension de igual manera y se procedio a incubar en una incubadora
de agitacion orbital a 30°C por 16 horas en agitacion constante. Posteriormente, para ambos
métodos, la suspension se filtro para desechar el material sélido y recuperar el sobrenadante
papel filtro numero 1. Una vez recuperado el sobrenadante se acidifico con acido acético
glacial hasta alcanzar un el pH a 5.5; a continuacion, el sobrenadante se le afiadié dos
volimenes de etanol frio al 85% para su precipitacion; se dejo sedimentar por 20 min a una
temperatura de 4°C, se decant6 para eliminar el exceso de liquido y se le afiadieron otros dos
volumenes de etanol frio al 85% para la recuperacion del xilano se llevé a 4000 rpm por 25
min a 4°C , al finalizar se decantd el sobrenadante para obtener asi el sedimento el cual se

secO en un horno a 50°C por 12 horas.
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Tabla 10. Matriz para la extraccion de xilano

Abreviatura del Método Solucién de alcali
tratamiento

HS10A
HS12A Hidréxido de sodio
HS14A Hidrolisis (10, 12, 14%)
HK10A fisicoquimica
HK12A (Autoclave) Hidréxido de potasio
HK14A (10, 12, 14%)
HS101
HS121 Hidrolisis quimica Hidréxido de sodio
HS141 (Incubacion) (10, 12, 14%)
HK10lI Hidroxido de potasio
HK12I (10, 12, 14%)
HK 141

6.5.1. Rendimiento de los métodos de extraccion xilano

Para determinar el rendimiento de xilano con los métodos de extraccion utilizados se realizd
una adaptacion a la formula propuesta por Samanta y col. (2012).
(7)
% de extraccion = (Xe/Pe) * 10

Donde Xe corresponde a la cantidad de xilano al final del método de extraccion, y Pe a la

cantidad inicial de la harina del residuo lignocelulésico del Amaranthus hypochondriacus.

Asi mismo se utiliz6 la siguiente formula para analizar el porcentaje de extraccion recuperado
de xilano, respecto con la cantidad de hemicelulosa presente.

(8)

, , % de extracccion
% relativo del xilano = % de hemicelulosa * 100
0

6.6. Caracterizacion quimica del xilano extraido.

6.6.1 Difraccion de rayos X

Se obtuvieron los difractogramas que expresan graficamente el comportamiento de la
estructura interna (cristalina o amorfa) que posee el xilano, se utilizé el difractometro de
rayos X (marca Bruker AXS modelo D8 Advance; Alemania) el equipo utiliza la linea Ko de
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cobre (A = 1.5405 A) y un detector SSD160 de alta velocidad para obtener los patrones de

difraccién de alta calidad en menos tiempo.

Los difractogramas fueron tomados haciendo barridos de 0,01° y mediante incidencia rasante
aangulos de 1°y 3° respecto a la superficie de la muestra, es decir, el haz incidente se coloco
fijo y casi paralelo a la muestra y el detector se movio en un rango entre 4° < 2g< 80°. (Rosas
y col, 2016).

6.6.2 Identificacion de grupos funcionales presentes en el xilano mediante

espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Las muestras obtenidas de xilano se analizaron con el espectrometro IR (Perkin Elmer,
modelo Espectrum 100), el cual tiene instalado el software IRsolution y la metodologia de
transformada de Fourier, que ofrece la relacion sefial/ruido para convertir las vibraciones en
espectros. El analisis se realizd tomando 2 mg de muestra para leer el porcentaje de
transmitancia a una longitud de onda de 4000-500 cm™, esta evaluacion permitio comparar

los espectros del xilano extraido con lo ya reportado en la literatura.

6.7 Crecimiento radial

Para medir el crecimiento radial de los hongos filamentosos se llevo a cabo el seguimiento
del cambio de didmetro en funcidn del tiempo haciendo una inoculacion por piquete en el
centro de la caja Petri y haciendo mediciones cada 24 h por 7 dias. La caja Petri contenian

medios de xilano o amaranto a diferentes concentraciones (Tabla 11).

Tabla 11: Matriz para evaluacién del crecimiento radial.

Tratamiento Hongo empleado Concentracion del sustrato
X05 Xilano (5%)
X010 Aspergillus oryzae Xilano (10%)
X05 Harina de amaranto (5%)
X010 Harina de amaranto (10%)
XF5 Xilano (5%)
XF10 Aspergillus flavus Xilano (10%)
AF5 Harina de amaranto (5%)
AF10 Harina de amaranto (10%)
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6.7.1 Cepas de Aspergillus empleadas

Para esta investigacion se utilizaron las cepas de Aspergillus oryzae y Aspergillus flavus,
aisladas de hojas sanas de café, recolectadas del municipio Rancho Grande, Valle Nacional,
Oaxaca, por el grupo de trabajo del cuerpo académico Biotecnologia Sustentable de la
Universidad del Papaloapan. Las cepas se propagaron en cajas Petri con medio PDA
mediante resiembras periddicas y se conservaron en refrigeracion a 4°C. Para la obtencion
del inoculo las cepas mantenidas a 4°C fueron resembradas en cajas Petri con medio PDA
sin gelificar a una temperatura promedio de 40°C y se incubaron a 30°C por 7 dias. Pasado
el tiempo de incubacion se recolectaron las esporas en condiciones estériles agregando 20
mL de una soluciéon de tween 80 al 0.1% (v/v) en cada caja Petri, se homogenizé la
suspension haciendo movimientos circulares (izquierda-derecha y arriba -abajo), se recuperd
la suspension con esporas y se depositd en un tubo Falcon estéril, posteriormente se tomaron
10 mL de la suspension y se realiz6 una dilucion 1:10 con agua destilada para determinar la

concentracion esporas utilizando una cdmara Neubauer (Vasquez. 2013).
6.7.2 Preparacion de los sustratos para evaluar el crecimiento radial.

Para medir el crecimiento radial de los hongos filamentosos se emple0 el xilano extraido con
el método que obtuvo el mayor rendimiento y el rastrojo de amaranto como Unica fuente de
carbono. Para la preparacion de los medios de cultivo, se utilizaron dos niveles de
concentracion, 5 y 10% (p/v) para cada sustrato, suspendidos en una solucién mineral
compuesta de (g/L): 1g KH2PO4, 0.59g MgS04.7H20, 9.76g MES y agar 15%. Los medios
se ajustaron a un pH de 5.5 con &cido acético glacial y se esterilizaron por 10 min a 15Ib.
posteriormente se vertieron 15 mL del medio en cajas Petri.

6.7.3 Inoculacioén

Las cajas con los medios antes mencionados se inocularon en el centro mediante la técnica
de puncién utilizando palillos estériles sumergidos en una solucion de esporas con una
concentracion de 1x107 esporas /mL. Posteriormente se incubaron a 25° C y el crecimiento
se evaluo cada 24 h utilizando una regla graduada, este procedimiento se realizé durante 7
dias (Vasquez. 2013).
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6.7.4 Analisis estadistico.

Para obtener el analisis estadistico en la recuperacion del xilano se utilizd un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias para evaluar cada variable de respuesta por separado (método
y tipo de alcali empleado) y la interaccion entre estas dos variables con respecto a las
concentraciones de alcali utilizado y la cantidad de xilano obtenido.

Para lo cual se empled el software Minitab Statistical versién 17; una vez encontrada la
diferencia con un 0=0.05, se realiz6 una prueba de medias siguiendo la metodologia de

Tukey.

Por otra parte, se utilizé el mismo software y analisis de prueba para evaluar el crecimiento
radial de los hongos filamentosos; en este caso las variables de respuesta fueron la fuente de
carbono empleado (agar- xilano, agar-amaranto), la concentracion (5 y 10%), se analizaron
por separado Yy la interaccion con respecto al crecimiento radial de cada hongo empleado

(Aspergillus oryzae y Aspergillus flavus).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis quimico-proximal al residuo lignocelulosico del amaranto

La caracterizacion fisicoquimica de cualquier residuo lignoceluldsico es un requisito crucial
para su seleccion y validacion como materia prima para la extraccion de un producto o formar
parte de un proceso para el desarrollo de productos u obtencidn de metabolitos (Morrisy col.
1998).

Tabla 12 A. Analisis quimico proximal del amaranto Tabla 12 B. Contenido de fibra dietética total

| Componente Contenido %  Componente Contenido%
Humedad 13.81 +0.39 Fibra dietética 60.4 +1.13
Cenizas 7.57 +0.20 total
Extracto Etéreo 0.56 + 0.06
Proteina Cruda 14.11 + 0.05
Fibra bruta 25.88 + 0.97
ELN 63.94 + 0.55
*ELN= Extracto libre de nitrégeno

NUmeros + corresponden a la desviacion estandar de tres replicas por experimento.

En la Tabla 12 se muestran los valores obtenidos del analisis quimico proximal y se observa
que el principal componente presente en el residuo lignocelulésico del amaranto es el extracto
libre de nitrogeno (carbohidratos) con un valor de 63.94%, una cantidad por encima de lo
reportado en la literatura antes mencionada (Tabla 7, apartado 2.8.3); el alto contenido de
carbohidratos en el residuo de amaranto es importante como fuente de carbono para el
crecimiento microbiano, también es importante en este trabajo para la extraccion de
polimeros, en este caso la hemicelulosa (Yang y col. 2001).

Asi mismo se calcul6 la cantidad de fibra dietética total (Tabla 12 B) en el la harina del
amaranto con un valor de 60.4%, esto hace al residuo de amaranto una materia prima
sumamente relevante y atractiva para su aplicacion directa como ingrediente para algin
producto alimenticio que requiera de los beneficios que tiene la fibra, entre los que destacan
la reduccién la formacion hemorroides y diverticulos, ademas evita el estrefiimiento y

favorece la disminucion del colesterol (Soriano y col. 2004).
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Los valores de proteina cruda, ceniza y extracto etéreo obtenidos estan por debajo de lo
reportado por Gomez y col. (2011) (Tabla 7, apartado 2.8.3), contrariamente las cantidades
de humedad y fibra bruta son mayores a lo que reportan estos autores.

Estas variaciones en la composicion del residuo lignocelulésicos del amaranto pueden ser
debidas al estado fisioldgico de la materia prima y diversos factores ambientales como

variaciones en las condiciones climaticas, y/o los nutrientes del suelo (Morris y col. 1998).

7.2 Composicion quimica del residuo lignocelulésico del amaranto

En la Tabla 13 se muestra la cantidad presente de cada polimero que conforman al residuo
lignocelulo6sico del amaranto, en la que se observa que el contenido de holocelulosa fue de
70.79% de los cuales la hemicelulosa representa un 37.45%, mientras que las celulosa y
lignina un 33.34% y 27.73%, respectivamente. La cantidad de hemicelulosa en el residuo
lignocelul6sico del amaranto es importante ya que estd directamente relacionado con el
porcentaje de extraccion del xilano; esto quiere decir que entre mayor cantidad de
hemicelulosa presente en el residuo de amaranto mayor podra ser el porcentaje de extraccion
del xilano. Por otro lado, las afirmaciones anteriores indican que la cantidad posible a
recuperar de xilano en el residuo de amaranto no superara el valor obtenido por la
hemicelulosa que es de 37.45%.

Por otra parte, no se han encontrado reportes previos analizando el residuo de amaranto que
permita comparar los valores obtenidos de la hemicelulosa, celulosa y lignina, pero los datos
de otros tipos de residuos ya reportados presentan cantidades similares a lo obtenido en este
trabajo (Tabla 2, apartado 2.2).

En la Tabla 13 también se observa que el residuo del amaranto presenta una cantidad
comparable en celulosa y lignina con otros residuos (Tabla 2, apartado 2.2); estos residuos
han sido utilizados para la produccion de enzimas y metabolitos de interés biotecnologico
debido a que estos componentes funcionan como inductores de la actividad enzimatica de
diferentes microorganismos (Rodriguez y Pifieros. 2007), asi mismo se han utilizado para la
extraccion individual de cada polimero (hemicelulosa, celulosa y lignina) debido a las
diferentes aplicaciones que presentan cada uno en los diferentes sectores de la industria

(Lopez y col. 2010), esto es de suma importancia ya que sitla al residuo de amaranto como
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sustrato adecuado para ser evaluado para la extraccion de polimeros y como fuente de

carbono para el crecimiento de hongos filamentosos.

Tabla 13. Composicion quimica del amaranto

Componente Contenido %

Hemicelulosa 37.45 + 0.59
Lignina 27.73+0.11
Celulosa 33.34 + 0.65

Holocelulosa 70.79 + 0.66

Promedio + desviacién estandar n=

7.3 Extraccioén de xilano

Se adoptaron dos métodos (fisicoquimico y quimico) y dos alcalis (NaOH y KOH) a
diferentes concentraciones (10%, 12% 14%) para evaluar la extraccion de xilano en este

trabajo.

En la Tabla 14 se muestran los porcentajes de recuperacion del xilano del residuo del
amaranto obtenidos después de los tratamientos aplicados, cabe destacar que estos
porcentajes permiten estimar el rendimiento real del xilano ya que estos valores estan
directamente relacionados con la base seca del residuo lignocelul6sico. Por otro lado, estos
datos se utilizaron para estimar el porcentaje del xilano recuperado con respecto a la cantidad

de hemicelulosa presente en el residuo de amaranto (Tabla 13).

Tabla 14. Extraccion de xilano utilizando métodos fisicoquimicos y quimicos en base al amaranto

NaOH KOH NaOH KOH

% de alcali

utilizado

10%

Fisicoquimico
(\Vapor)
21.3% + 0.528CPE

Fisicoquimico
(Vapor)
18.6% + 0.77EF¢

Quimico
(Incubacion)
16.6% + 1.3¢H

Quimico
(Incubacién)
15.2% + 0.40M

12%

22.6% +1.75¢

20% + 0.118¢P

18.9% + 1.07PEFC

17.3% + 0.13FH

14%

28.1% +1.94

23.4% +0.44 8

22.3% + 2.025¢

20% + 0.36°PEF

Se reporta el porcentaje de extraccion del xilano en relacion con el peso seco del residuo del amaranto + la
desviacion estandar con tres replicas por experimento. Valores seguidos por la misma letra no presentan
diferencias significativas (P < 0,05)

39



Analizando los datos de la Tabla 14 se observa que la concentracion del alcali, el tipo de
alcali y el método empleado estan directamente relacionados con la recuperacion del xilano;
ya que los datos demuestran que al emplear el método fisicoquimico se obtiene mejores
rendimientos en comparacion al método quimico, de manera similar sucede con los alcalis
empleados dando mejores rendimientos el NaOH que el KOH; esto debido que él NaOH
tiene mejor capacidad para romper los puentes de hidrogeno e hidrolizar los enlaces éster
dando como resultado la hinchazon del residuo, lo que provoca una mejor liberacion del
xilano (Samanta y col. 2012). Por otra parte, los datos también manifestaron que a medida
que aumento la concentracion del alcali, aumento la recuperacion del xilano,

independientemente del tipo de alcali empleado o el método utilizado.

En conclusion, el método fisicoquimico en combinacién con NaOH al 14% fue el mejor
tratamiento en la recuperacién de xilano con un valor de 28.1%, contrariamente el método

quimico con KOH al 10% permitio una recuperacion de 15.2%.

Tabla 15. Porcentaje de recuperacién de xilano en base a la cantidad de hemicelulosa

NaOH KOH NaOH KOH
% qlg alcali Fisicoquimico Fisicoquimico Quimigg Quimico
utilizado (Vapor) (Vapor) (Incubacion)
(Incubacién)
10% 56.88+ 0.52 49.67% + 0.77 44.33% + 1.3 40.59% + 0.40
12% 60.35% + 1.7 53.40% +0.11 50.47 + 1.07 46.19% +0.13
14% 75.03% + 1.9 62.48% + 0.44 59.55% + 2.02 53.40% + 0.36

Se reporta el porcentaje de extraccion del xilano en relacién con la cantidad de hemicelulosa presente en el
residuo del amaranto + la desviacion estandar de tres replicas por experimento.

Como se ha mencionado anteriormente la cantidad de xilano recuperado depende de la
cantidad de hemicelulosa presente en la materia prima de extraccién, por eso en la Tabla 15
se muestran los porcentajes de xilano recuperado de acuerdo a la cantidad presente de
hemicelulosa (37.45%+ 0.5), donde los datos muestran que se logré una recuperaciéon del
75.03% aplicando hidroxido de sodio al 14% en combinacion con la aplicacion de vapor,

estos datos estan por debajo de lo reportado por Samanta y col. (2012), quienes obtuvieron
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una cantidad de hemicelulosa de 38.78 % en el residuo de mazorca de maiz y lograron una

recuperacion de xilano del 83.5%.

Como se puede apreciar en la Tabla 15 no se ha podido extraer toda la cantidad de xilano
posible, esto por el contenido de lignina presente en el residuo de amaranto, ya que esta
dificulta la extraccion debido a los enlaces éter, éster y enlaces glucosidicos que forma con

la hemicelulosa (Nacos y col. 2006, Panthapulakkal. 2014).

7.4 Caracterizacion fisicoguimica del xilano.

7.4.1 ldentificacion de los grupos funcionales del xilano mediante FTIR

El andlisis por técnica infrarrojo FTIR permitié identificar los grupos funcionales
caracteristicos del xilano extraido del forraje amaranto.

Los espectros FTIR del xilano obtenidos con NaOH y KOH por métodos fisicoquimicos y
quimicos se presentan en la Figura 12. En cada uno de los espectros se puede observar la
sefial de vibracion del estiramiento del grupo hidroxilo en el intervalo de 3350 a 3300 cm™,
esta banda se produce como resultado a interaccion fisica entre polimeros, su intensidad esta
influenciada por la concentracion de los mismos de acuerdo a la muestra reportado por
Oliveiray col. 2010. La sefial en 2900 cm™ corresponde a las vibraciones de estiramiento por
enlaces C-H debido a grupos CH2 y CHs; confirmandose estos grupos por las vibraciones de
flexion en las sefiales 1380 cm-! y 918 cm-!, respectivamente, estas sefiales son
caracteristicas de la hemicelulosa (Peng y col. 2009). Respectivamente, las bandas de
absorcion en 1640 a 1600 cm-! estan relacionada con el estiramiento de H-O-H, que se
produce principalmente en el estado amorfo y se ha atribuido a la hidratacion de los
polisacaridos de tipo xilano (Sun y col. 1998). También los extractos obtenidos con los
diferentes alcalis presentaron una banda de absorcion prominente a 1044 cm™! asociada a la
hemicelulosa y se atribuye a la flexién del grupo C-OH. Finalmente, se detecté una banda
aguda a 897cm %, que es tipica de los enlaces B-glucosidicos entre las unidades de azlcar de

las hemicelulosas, en la region anomérica (Sun 'y col. 2005).
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Figura 12. Espectros FTIR del xilano extraido del residuo lignocelulésico del Amaranthus
hypochondriacus. a) HS10, HS121, HS141 b) HS10A, HS12A, HS14A ¢) HK101l, HK121, HK141 d) HK10A,
HK12A, HK14A.

Los tratamientos utilizados en esta investigacién se enfocaron en la obtencion de
hemicelulosa, en este caso de tipo xilano, y hacen suponer la remocién de lignina sin extraer
celulosa. Para confirmar lo anterior, se llevo a cabo el anélisis de los espectros de FTIR para

detectar la presencia de las sefiales caracteristicas de estos polimeros.

Por ello en la Figura 13 se muestran las regiones de las bandas caracteristicas de los
polimeros lignina y celulosa en los espectros FTIR a gran escala.

Las sefiales de la lignina recaen en 1525-1510 cm™, 1460 cm- y 1430-1425 cm-* (Palomar y
col. 2015); sin embargo, utilizando el método quimico analizando no se encontraron sefiales
homologas de la lignina (Figura 13a, y 13c); contrariamente, empleando el método

fisicoquimico se encontrd una sefial compatible con dicho polimero, empleando KOH
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(Figura. 14d, linea puntuada hacia arriba) se observa la sefial en 1460 cm™; sin embargo,
conforme aumenta la concentracion del alcali esta banda va perdiendo su intensidad. Por otro
lado, empleando NaOH la sefial del polimero correspondiente se localiza en 1430 cm™ y
disminuye su intensidad en funcion al incremento a la concentracion del NaOH (Figura 13
b).

Figura 13. Region de los espectros FTIR extraidos para identificar sefiales de lignina. a) HS101, HS12I,
HS141 b) HS10A, HS12A, HS14A c) HK10l, HK12l, HK141 d) HK10A, HK12A, HK14A.

En cuanto a la celulosa, las sefiales caracteristicas del espectro FTIR estan ubicadas en 1645
cm?, 1111 cm™ y 895 cm™ (Cruz y col. 2011). En los espectros obtenidos utilizando el
método fisicoquimico (Figura 14b, 14d) no se encontraron sefiales compatibles con dicho
polimero; contrariamente en el método quimico se presentaron dos sefiales tipicas de la
celulosa ubicadas en 1111 cm™ y 895 cm™, independientemente de la concentracion y tipo

de alcali (Figura 14a 'y 14c).
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Figura 14. Region de los espectros FTIR extraidos para identificar sefiales de celulosa. a) HS10l,
HS121, HS141 b) HS10A, HS12A, HS14A ¢) HK10l, HK12l, HK14l d) HK10A, HK12A, HK14A.

7.4.2 Difraccion de rayos X (DRX)

Los patrones de difraccion de rayos X del xilano extraido con los diferentes tratamientos
(HS10, HS12, HS14, HK10, HK12, HK14, HS10l, HS12l, HS14l, HK10l, HK12l, HK14l)
presentaron una estructura amorfa (Figura 15). Estos fueron comparados con lo reportado en
la literatura; en la Figura 15 se muestra el difractograma correspondiente al xilano analizado

por Wu Shuping y col. (2011) extraido de mazorca de maiz.
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Figura 15. Difractograma del xilano obtenido de residuos de maiz (tomado de Wu Shuping y col. 2011).

En la Figura 16 se observan los diferentes difractogramas del xilano, extraido utilizando el
método fisicoquimico y los dos tipos de alcali (NaOH, KOH), en donde se puede apreciar
que se presenta el plano y la meseta situada en 26= 18°, caracteristicas primordiales del
xilano(Figura 15); también se aprecia un pequefio pico situado en 26= 33° correspondiente a
la lignina (Sabatier y col. 1991); esto concuerda con el analisis por espectroscopia FTIR en
donde se observd una banda caracteristica de la lignina. Esto pico se manifestd con mayor
intensidad en los extractos obtenidos con NaOH (HS10, HS12, HS14) (Figura 16: 4,5,6) y se
mantuvo constante sin importar la concentracion del alcali empleado; mientras que en los
extractos con KOH (HK10, HK12, HK14) (Figura 16: 1, 2, 3) la intensidad de los picos
disminuyo conforme aumento la concentracion del alcali; esto quiere decir que al emplear el
KOH presenta una mejor remocién de la lignina presente en el residuo lignocelulésico del

amaranto.
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Figura 16. Difractograma del xilano extraido del residuo lignocelul6sico del Amaranthus

hypochondriacus aplicando el método fisicoquimico. 1) HK10A 2) HK12A 3) HK14 4) HS10A 5) HS10A
6) HS14A

En la Figura 17 se observan los diferentes difragtogramas del xilano, extraido utilizando el
método quimico y los dos alcalis (NaOH, KOH), en donde se puede apreciar que se presenta
el plano y la meseta situado en 26= 18°, caracteristicas primordiales del xilano (Figura 15),
también se aprecia un picos situados en 26= 34°, 35° 38°, correspondientes a la celulosa
(Fernandez y col .2013) y su intensidad se mantiene constante sin importar la concentracion
del alcali empleado. Esto concuerda con el analisis por espectroscopia FTIR en donde se

observaron sefiales caracteristicas de este polimero.
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Figura 17. Difragtograma del xilano extraido del residuo lignocelulésico del Amaranthus
hypochondriacus aplicando el método quimico 1) HK101 2) HK12l 3) HK141 4) HS101 5) HS121 6) HS141

En referencia a las evidencias mostradas en los espectros FTIR y los difractogramas de rayos
X, se encontraron la presencia de lignina en la extraccion de xilano utilizando el método
fisicoquimico, esto debido al alto contenido de este polimero presente en la materia prima de
extraccion (27.73%). La presencia de este polimero reduce drasticamente el rendimiento de
xilano debido a los enlaces que la unen a los demas polisacéaridos, principalmente con la
hemicelulosa, ocasionando una obstruccién en el desprendimiento de cadenas de xilano de
la matriz de la pared celular de acuerdo a lo reportado por Nacos y col. 2006. Otro factor son
las condiciones del método empleado, al incrementar la concentracion del alcali y la
temperatura se provoca un hinchamiento en la materia prima exponiendo en mayor
concentracion a la hemicelulosa y la lignina siendo este ultimo solubilizado (Singh y col.
2018). En consecuencia, una de las alternativas que sugiere este trabajo para incrementar la
remocion de este polimero es aumentar el tiempo de extraccion de tal manera que haya una
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mayor interaccion del alcali y la materia prima; también incrementar la cantidad de lavados
con etanol frio, ya que este no precipita a la lignina, pero mejora la precipitacion del xilano
(Sun'y col. 2005).

Por otra parte, los resultados también mostraron que en los extractos obtenidos con el método
quimico no se observo la presencia de lignina esto se debe a que este método no es capaz de
exponer a la hemicelulosa que tiene mayor interaccion con los enlaces de la lignina (Samanta
y col. 2012), es decir solo se extrae a la hemicelulosa libre; sin embargo, se observé la

presencia de celulosa.

7.5 Evaluacion de la velocidad del crecimiento radial (VCR) de los hongos
filamentosos

El crecimiento radial que esta descrita por la ecuacion enunciada por Trinci y Pirt. (1975),
en la que se establece que el radio de la colonia esta en funcion del tiempo y la pendiente se

define como la velocidad de crecimiento radial expresado en cm/h.

En las gréficas de las Figuras 18, 19, 20 y 21 se puede observar que 10s microorganismos
utilizados tuvieron la capacidad de crecer en los dos sustratos empleados (xilano, y harina de
amaranto), asi mismo se aprecia la afinidad que present6 cada microorganismo del género
Aspergillus por cada uno de estos. La cepa Aspergillus oryzae crecié mejor en agar-harina
del residuo de amaranto, al 10% de concentracion tuvo un crecimiento del micelio de 6.9 cm
a las 168 h, mientras que al 5% de concentracion del sustrato presentd un crecimiento de
micelio de 6.4 cm; estos valores son similares por lo reportado por Méndez y col. (2018)
quienes reportaron un valor de 6.7 cm. Contrariamente, Aspergillus flavus presentd un
crecimiento del micelio de 4.9 cm a las 168 h en el mismo sustrato a una concentracion del
10% y al 5% de concentracion present6 un crecimiento micelial de 4.4 cm a las 168 h; estos
datos estan por encima por lo reportado por Méndez y col. (2018) quienes reportaron un valor
de 3.7 cm. Sin embargo, cabe resaltar que la concentracion utilizada de la fuente de carbono
por estos investigadores fue del 2%, esto hace suponer que la concentracion del sustrato esta
directamente relacionada con el crecimiento micelial (Ocampo y col. 2005). Por otro lado,

analizando el crecimiento micelial de los hongos filamentosos empleados utilizando agar-
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xilano como fuente de carbono se observd que Aspergillus flavus presento un crecimiento
del micelial a las 168 h de 6.8 cm y 5.3 cm a concentraciones al 10% y 5% respectivamente.
mientras que la cepa Aspergillus oryzae obtuvo valores menores en este sustrato presentando
un crecimiento micelial a las 168 h de 5.4 cm y 3.6 cm a concentraciones de 10% y 5%,
respectivamente. No hay evidencias reportadas que permitan comparar los valores obtenidos
con este sustrato, sin embargo, los datos mostrados presentan una cierta similitud con trabajos
anteriores utilizando microorganismos del género Aspergillus flavus con medios

convencionales.

Por ejemplo, Lépez y col. (2016) y Méndez y col. (2018) analizaron el crecimiento radial de
una cepa de Aspergillus flavus en medio de cultivo PDA y obtuvieron un crecimiento micelial
a las 168 h de 5.3 cm y 5.5 respectivamente, estos datos son similares a lo obtenido en esta
investigacion empleando xilano al 5%, mientras que al subir la concentracién al 10%, el
crecimiento micelial aumento a un valor de 6.8 cm; esto hace al xilano una fuente de carbono
adecuado para el crecimiento de este hongo filamentoso; ya que el medio PDA contiene

monosacéridos de facil asimilacion.

Cinética de crecimiento de xilano al 5 %
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Figura 18. Cinética de crecimiento radial en xilano al 5 %
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Figura 19. Cinética de crecimiento radial en xilano al 10%

Cinética de crecimiento en amaranto al 5%
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Figura 20. Cinética de crecimiento radial en amaranto al 5%
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Cinética de crecimiento en amaranto al 10%
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Figura 21. Cinética de crecimiento radial en amaranto al 10%

Las 2 cepas de hongos filamentosos crecieron en ambos medios de cultivo, agar- harina del
residuo de amaranto y agar-xilano. Sin embargo, la cepa de A. flavus mostré la mayor
velocidad de crecimiento radial de 0.048 cm/h utilizando xilano al 10% como fuente de
carbono y Aspergillus oryzae una velocidad de 0.046 cm/h presentd utilizando la harina del
residuo lignoceluldsico del amaranto 10% (Figura 22) esta cantidad es comparable a lo que
presenta Sanchez y col. (1999) donde utiliza una cepa de Aspergillus oryzae y evalla la VCR
utilizando pulpa de café como sustrato, obteniendo un valor de 0.04 cm/h. También se pudo
observar en la Figura 22 que conforme aumentd la concentracion de los sustratos,

incremento la velocidad de crecimiento radial de los hongos filamentosos.

Con base en que el crecimiento radial y la velocidad de crecimiento son métodos propuestos
para evaluar la capacidad de los hongos para invadir y adaptarse a los nutrientes sobre un

sustrato (Sanchez y col. 1999) entonces se puede decir que la cepa de A. flavus fue la que se
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adaptdé mejor al medio de cultivo agar- xilano por lo tanto esta cepa tiene la capacidad
metabdlica y por ende las enzimas (xilanasas, Xxilosidasas, glucoronidasas, acetilxilano
esterasa, feruloil esterasa) (Montoya y col. 2012) para hidrolizar el xilano y producir
xilooligosacaridos. En contraste, la cepa de Aspergillus oryzae se adapté mejor en el medio
agar- harina del residuo de amaranto debido a la produccion y el tipo de enzimas que presenta

(celulasas, hemicelulasas) (Terebiznik. 1998).

Figura 22 . Velocidad de crecimiento en las diferentes fuentes de carbono.
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Imagenes del crecimiento radial

Durante 7 dias se realiz6 una cinética de crecimiento de los 2 hongos evaluados, en los dos
diferentes medios de cultivo y en sus respectivas concentraciones demostrando la capacidad

de estos hongos de tener una afinidad diferente para cada fuente de carbono (Figura 23y 24).

En la Figura 23 se observa que no hubo una diferencia en el micelio de la cepa de Aspergillus
flavus en los medios con diferentes niveles de concentracidn de sustrato. Mientras que en la

cepa de Aspergillus oryzae se observo un micelio mas algodonoso (Figura 24).

Figura 23. Crecimiento micelial de Aspergillus flavus a) agar-xilano al 10%. b) agar-harina del residuo
de amaranto 10%. c) agar-xilano al 5%. d) agar-harina del residuo de amaranto 5%.

53



Figura 24. Crecimiento micelial de Aspergillus oryzae. a) agar-harina del residuo de amaranto 10%. b)
agar-xilano al 10%. c) agar-harina del residuo de amaranto 5%. d) agar-xilano al 5%.
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8. CONCLUSIONES

Acorde a los resultados obtenidos y los objetivos propuestos en el presente trabajo se
formulan las siguientes conclusiones:

De acuerdo con la caracterizacion quimico proximal, el residuo lignocelulésico del
Amaranthus hypochondriacus representa una alternativa factible para la extraccion de xilano,
asi mismo tiene el potencial para ser utilizado para la extraccion de fibra y proteinas.

El uso de soluciones alcalis utilizando vapor permite una extraccién adecuada de xilano
obtenido del residuo lignocelulésico del Amaranthus hypochondriacus.

El uso de técnicas analiticas como FTIR y DRX permitid verificar la presencia del xilano
extraido del residuo lignocelulésico del Amaranthus hypochondriacus utilizando los
diferentes métodos y alcalis con sus diferentes concentraciones.

Los alcalis utilizados influyeron en la pureza y el rendimiento de la extraccion del xilano,
obteniendo mayor pureza con KOH, mientras que mayor rendimiento con NaOH.

La medicion del crecimiento radial permitié evaluar la capacidad de los hongos filamentosos
(Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus) de hidrolizar la fuente de carbono utilizado; por lo
tanto; el xilano puede emplearse como fuente de carbono en fermentaciones para la
produccion de xilooligosacaridos.

La harina del forraje de Amaranthus hypochondriacus se puede emplear como sustrato para
la evaluacion del crecimiento de hongos filamentos (Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus)
ya que estos son capaces de hidrolizarlos por su capacidad metabdlica (produccion de
enzimas) que poseen.
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9. PERSPECTIVAS

Mejorar el rendimiento de extraccion de xilano del residuo lignocelulésico del amaranto.

Explorar métodos que permitan la obtencién de los Xilooligosacaridos, utilizando xilano o
el residuo lignocelulésico del amaranto como sustrato.

Disefiar e implementar un sistema que permita la produccion de enzimas con interés
biotecnoldgico utilizando xilano o el residuo lignocelulésico del amaranto como sustrato.
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ANexos

Anexo A Procedimientos del analisis quimico proximal

Determinacion de cenizas

Se colocaron 3 crisoles limpios en una estufa a 105° C durante aproximadamente 3 horas,
posteriormente se trasladaron los crisoles de la estufa al desecador para enfriarse a
temperatura ambiente y asi mantener a peso constante, se registraron el peso de cada crisol y
se depositaron 2 g de muestra a cada uno, una vez terminado se llevaron los crisoles a un
parrilla para su incineracion, posteriormente los crisoles se trasladaron a un horno incinerador
(mufla) manteniendo una temperatura de 550° C durante la noche, posteriormente se traslado
el crisol a un desecador hasta obtener una temperatura manipulable, transcurrido el tiempo

se pesaron los crisoles.

La cantidad de cenizas se describe mediante la siguiente formula:

] Peso de ceniza
% de ceniza = * 100
peso de la muestra

Determinacion del extracto etéreo

Se peso dos gramos de muestra en papel filtro previamente formado en dedales o cartuchos
con la muestra en el interior; cuidadosamente se introdujo en el cilindro de extraccion del
aparato Soxhlet para luego colocar 60 ml de éter en el matraz especial (previamente pesado)
con borde esmerilado, el mismo que se coloca en un manto de calor eléctrico controlando
gue no sobrepase los 80° C de temperatura para que comenzara el ciclo de extraccién durante
cuatro horas, una vez terminado este proceso, se metieron los matraces a una estufa por 4
horas para la eliminacion completa del éter, terminado el tiempo se dejo enfriar en un

desecador para posteriormente contabilizar su peso.

La cantidad de extracto etéreo se describe de la siguiente formula:

peso del matraz final—peso del matraz inicial
peso de la muestra original

Cantidad de extracto etéreo = * 100
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Proteina cruda

En un tubo de digestion se agregé 2 g de sulfato de potasio, 1 g de sulfato de cobre
pentahidratado, 1 g de muestra y 10 mL de H2SOs; en funcion del contenido de agua de la
muestra se empez6 con el proceso de digestion evaporando el agua presente en la muestra a
una temperatura de 150°C por 20 minutos, pasado el tiempo se elevd la temperatura a 300°C
por 30 minutos para reducir la produccién de humos blancos, una vez terminado este tiempo
se increment6 de nuevo la temperatura a 400°C por 90 minutos para finalizar la reaccion.
Terminado este proceso se dejé atemperar 'y posteriormente se procedid a una dilucion del
acido agregando 15 mL de agua destilada. Posteriormente se llevé a un proceso de destilacién
donde se introdujo el tubo con la muestra en el destilador y se dosificé con 50 mL de NaOH
juntamente se coloco un matraz de 250 mL a la salida del refrigerante con 40 mL de &cido
Barico y unas gotas de indicador. Se destilé hasta recoger 200 mL en el matraz (40 mL Bérico
+ 160 mL del destilado). Una vez obtenido el destilado se llevo a un proceso de titulacion

con HCI con una concentraciéon de 0.1N.

VALORACION Y CALCULO

La cantidad de nitrdgeno se determind con la formula siguiente:
Nitrogeno=NxV x 14

Donde:

N = Normalidad del acido de valoracion

V = Volumen de &cido consumido

14 = Peso atomico del nitrogeno.
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La cantidad de proteina cruda se determind con la formula siguiente:

Para pasar a contenido de proteinas corregir por el factor adecuado segun la naturaleza de la

muestra. (6.25 por defecto)

% Proteinas = P2/P0 x 100 x F
Donde:

P2: Nitrogeno (mg).

PO: Peso de la muestra (mg).

F: Factor proteinico (6.25 por defecto)
Determinacion de la fibra bruta

Se pesaron 2 g de muestra en un matraz, posteriormente se agrego 200 ml de acido H2SO4
caliente y se mantuvo en ebullicion por 30 minutos a reflujo, para luego filtrar la solucion
caliente a través del papel filtro en un embudo tipo Goch. Luego se regresé el residuo al
matraz para seguir el mismo procedimiento con el NaOH caliente, se mantuvo en ebullicidn
por 30 minutos a reflujo; terminado el proceso se filtro y se lavo con agua caliente, se seco
el residuo durante toda la noche a una temperatura de 105° C pasado el tiempo se contabiliz6
el peso para posteriormente llevarlo a un horno mufla a una temperatura de 500°- 600° C,

hasta que el contenido tome un color blanco; finalmente se dej6 enfriar y se tomo el peso.

La cantidad de fibra cruda se determind con la formula siguiente:

peso de la muestra y el crisol—peso de crisol y ceniza + 100

% de fibra bruta =

cantidad de muestra
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Determinacion de humedad

En una caja Petri a peso constante se deposit6 2g de la muestra debidamente homogeneizada
para luego ser llevada a la estufa y secar el material por 6 horas, una vez terminado el proceso

se dej6 enfriar en un desecador a temperatura ambiente, para posteriormente registrar su peso.

La cantidad de humedad se determiné con la formula siguiente:

peso de la muestra con la caja — peso de la caja con mustra despues del secado
% de humedad =

cantidad de muestra

Determinacion de fibra dietética total.

1.- Se pesé 1.000 + 0.005 g de muestra tratada en vasos de precipitado de 100 ml, por
duplicado (M1 y M2). Juntamente con las muestras se corrieron dos blancos de reactivos

durante cada prueba (B1y B2).

2.- Con agitacion, se agrego a cada vaso 40 ml de solucion mezcla amortiguadora MES-
TRIS, de pH 8.2 a 24°C.

3.- Incubacion con a-amilasa termoestable. Con agitacion a baja velocidad, se agregé a cada
muestra y a cada blanco, 50 ul de solucion de a-amilasa termoestable. Los vasos cubiertos
con papel de aluminio se colocaron en un bafio de agua con agitacion a 95°C y se incubaron
por 35 minutos. En todos los casos la medicion del volumen de solucidn enzimatica se realizé

con micropipeta.

4.- Los vasos se retiraron del bafio caliente y se enfriaron a 60°C. La temperatura del bafio

también se ajustd a 60°C.

5.- Incubacion con proteasa. Se afiadieron 100 pl de solucion de proteasa a las muestras y
blancos. Los vasos cubiertos se incubaron en bafio de agua a 60 £1°C, con agitacién continua

durante 30 minutos.
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6.- Los vasos se retiraron del bafio. Se ajustd el pH al intervalo 4,1-4,8, con solucién adicional
de NaOH 5% o solucion de HCI 5%.

7.- Incubacion con amiloglucosidasa. Se agregaron 200 pl de solucion de amiloglucosidasa,

se cubrieron los vasos y se incubaron en bafio de agua agitado a 60°C durante 30 minutos.

8- Precipitacion de fibra dietética con etanol. A cada muestra y blancos se agregaron 225 ml
de etanol 95% precalentado a 60°C, se cubrieron con papel de aluminio y se permitid que se

forme el precipitado a temperatura ambiente durante 30 minutos.

9.- Para la etapa de filtracion se utilizaron cuatro crisoles filtrantes (correspondientes a las
dos muestras y los dos blancos) tipo Gooch, de 60 ml de capacidad y tamafio de poro grueso
(N° 4). Se registro el peso de los crisoles secos con una precision de 0,1 mg, y a cada uno se
agrego 1,0 gramo de agente filtrante Celite (con la misma precisidn); se humedecid con agua

destilada, se redistribuy6 y aspir6 para formar una capa uniforme de Celite.

10.- Se filtré el precipitado de cada digestién enzimatica del paso 7 a través de un crisol con
Celite, trasvasando todo el liquido y precipitado de manera cuantitativa, utilizando una
bomba de vacio.

11.- El residuo se lavo sucesivamente con dos alicuotas de 15 ml de: a) Etanol 78%. b) Etanol
95%. ¢) Acetona.

12.- Se secaron los crisoles con el residuo en horno a 103°C durante toda la noche.

13.- Se enfriaron los crisoles en desecador y se pesaron con precision de 0,1 mg. Para obtener

el peso de cada residuo, se resto el peso de tara (peso del crisol seco y Celite).

14.- Se analizaron las cenizas de los residuos de M1y B1, y se determiné el contenido de

proteina por MicroKjeldahl en M2y B2.
CALCULOS

R1-;R2 c_p_B
M1+ M2

2

% de FDT = *100
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Donde: M1: muestra 1 (g) M2: muestra 2 (g) R1: residuo de M1 (g) R2: residuo de M2 (g)
C: ceniza de R1 P: proteina de R2 B = blanco

Siendo el blanco:

RB1 + RB2
Blanco = — - BC — BP

Donde: RB1: residuo del blanco 1 (g) RB2: residuo del blanco 2 (g) BC: cenizas de RB1 (g)
BA: proteinas de RB2 (g)

Anexo B andlisis estadistico.

Analisis estadistico de los tratamientos de extraccion de xilano
Se realizo el andlisis estadistico utilizando el software minitab para saber qué tratamiento de

extraccion fue el mejor, se analiz6 mediante la prueba Tukey aplicando 95% de confiabilidad.

Comparisons for EXTRACCION

Tukey Pairwise Comparisons: Response = EXTRACCION, Term =
METODO*SUSTANCIA QUIMICA

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

METODO*SUSTANCIA

QUIMICA N Mean Grouping

Al HS3 3 28.0867 A

Al KO3 3 24.3700 B

Al HS2 3 22.6433 B C

A2 HS3 3 22.2700 B C

Al KO2 3 22.0233 B C D

Al HS1 3 21.3367 B C D E

A2 KO3 3 20.0400 C D E F

A2 HS2 3 18.9400 D E F G

Al KO1 3 18.6500 E F G

A2 KO2 3 17.2700 F G H
A2 HS1 3 16.5967 G H
A2 KO1 3 15.1667 H

Means that do not share a letter are significantly different.
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Analisis estadistico de la velocidad de crecimiento radial

Se realizo el andlisis estadistico utilizando el software minitab para saber qué tratamiento de
extraccion fue el mejor, se analiz6 mediante la prueba Tukey aplicando 95% de confiabilidad.
Tukey Simultaneous 95% Cls

Comparisons for velocidad de crecimiento

Tukey Pairwise Comparisons: Response = velocidad de crecimiento, Term =
sustrato y concentrac

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

sustrato y
concentracion*hongo

empleado N Mean Grouping
x10 b2 3 0.0460000 A

al0 al 3 0.0446667 A

a5 al 3 0.0410000 B

x10 al 3 0.0370000 C

x5 b2 3 0.0350000 C

al0 b2 3 0.0340000 C

a5 b2 3 0.0300000 D

x5 al 3 0.0246667 E

Means that do not share a letter are significantly different.
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