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Resumen

El lirio acuatico (Eichhornia crassipes) es una planta invasora que debe ser
removida de los cuerpos de agua por los problemas que ocasiona. La digestion
anaerobia es una alternativa para la produccion de biogas. Los compuestos
lignocelulésicos presentes en la planta hacen que la hidrdlisis sea lenta, retardando
el tiempo de la digestién anaerobia. En este trabajo se presenta el estudio del efecto
de un pretratamiento enzimatico para mejorar la hidrdlisis de la fraccion sélida del
lirio acuatico y producir una mayor concentracion de compuestos solubles. La
fraccion solida de lirio fue fermentada en reactores hidroliticos anaerobios de lecho
escurrido (RHALE) en lote.

Para evaluar el efecto de este pretratamiento se llevaron a cabo tres cinéticas:

En la primera cinética se determiné el efecto de un extracto enzimatico comercial
(EEC) de la marca Novozymes®), en la hidrélisis y acidogénesis de la fraccion sélida
de lirio acuatico. Los ensayos se realizaron por triplicado en reactores RHALE en
lotes de 300 mL, incubados a 30 °C, durante 20 dias. Se realizaron 4 tratamientos
(R1=Lirio + Lodos + Extracto Enzimatico, R2= Lirio + Extracto Enzimético, R3= Lirio
+ Lodos y R4= Lirio.). Los mejores resultados en este estudio se obtuvieron con el
reactor 1 que contenia el EEC y lodos, con una reduccion de SV del 37% y una

velocidad de producciéon de compuestos solubles de 0.14 gDQO.d.

En la segunda cinética se determiné el efecto de los hongos Aspergillus niger y
Trichoderma harzianum para mejorar la hidrélisis y acidogénesis de la fraccion
sélida del lirio acuético. Para lograr este objetivo se realizaron 3 tratamientos con
sus respectivos triplicados (1=Trichoderma + Lirio, 2= Aspergillus + Lirio y 3= Lirio
(control)). Las columnas usadas para la fermentacion solida fueron conectadas a un
metabolimetro para realizar un analisis respirométrico. Los resultados de este
analisis mostraron una produccion maxima de COz por arriba de 160 mg/gmsi en
todos los tratamientos, siendo el tratamiento con la cepa de Trichoderma la que
presentd la maxima produccion de CO2. Transcurridas 150 h de la fermentacion, las
masas con enzimas fueron empacados en los RHALE como en el estudio anterior.

Se realizaron 3 tratamientos con sus respectivos triplicados (R1= Lirio+Lodos+Masa
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de Trichoderma, R2= Lirio+Lodos + Masa de Aspergillus, R3= Lirio+Lodos+Masa
de Lirio). Los mejores resultados mostraron eficiencias de reduccion de sélidos
volatiles de 28 % para los reactores con hongos y una mejor velocidad de
produccion de DQO de 0.2 gDQO.d, no hubo diferencia significativa respecto a los

tratamientos con hongos.

En una tercera cinética la produccion de enzimas se llevé a cabo por medio de la
fermentacién sélida con Trichoderma harzianum y Aspegillus niger, usando como
sustrato la fraccién sdlida de lirio acuatico durante 7 y 5 dias, obteniendo las mejores
actividades con la cepa de Trichoderma a los 5 dias de fermentacion con valores de
177 Ulgws para xilanasas y 45 U/gus para celulasas.

La masa fermentada de Trichoderma harzianum y el extracto enzimatico extraido
de esta masa, se mezclaron con la fraccion soélida de lirio para llevar a cabo la
hidrolisis y acidogénesis en reactores RHALE. Se realizaron 3 tratamientos con sus
respectivos triplicados (R1= Lirio + Lodos + Masa de Trichoderma, R2= Lirio + Lodos
+ extracto de Trichoderma y R3= Lirio + Lodos como control). Los mejores
resultados mostraron eficiencias de reduccion de solidos de 33 % para el
pretratamiento con la masa fangica, con una velocidad de produccion de DQO de
0.1 gDQO.d?

En los 3 estudios los AGV presentes en la mezcla de lixiviados representaron entre
el 80 y 90 % de la concentracion de la DQO soluble recuperada en el lixiviado y el

acido acético presentd el mayor porcentaje en la mezcla.



Abstract

The water hyacinth (Eichhornia crassipes) is an invasive plant that must be
eliminated from the bodies of water due to the problems it causes. Anaerobic
digestion is an alternative for biogas production. The lignocellulosic compounds
present in the plant make hydrolysis slow, delaying the time of anaerobic digestion.
This paper presents the study of the effect of an enzymatic pretreatment to improve
the hydrolysis of the solid fraction of the water hyacinth and produce a higher
concentration of soluble compounds. The solid fraction of lily was fermented in

anaerobic drained bed hydrolytic reactors (RHALE) in batch.

To evaluate the effect of this pretreatment, three kinetics were carried out:

In the first kinetics the effect of a commercial enzyme extract (CEE) of the brand
Novozymes was determined, in the hydrolysis and acidogenesis of the solid fraction
of water hyacinth. The tests were performed in triplicate in 300 mL RHALE reactors,
incubated at 30 ° C, for 20 days. Four treatments were performed (R1 = water
hyacinth + Sludge + Enzyme Extract, R2 = water hyacinth + Enzyme Extract, R3 =
water hyacinth + Sludge and R4 = water hyacinth). The best results in this study
were obtained with reactor 1 containing the EEC and sludge, with an-SV reduction
of 37% and a production rate of soluble compounds of 0.14 gDQO.d*.

In the second kinetics the effect of the fungi Aspergillus niger and Trichoderma
harzianum was determined to improve the hydrolysis and acidogenesis of the solid
fraction of the water hyacinth. To achieve this goal, 3 treatments were carried out
with their respective triplicates (1 = Trichoderma + water hyacinth, 2 = Aspergillus +
water hyacinth and 3 = water hyacinth (control)). The columns used for solid
fermentation were connected to a metabolimeter to perform a respirometric analysis.
The results of this analysis showed a maximum production of CO2 above 160
mg/gwmsi in all the treatments, being the treatment with the Trichoderma strain the
one that presented the maximum production of CO». After 150 hours of fermentation,
the masses with enzymes were packed in the RHALE as in the previous study. Three

treatments were performed with their respective triplicates (R1 = water hyacinth +
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Sludge + Trichoderma Mass, R2 = water hyacinth + Sludge + Aspergillus Mass, R3
= water hyacinth + Sludge + water hyacinth Mass). The best results showed 28%
volatile solids reduction efficiencies for fungal reactors and a better COD production
rate of 0.2 g COD.d?, there was no significant difference with respect to fungal

treatments.

In a third kinetics the production of enzymes was carried out through solid
fermentation with Trichoderma harzianum and Aspegillus niger, using as a substrate
the solid fraction of water hyacinth for 7 and 5 days, obtaining the best activities with
the Trichoderma strain at 5 days of fermentation with values of 177 U / gws for

xylanases and 45 U / gws for cellulases.

The fermented dough of Trichoderma harzianum and the enzyme extract extracted
from this dough were mixed with the solid water hyacinth fraction to carry out
hydrolysis and acidogenesis in RHALE reactors. Three treatments were performed
with their respective triplicates (R1 = water hyacinth + Sludge + Trichoderma Mass,
R2 = water hyacinth + Sludge + Trichoderma extract and R3 = water hyacinth +
Sludge as control). The best results showed solids reduction efficiencies of 33% for

pretreatment with the fungal mass, with a COD production rate of 0.1 gDQO.d?

In all 3 studies, the volatile fatty acids present in the leachate mixture represented
between 80 and 90% of the concentration of soluble COD recovered in the leachate

and acetic acid had the highest percentage in the mixture.
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CAPITULO 1

1. Introduccién.

1.1. Lirio acuatico (Eichhornia crassipes).
El lirio acuatico o jacinto de agua (Eichhornia crassipes) es una planta acuética
flotante de agua dulce que crece en regiones tropicales y subtropicales del mundo.
Se reproduce asexualmente, a través de estolones, y sexualmente a través de
semillas que son dificiles de controlar, ademas, la semilla puede permanecer
inactiva hasta por 20 afios (Rezania et al.,, 2015b). Es considerada una planta
indeseable; debido a la serie de problemas que acarrea su presencia, estas plantas
acuaticas agotan el oxigeno disuelto en el agua y ponen en peligro la salud de los
animales acuaticos, también bloquean los rios, el sistema de drenaje y el transporte
de agua. Como planta invasora, ha causado un enorme desastre ecoldgico y
econdémico en todo el mundo (Lu et al., 2007, Villamagna y Murphy, 2010).
En condiciones ambientales favorables, el lirio acuatico puede producir 140 millones
de plantas hijas al afio; estas plantas cubren un area en el agua de 1.40 km? con
una biomasa fresca de 28,000 toneladas (Lu et al., 2007).
Su distribucién en México es sumamente amplia, ya que crece en una gran
diversidad de hébitats dulceacuicolas localizados desde el nivel del mar hasta los
2,250 metros de altitud.

Estas plantas amenazan seriamente los sistemas acuaticos de lagos y rios (Chu et
al., 2006) y deben ser removidas cada afio. Por lo tanto, la utilizacion eficiente de la

biomasa del jacinto de agua tiene que ser considerada.

Algunos estudios han reportado el uso de esta planta como adsorbente para
metales pesados presente en aguas contaminadas (Murithi et al., 2014); para la
fitorremediacion (Vijetha et al., 2014); como suplemento proteico en la alimentacion
de rumiantes (Mako et al., 2011); como antimicrobiano en el efecto de los extractivos
(Tharamaiselvi y Jayanathi 2012), como productor de fitoesteroles para la industria
farmacéutica (Fileto-Pérez et al., 2015); para la produccion de biogas (Ochieng y

Kaseje 2014; ; Hernandez et al., 2016); como biocombustible (Bergier et al., 2012;
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Manivannan et al., 2012; Awasthi et al., 2013; Fileto-Pérez et al. 2013; Manivannan
y Narendhirakannan 2014).

La biomasa del lirio acuatico tiene monosacaridos y polisacaridos que contienen
diferentes tipos de azlcares. Los carbohidratos poliméricos en la planta son
principalmente celulosa y hemicelulosa (Rezania et al., 2015a). El contenido de
celulosa en el tallo de la planta es méas bajo que el contenido en las raices (Lara-
Serrano et al., 2016). El crecimiento tan rapido de la planta, asi como la biomasa
gue se genera y los altos contenidos de celulosa y hemicelulosa, hacen que se
considere un material lignoceluldsico adecuado para la generacién de bioenergia
(Rezania et al., 2016; Feng et al., 2017).

El lirio acuético puede ser transformado en biogas por medio de la digestion
anaerobia (DA), (O’Sullivana et al., 2010; Kunatsa, 2013; Njogu et al., 2015);
Hernandez et al., 2016).

1.2. Digestion anaerobia.

Para que se lleve a cabo el proceso de digestion anaerobia, son indispensables una
serie de procesos, los cuales tienen como objetivo la degradacion anaerobia del
material organico, mediante un proceso en multi etapas formado por varias
reacciones en serie y en paralelo (Lopez et al., 2017).

En la actualidad diferentes autores han considerado que la digestion anaerobia esta
conformada por cuatro fases sucesivas: (1) la hidrdlisis, donde los polimeros de alto
peso molecular son degradados a mondémeros solubles, (2) la acidogénesis en
donde los mondmeros solubles son fermentados en acidos organicos tales como
acético, propibnico, y butirico principalmente; (3) la acetogénesis, en donde los
productos generados en la etapa anterior son convertidos en &cido acético,
hidrogeno y diéxido de carbono y (4) la metanogénesis, etapa final encargada de la
produccion de metano a partir del acido acético o de mezclas de hidrogeno y didxido

de carbono (Montalvo y Guerrero, 2003).



1.2.1. Hidralisis.

Las enzimas excretadas por las bacterias hidroliticas y fermentadoras (llamadas
“‘exo-enzimas”) convierten el material complejo no disuelto en compuestos disueltos
de menor peso molecular, que pueden pasar a través de las paredes y membranas
celulares de las bacterias que los consumen. Durante los procesos enzimaticos de
hidrdlisis, las proteinas son hidrolizadas a aminoé&cidos, los polisacéridos a azicares
simples y los lipidos a acidos grasos de cadena larga (AGCL). La hidrolisis es muy
sensible a la temperatura y fluctuaciones en la misma. Esta etapa es por lo general
el primer paso. Aungue en algunos casos incluya un paso preparatorio, es decir, un
pretratamiento fisicoquimico o conminucion, para que se pueda llevar a cabo.

La hidrdlisis puede considerarse el paso limitante durante la digestion anaerobia de
sustratos complejos. Sin embargo, por lo general esto no es debido solamente a la
falta de actividad enzimatica, si no a la disponibilidad de area superficial libre en las
particulas y a la estructura general del sustrato solido (Chandler et al., 1980). Las
bacterias de muchos géneros son los responsables de la hidrdlisis. Entre estas
destacan: Bacteroides, Lactobacillus, Propioni-bacterium, Sphingomonas,
Sporobacterium, Megasphaera, Bifidobacterium, entre otros.

1.2.2. Acidogénesis.
Los compuestos disueltos presentes en las células de las bacterias fermentativas
son fermentados en compuestos simples, los cuales son excretados. Los productos
durante esta fase incluyen acidos grasos volatiles (AGV), alcoholes, &cido lactico,
COg2, Hz, NH3 y H2S; asi como, en material celular nuevo. Durante la acidogénesis,
los productos de la hidrdlisis (aminoacidos, azlcares simples, AGCL), los cuales
son compuestos solubles relativamente pequefios, se difunden en el interior de las
células bacterianas a través de la membrana celular y, posteriormente, son
fermentados u oxidados anaerobicamente. La acidogénesis es una reaccion muy
comun y se lleva a cabo por un grupo grande de microorganismos hidroliticos y no
hidroliticos. Alrededor de un 1% de todas las bacterias conocidas son fermentadoras
(facultativas). Los productos de la acidificacién consisten en una variedad de
compuestos organicos pequefios, principalmente AGV, es decir, acetato y acidos

organicos superiores como propionato y butirato, asi como Hz, COz, acido lactico,
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etanol y amonio. Caracteristicamente, los compuestos neutros como azucares y
proteinas se convierten a AGV y acido carbonico, siendo los productos principales
de la reaccién. Por lo tanto, los organismos fermentativos son designados
comunmente como microorganismos acidificantes o acidogénicos. El tipo de
productos finales dependera de las condiciones en las que se encuentre el medio
en el reactor. Se dice que el AG® para las reacciones acidogénicas son menos
favorables energéticamente con sacarosa como sustrato, ya que depende
fuertemente de la concentracion de Hz que prevalece. Si el H2 se remueve
eficientemente por organismos consumidores de H2, como las arqueas
metandgenas, el acetato sera el producto final principal. Sin embargo, si se retarda
la metanogénesis y se acumula Hz, algunos productos méas reducidos como
propionato y butirato apareceran y, posiblemente algunos otros compuestos aun
mas reducidos como lactato y alcoholes.

La acidogénesis es la etapa de conversibn mas rapida en la cadena trofica
anaerobia. El AG° de las reacciones acidificantes es el mas alto que todas las
conversiones anaerobias, dando como resultado velocidades de crecimiento de las
bacterias, diez o veinte veces mas altas y rendimientos y velocidades de conversion,
cinco veces mayores comparados con las reacciones metanogénicas. Por esa
razén, los reactores anaerobios son susceptibles a la acidificacién, es decir, a
repentinas caidas de pH, cuando existen sobrecargas en los reactores o
perturbaciones por compuestos téxicos. Una vez que se ha consumido la alcalinidad
por los acidos producidos, el pH comienza a bajar, resultando en concentraciones
mas altas de AGV no disociados, y generando una inhibicion mas severa de la
metanogénesis. Esto ultimo, obviamente conduce a una acumulacion mas rapida
de AGV vy, subsecuentemente, a una caida de pH. La mayoria de los
microorganismos acidogénicos también participan de la hidrélisis. Los géneros
Clostridium, Paenibacillus y Ruminococcus estan presentes en todas las fases del
proceso de fermentacion, pero son dominantes en la fase acidogénica. Los géneros
Cytophaga, Flavobacterium y Bacteroides representan el segundo grupo mas
grande de bacterias durante las dos primeras fases de la descomposicidon

anaerobica de la materia organica. Sin embargo, en la fase metanogénica



representan menos del 5% del total de los microorganismos. Esto indica que estos
grupos son los principales responsables de la degradacion de compuestos

monoméricos.

1.2.3. Acetogénesis.
Los productos de la fermentacién son transformados en acetato, hidrogeno (Hz2) y
COg2, asi como en nuevo material celular. Los &cidos grasos de cadena corta
(AGCCQC), diferentes al acetato, que son producidos durante la acidogénesis, son
convertidos posteriormente a acetato, hidrogeno y diéxido de carbono por las
bacterias acetogénicas. Los principales sustratos acetogénicos son el propionato y
butirato, los cuales son intermediarios importantes en la digestion anaerobia. Desde
el punto de vista termodinamico y en condiciones estandar, el AG® de la reaccién es
positivo, por lo que ésta no se produce espontaneamente. El mantenimiento de una
baja concentracion de hidrogeno desplaza el equilibrio de la reaccion de modo que

el AG® se vuelve negativo.

El lactato, etanol, metanol e inclusive el Hz2 y CO2 son convertidos
homoacetogénicamente hasta acetato. Algunos homoacetégenos pueden usar el
CO2 como aceptor de electrones en el metabolismo energético. Ademas del Hz, los
donadores de electrones para la acetogénesis, incluyen una variedad de
compuestos carbonados. La mayoria de las bacterias que llevan a cabo la

acetogénesis son Gram positivas y pertenecen al género Clostridium.

1.2.4. Metanogénesis.

El acetato, bicarbonato, acido férmico o metanol son convertidos a metano, CO2z y
nuevo material celular. Las arqueas metanogénicas se encargan de lograr el paso
final en la conversién anaerobia global de la materia organica a metano y didxido de
carbono. Durante esta Ultima etapa de la degradacion anaerobia de la materia
organica, el grupo de las arqueas metanogénicas se encarga de reducir el didéxido
de carbono utilizando al hidrégeno como donador de electrones y de descarboxilar
el acetato para formar CHa.

Las arqueas metandgenas son anaerobios obligados, con un espectro de sustratos

muy reducido. Algunas unicamente pueden utilizar cierto tipo de sustratos como el
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acetato, metilaminas, metanol, formiato, H2/CO2 y CO. En general para el manejo
de bioreactores los metandgenos se clasifican en dos grandes grupos: los que
convierten el acetato o metandgenos acetoclasticos y los que utilizan el hidrégeno
0 metandgenos hidrogenotroficos.

En la figura 1 se representa de manera general las cuatro etapas de la digestion
anaerobia. Los numeros indican el grupo de bacterias involucrado: 1. Bacterias
hidroliticas y fermentativas, 2. Bacterias acetogénicas, 3. Bacterias homo-

acetogénicas, 4. Metandgenos hidrogenotroficos, 5. Metandgenos acetoclasticos.

Polimeros complejos

Proteinas Carbohidratos Lipidos
Hidrolisis 1 1 1
Amino &cidos, azlicares Acidos grasos, alcoholes
Productos intermedios
Fermentacion Oxidacion
® (Propionato, Butirato, etc.) anaerobia
1 2 1
3 Hidrégeno
Acetato Diéxido de carbono
kmws 5 Hnmﬂa.l:e‘ll:lgél'lﬁms 4 <
acetoclistica hidrogenotréfica
Metano
Ditxido de carbono

Figura 1. Esquema representativo de las reacciones llevadas a cabo durante la digestion

anaerobia de materiales poliméricos (Gujer y Zehnder, 1983).

1.3. Digestion anaerobia de residuos solidos en 2 etapas.
Cuando se tratan residuos solidos con altas cargas organicas es recomendable
hacer el proceso de la digestion anaerobia en dos etapas, (Bouallagui et al., 2005;
Vavilin et al., 2008; Shin et al., 2001). Este proceso se compone de dos reactores
separados, uno para la hidrolisis y acidogénesis y otro para la acetogénesis y
metanogénesis (Koppar y Pullammanapallil, 2008). Esta separacion fisica hace
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posible evitar problemas de operacidn por la inhibicion con amonio y AGV que se
puedan producir en altas concentraciones en las fases de hidrolisis y acidogénesis,
ya que en cada uno de los reactores es posible controlar de mejor manera, las
condiciones para la actividad de los microorganismos involucrados en las dos
etapas (Shin et al., 2001; Vavilin et al., 2001; Cirne et al., 2007). Algunos de los
parametros que se pueden controlar son bajos tiempo de retencion hidraulico o de
sélidos (TRH o TRS), produccion y consumo de 4cidos separados fisicamente entre
si para mantener los niveles de pH adecuado en cada fase (Tchobanoglous et al.,
1993; Mata Alvarez, 2003).

Las principales ventajas de realizar la digestion anaerobia de los residuos soélidos
en dos etapas se mencionan a continuacion (Ariunbaatar et al., 2014):

1. Incremento de la estabilidad de cada uno de los reactores con un mejor control
de pH.

2. Incremento en la actividad especifica de los metanégenos resultando un
rendimiento de metano mas alto.

3. Permite una mayor velocidad de carga.

4. Incremento de la eficiencia de reduccién de DQO y SV.

5. Alto potencial para remover patégenos.

6. Reduccion de la cantidad del residuo sélido.

1.4. Reactor hidrolitico anaerobio de lecho escurrido (RHALE)
En este trabajo se usé un prototipo de reactor hidrolitico anaerobio de lecho
escurrido (RHALE) para llevar a cabo la hidrdélisis y acidogénesis de la fraccién
sélida de lirio acuético. La figura 2 muestra un esquema del RHALE, el cual consiste
en un cilindro adaptado con una placa en la parte inferior con orificios distribuidos
en el area total de la placa, los cuales permiten el paso del liquido de escurrimiento
conteniendo la materia organica que es arrastrada (lixiviado) y evitan la salida de la
fraccion solida empacada, después de la placa con orificios, el reactor, termina con
una forma coénica para la recoleccion del lixiviado. En la parte central superior tiene
adaptado un cilindro el cual sirve para la adicion del material sélido y dos orificios
uno de cada lado de este cilindro en los cuales estan adaptadas mangueras de

plastico, una para la salida del biogas producido y otra para la adicion del liquido de
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escurrimiento. Para obtener la fraccion digerida del material organico (digestato), el
reactor tiene adaptado un cilindro horizontal en un costado y ubicado por encima de
la placa con orificios que permite la salida de los lixiviados (adaptado de Rodriguez
et al., 2015).

Entrada fraccion sélida de
lirio acuatico.

l Entrada

= =
% S —— volumen
escurrimiento

Salidadegases >

Placa con orificios

@ <+— Salidade

digestato

v

Salida de
lixiviado

Figura 2. Esquema del reactor hidrolitico anaerobio de lecho escurrido (RHALE).

1.5. Compuestos lignocelulésicos presentes en el lirio acuatico.
Dado que la biomasa de lirio acuatico contiene estructuras de polisacaridos
principalmente celulosa, hemicelulosa y lignina es importante describir algunas de

las caracteristicas de estos polisacaridos.

1.5.1. Celulosa.
La celulosa es uno de los materiales mas utilizados desde tiempos remotos, y en la
actualidad es la fuente de combustibles organicos, compuestos quimicos, fibras y
materiales necesarios para cubrir necesidades humanas tales como el papel, la

pulpa, las maderas, etc. (Eriksson, 1989; Lynd et al., 1999). El contenido de celulosa



en las plantas depende del grupo taxonémico al que pertenezcan y oscila entre 35
y 50% en peso seco. La celulosa se encuentra embebida en una matriz compuesta
de un numero de moléculas (pectinas, proteinas, almidon y lipidos), la hemicelulosa
y lignina comprenden del 20 al 35%, y del 5 al 30% en peso seco en las plantas,
respectivamente (Peters, 2006). En el lirio acuatico el porcentaje de celulosa en
peso seco oscila entre 18 y 25%.

El arreglo de las moléculas de celulosa en la pared celular de las plantas es
jerarquico. La configuracion tridimensional es estabilizada mediante interacciones
de Van der Waals, y consiste en 30 moléculas lineales, de entre 10,000 y 14,000
unidades de glucosa, que forman una estructura conocida como protofibrilla; ésta a
Su vez se asocia con otras protofibrillas para formar la fibrilla de celulosa (Klemm,
et al., 2005). Por ultimo, las fibrillas se ensamblan entre ellas para formar las fibras
de celulosa que son entrelazadas mediante interacciones no covalentes con la
hemicelulosa y la lignina (Sarath et al, 2008). Dentro de las fibras de celulosa se
distinguen diferentes regiones que van desde las mas organizadas (region
cristalina) hasta las desordenadas (region amorfa).

La naturaleza estructural de la celulosa cristalina la vuelve insoluble en la mayoria
de los solventes incluyendo el agua, y evita que sea atacada por enzimas
microbianas, a este fendmeno se le conoce como recalcitrancia. Las regiones
menos ordenadas se conocen como celulosa para-cristalina, y las regiones amorfas
estan compuestas de estructuras secundarias, que se encuentran en menor
proporcién dentro del arreglo molecular de la celulosa, tales como microfibrillas en
forma de rosca o vueltas, o regiones vacias que dan forma a microporos
superficiales y capilares (Wilder y Albersheim, 1973). Esta heterogeneidad hace que
las fibras sean capaces de hincharse cuando estan parcialmente hidratadas, dando
como resultado que las cavidades y microporos se hagan lo suficientemente amplias
para permitir la penetracion de moléculas mas grandes, desde nutrientes hasta

enzimas.

1.5.2. Hemicelulosa.
La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza. A

diferencia de la celulosa su estructura no es homogénea (Wilder y Albersheim,
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1973). Esta formada por pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (glucosa, galactosa
y manosa) y compuestos fenolicos (como el acido ferudlico y p-cumérico), las
hemicelulosas son polidispersas y altamente ramificadas, con sustituyentes de
diferentes tipos (Bidlack et al., 1992). La frecuencia y composicion de las cadenas
depende de cada especie vegetal en particular y del método con el que fueron
extraidas, el porcentaje de hemicelulosa en el lirio acuatico se encuentra entre 32 -
55%.

Se considera que las moléculas de hemicelulosa se encuentran altamente
entrecruzadas mediante puentes diferdlicos formando una red en la que se
encuentran embebidas las microfibrillas de celulosa, al tiempo que proteinas de la
pared celular también forman puentes con el &cido ferulico, dandole gran resistencia
e insolubilidad a toda la estructura (Bauer et al., 1973). Estas propiedades, junto con

la lignina, contribuyen a la elevada recalcitrancia de los materiales celulésicos.

1.5.3. Lignina.

La lignina es un heteropolimero fendlico sin una composicion estereoquimica
regular, con una funcién protectora de los otros dos componentes polisacaridos, la
celulosa y la hemicelulosa (colectivamente llamados holocelulosa) (Aust, 1995;
Masai et al., 2007).

La lignina representa el 20-30% del peso seco de la madera (Quiroz y Folch, 2011)
y le brinda rigidez a la pared celular de plantas, es por ello que su degradacion
resulta altamente compleja y dificil. El porcentaje de lignina en el lirio acuatico es
entre 3-10% en peso seco. Su estructura se basa en la polimerizacién de tres
alcoholes fenilpropilicos aromaticos: alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico
(Quiroz y Folch, 2011). Debido a su conformacion, la lignina es una molécula
insoluble en agua y junto a la hemicelulosa forman una matriz que encapsula a las

moléculas de celulosa, impidiendo su degradacion.

1.6. Problematica de los compuestos lignocelulésicos en la DA.
Los compuestos de alto peso molecular presentes en el lirio acuéatico, como son

celulosa, hemicelulosa vy lignina deben ser primero hidrolizados, para
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posteriormente, ser fermentados a acidos organicos, alcoholes, H2 y CO2. Debido a
la presencia de estos compuestos en el lirio acuatico se considera que es el paso
limitante, ya que el tiempo de conversién a monémeros mas simples (como hexosas
y pentosas) es muy lento. Esto es debido a que la lignina es muy resistente a la
degradacion por parte de los microorganismos anaerébicos afectando también la
biodegradabilidad de la celulosa y hemicelulosa (Sleat y Mah, 1987; Pavlostathis y
Giraldo-Gomez, 1991; Veeken y Hamelers, 1999). Los principales productos de la
hidrolisis de la celulosa son celobiosa y glucosa, mientras que la hemicelulosa
produce pentosas, hexosas y acidos uronicos. La tasa de hidroélisis depende,
también, del tamafio de las particulas, debido fundamentalmente a la disponibilidad
de superficie para la adsorcion de las enzimas hidroliticas (Pavlostathis y Giraldo-
Gbomez, 1991; Hills y Nakano, 1984).

1.7. Pretratamientos parala biomasa lignocelulésica.
Una de las etapas méas importantes para la conversion de biomasa lignocelulésica
en productos para los biocombustibles es el tratamiento de la biomasa. Aunque
existen numerosos estudios de procesos en los que se realizan hidrélisis y
conversion a productos sin pasar por una etapa previa de tratamiento (Ji et al., 2008;
Morales et al., 2014), es bien sabido que el efecto del pretratamiento de estos
materiales es mas beneficioso en la obtencion de mejores resultados. Los objetivos
del proceso de un pretratamiento son principalmente reducir la cristalinidad de la
celulosa y aumentar la porosidad de los materiales lignoceluldsicos, ademas de
eliminar la lignina y la hemicelulosa. Todo pretratamiento debe cumplir con una serie
de requisitos: (1) mejorar la formacion de azlcares o la capacidad de formarlos
posteriormente en la hidrdlisis, (2) evitar la degradaciéon o pérdida de los hidratos de
carbono, (3) evitar la formacion de subproductos que puedan inhibir etapas
posteriores como en los procesos de hidrolisis y fermentacion, (4) evitar la formacion
de sustancias toxicas que puedan ocasionar un dafilo ambiental y finalmente (5)
deben de ser rentables (Kumar et al., 2009; Mosier et al., 2005, Menon y Rao, 2012).
Por ello, se requiere de un pretratamiento que facilite la disponibilidad de sus
componentes para ser consumidos por los microorganismos que llevan a cabo la

digestion anaerobia. El propésito del pretratamiento es alterar la estructura fisica y
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quimica del sustrato con el fin de hacer que los biopolimeros se vuelvan mas
susceptible a una mayor hidrélisis.

Existen diferentes tipos de pretratamientos, en los cuales se encuentran los fisicos,
quimicos y biologicos. Los métodos de pretratamiento quimico y fisico para la
biomasa lignocelulésica son ampliamente utilizados en varios estudios (Sun y
Cheng, 2002).

Los pretratamientos fisicos, cuyo principal efecto es la reduccion del tamafio de las
particulas, producen un aumento en la tasa de hidrdlisis, y si esta fase es la limitante
del proceso anaerobio, supone un beneficio para el proceso general, produciendo

menores tiempos de retencion y tamafios de reactores menores.

El pretratamiento quimico a menudo implica grandes cantidades de productos
quimicos a alta concentracion con el fin de degradar la lignina y permitir que los
microorganismos productores de celulasa hidrolicen facilmente la celulosa. A pesar
de que los métodos quimicos no requieren mucho tiempo, consumen grandes
cantidades de energia y generan desechos téxicos (Kumar et al. 2009). Los
tratamientos biol6gicos, sin embargo, son amigables con el ambiente.

La tabla 1 presenta algunos pretratamientos fisicos, quimicos y biolégicos con las

ventajas y desventajas que cada uno proporciona.
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Tabla 1. Tipos de pretratamientos para la biomasa lignocelulésica (Menon y Rao, 2012).

Procesos de tratamiento

Ventajas

Limitaciones y desventajas

Tratamientos fisicos

Fragmentacion mecanicay
pirolisis

. Reduce la cristalinidad de
la celulosa

Mayor consumo de energia
de la que se puede obtener
de la biomasa

Explosién de vapor

e  Degradacion de la

hemicelulosa y
transformacién de la
lignina

Destruccion de una porcion
de la fraccién de xilano
Ruptura incompleta de la
lignina

Generacion de compuestos
inhibidores de
microorganismos

Explosion de fibra de

amoniaco

e Aumenta la superficie de
acceso

e No forma compuestos
inhibidores  para las
etapas siguientes

No es eficiente para biomasa
con alto contenido de lignina

Explosion con CO 2

. Reduce el contenido de
lignina

. No produce
téxicos

residuos

No es eficiente para biomasa
contenido de lignina

Pirdlisis por impulsos de
campo eléctrico

e  Obtenci6on de productos
gaseosos Yy liquidos en
condiciones ambientales

e Altera las células
vegetales
e  Requiere de un

equipamiento simple

Temperatura elevada

Produccién de ceniza
Proceso en desarrollo

Tratamientos quimicos

Ozondlisis

. Reduce el contenido de
lignina

. No produce
téxicos

residuos

Requiere
cantidades de ozono
Alto costo

grandes

Hidrélisis acida

. Hidroliza la hemicelulosa
a xilosa y otros azucares

. Altera la estructura de la
lignina

Corrosién de equipo
Formacién de sustancias
toxicas

Alto costo

Hidrélisis alcalina

e  Elimina la hemicelulosa y
la lignina

e Aumenta la superficie de
acceso

Requiere largos tiempos de
residencia

Formacioén de sales
irrecuperables 'y que se
incorporan a la biomasa

Organosolventes

. Hidrdlisis de la lignina y la
hemicelulosa

Los disolventes necesitan
ser drenados del reactor,
evaporado, condensados y
reciclados
Alto costo

Tratamientos biol6gicos

Hidrdlisis enzimatica

e Degrada la celulosa,
hemicelulosa vy lignina
dependiendo del
microrganismo

e  Requiere poca energia

e No produce residuos
toxicos

Hidrdlisis lenta
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1.8. Microorganismos empleados para la hidrolisis de compuestos
lignoceluldsicos.

El uso de microorganismos tanto en el pretratamiento biolégico como en la
produccién de enzimas es crucial (Amriani et al., 2016). La hidrdlisis enzimatica se
considera el método mas eficiente y menos contaminante para generar hexosas y
pentosas a partir de compuestos lignocelulésicos. Sin embargo, el costo de las
enzimas hidroliticas, como la celulasa y hemicelulasa, sigue siendo muy elevado
(Amriani et al., 2016). Por ello, se puede recurrir a la produccion de enzimas que
producen los hongos lignoceluldliticos. El primer aspecto a considerar en el
desarrollo de un sistema de produccion de enzimas es la seleccion del
microorganismo adecuado para el proceso. Las caracteristicas mas deseables para
la seleccidén de un microorganismo productor de enzimas es que el microorganismo
no debe ser patdgeno, ni estar asociado con la produccion de toxinas. Las enzimas
son los catalizadores biol6gicos naturales que permiten que los procesos quimicos
qgue hacen posible la vida ocurran a la velocidad necesaria. Estos catalizadores
también se pueden utilizar para acelerar reacciones quimicas fuera de su ambito

bioldgico (Montiel y Bustos, 2014).

El material celuldsico es particularmente atractivo como fuente de carbono y energia
debido a su bajo costo y su gran abundancia. Sin embargo, debido a su caracter
recalcitrante solamente ciertos organismos (como bacterias y hongos) producen las
enzimas necesarias para utilizarlo (Béguin y Aubert, 1994). Los microorganismos
con capacidad de producir enzimas con actividad celulolitica, son principalmente
degradadores de carbohidratos y generalmente son incapaces de utilizar proteinas
o lipidos como nutrientes para su crecimiento. Entre las bacterias que presentan
actividad celulolitica destacan Cellulomonas y Cytophaga (Enoch et al., 2011); sin
embargo, los hongos son mas utilizados, principalmente por su capacidad para
utilizar distintos tipos de carbohidratos y no verse inhibidos por las concentraciones
elevadas de otros azlcares en el medio (represion catabdlica), como ocurre con las
bacterias (Ali et al. 2011). Los hongos tienen mas éxito que las bacterias en la

hidrolisis de la celulosa presente en materiales de origen lignoceluldsico, ya que
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poseen la capacidad de excretar celulasas que pueden ser aisladas del medio de

cultivo, asi como del micelio.

Se han identificado dos importantes grupos con capacidades celuloliticas. El
primero de ellos es el grupo anaerdbico, que comprende géneros bacterianos
(Clostridium y Ruminococcus) y fungicos (Anaeromyces mucronatus, Caecomyces
communis, Cyllamyces aberencis, Neocallimastix frontalis, Orpinomyces sp. y
Piromyces sp.), (Cazemier et al., 2003; Warnecke et al., 2007; Doi, 2007; Teunissen
y Op den Camp, 1993).

El segundo grupo incluye especies aerObicas habitantes de los suelos,
especialmente los boscosos, tales como las bacterias Cellulomonas (Elberson et
al., 2000) y Streptomyces (Alani et al.,, 2008), y los hongos basidiomicetos
responsables de la pudriciéon de la madera (Baldrian y Valaskova, 2008; Martinez et
al., 2005).

1.9. Hongos filamentosos implicados en la hidrolisis enzimética.

Las especies fungicas producen importantes clases de enzimas que juegan un
papel clave en la descomposicion de materiales organicos, particularmente los
derivados de plantas. Estas enzimas pueden aplicarse en diversas areas
industriales como la produccion de biocombustibles a partir de biomasa vegetal
(Chandel et al., 2012). Muchas de estas enzimas son producidas por hongos, como
los de los géneros Aspergillus, Neurospora y Trichoderma.

Las especies de Trichoderma y Aspergillus se utilizan por varias compafiias como
productores de enzimas que destruyen la biomasa lignocelulésica (Banerjee et al.,
2010). Trichoderma reesei tiene un gran conjunto de enzimas involucradas en la
degradacion de la celulosa (Selig et al., 2008), mientras que Aspergillus niger
produce principalmente enzimas que degradan la hemicelulosa (Stricker et al.
2008).

Algunas especies de Aspergillus, como A. niger y A. oryzae, son de interés industrial
0 se emplean en la fermentacion de alimentos en ciertas regiones (Kozakiewicz
1989).
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Los hongos del género Aspergillus son econdmicamente importante, y se utilizan en
numerosas fermentaciones, incluyendo la produccion de acidos organicos y
biosurfactantes, y también es el méas utilizado en la produccién de enzimas (Hag et
al., 2003). Este tipo de hongos tienen la capacidad de descomponer biomasa
celulésica en glucosa, la cual puede convertirse en productos de valor agregado y
energia, la celulasa se ha convertido en uno de los multicomponentes mas

investigados en los sistemas enzimaticos (Tengerdy y Szakacs, 2003).

Dentro de los hongos filamentosos con mayor capacidad de degradacion de fibra
de origen vegetal, se encuentra el género Trichoderma. Los hongos de este género
son colonizadores de materiales celulésicos y, por lo tanto, a menudo pueden
encontrarse en cualquier material vegetal en descomposicion; asi como, en la
rizosfera de plantas, donde se puede inducir resistencia sistémica frente a
patdgenos (Schuster y Schmoll, 2010). La produccion de celulasas por el género
Trichoderma esta sujeta a una serie de controles genéticos y bioquimicos. Uno de
los controles mas importantes sobre la actividad de estas enzimas es la inhibicion
por producto final. La ultima enzima de la secuencia de hidrdlisis de celulosa, la
celobiasa, es inhibida por glucosa. Probablemente, el inconveniente mas grave del
complejo de celulasas de Trichoderma es su ineficiencia debido a su baja actividad
especifica. Hasta hace poco, las cepas disponibles producian celulasas con
actividad especifica de alrededor de 0.6 U/mg de proteina (Montenecourrt, 1983).
Las celulasas producidas por este hongo filamentoso tienen un alto interés
industrial, ya que se utilizan ampliamente en las industrias alimentaria, textil y de
pulpa y papel (Domingues et al., 2000).

Trichoderma reesei es un ascomiceto del que histéricamente se han aislado
celulasas y xilanasas con aplicaciones industriales (en las industrias de los
alimentos, humana y animal, farmacéutica, textil, del papel y la pulpa, y energética),
por lo que sus enzimas han sido ampliamente estudiadas y han servido como
modelo de la degradaciéon de la celulosa (Druzhinina et al., 2006; Esposito y da
Silva, 1998; Nevalainen et al., 1994).
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Otra especie importante del género Trichoderma es T. harzianum. A este hongo se
le puede encontrar en suelos y materiales orgénicos, pues puede adaptarse a
diferentes condiciones ambientales, lo que le facilita su amplia distribucion. T.
harzianum es también conocido por su capacidad de produccién de toxinas y
antibioticos. En una etapa temprana de crecimiento, T. harzianum muestra un
micelio color blanco y, eventualmente, desarrolla un color verde oscuro después de
la esporulacion. Las colonias de T. harzianum crecen y maduran rapidamente, a los
cinco dias de incubacion en medio de cultivo agar de papa y dextrosa (PDA) a 25
°C. Las especies de este género prefieren un pH acido de 4.5 - 5y se desarrollan
en areas con un excesivo contenido de humedad. Ademas, T. harzianum, produce
enzimas hidroliticas que degradan componentes de la pared celular de muchos
microorganismos, que pueden ser utilizados como fuente de nutrientes (Romero et
al., 2009). Trichoderma harzianum es un hongo filamentoso (Samuels, 2006) y un
agente de biocontrol reconocido que es efectivo contra hongos fitopatdgenos
(Kucuk et al., 2007). T. reesei es el hongo celulolitico mejor estudiado para la
produccién de enzimas (Adav et al., 2012; Peciulyte et al., 2014). Sin embargo, T.
harzianum también produce enzimas capaces de hidrolizar y metabolizar la celulosa
presente en la biomasa vegetal (Benoliel et al., 2013; Vizona et al., 2012). Los
estudios sobre cepas de T. harzianum muestran que es capaz de producir un
complejo celulolitico con mayor actividad de betaglucosidasa que la mostrada por
T. reesei (Benoliel et al., 2013; Da Silva et al., 2016). También se han detectado
endoglucanasa, xilanasa y actividades de celobiohidrolasa (De Castro et al., 2010).
Aunque las enzimas producidas por T. harzianum albergan un gran potencial
biotecnolégico, la mayoria de los estudios en esta especie han sido dirigidas hacia

el area de control biolégico (Perazzolli et al., 2012; Marzano et al., 2013).

1.10. Enzimas implicadas en la hidrolisis de compuestos
lignocelulosicos.

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es catalizada por tres enzimas: la endo--1,4-

glucanasa que hidroliza los enlaces B-1,4 en las regiones amorfas internas de la

celulosa dando largos fragmentos solubles, la exo-B-1,4-glucanasa que separa el

disacarido celobiosa desde los extremos reductores de la molécula y la B-
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glucosidasa que lleva a cabo la hidrolisis de la celobiosa dando como producto

moléculas de glucosa (Withers, 2001).

1.10.1. Celulasas.
Las celulasas son enzimas que hidrolizan los enlaces B-1,4- glucosidicos de la
celulosa dando como productos primarios glucosa, celobiosa y oligosacaridos. Este
grupo del sistema complejo de enzimas es el mas ampliamente estudiado ya que
comprende las endoglucanasas, celobiohidrolasas y B-glucosidasas. Las celulasas
son (glicosil-hidrolasas, y utilizan dos mecanismos de hidrolisis del enlace
glucosidico que generan dos posibles configuraciones estereoquimicas finales. Un
tipo de enzimas llevan a cabo una reaccion en la que el carbono anomérico
mantiene su posicion (mecanismo de retencién) y otro tipo en el que se pierde la
posicion (mecanismo de inversién) (Whiters, 2001). Las glicosil-hidrolasas se
clasifican con base en su secuencia de aminoacidos. Este tipo de clasificacion por
familias permite identificar caracteristicas estructurales de las enzimas, inferir su
mecanismo de accion y determinar las relaciones evolutivas entre ellas. De acuerdo
con el sitio en el que cortan la fibrilla de celulosa se dividen en tres grandes grupos:
Endoglucanasas: Estas son 1,4-B-D-glucan glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4) que se
agrupan en las familias 5, 6, 8, 9 y 12 principalmente, de las glicosil-hidrolasas. La
nomenclatura EC (Enzyme Commission numbers) representa un esquema de
clasificacion numérica para las enzimas, con base en las reacciones
guimicas que catalizan. Las endoglucanasas actuan de forma azarosa sobre las
regiones de celulosa amorfa en el interior del polisacarido, generando
oligosacaridos de diferentes tamafios y, por lo tanto, nuevas cadenas terminales.
Exoglucanasas: Producen principalmente rupturas secuenciales en la molécula de
celulosa a partir de un extremo no reductor y estan representadas por dos grupos
de enzimas: exocelobiohidrolasas o0 celobiohidrolasas (CBH) (1,4-B-
Dglucancelobiohidrolasas) (EC 3.2.1.91) que liberan unidades de celobiosa a partir
del extremo no reductor y exoglucohidrolasas (1,4-B-D-glucan glucohidrolasas) (EC
3.2.1.74) que liberan unidades de glucosa a partir del extremo no reductor e incluyen
también actividad de las celobiohidrolasas produciendo celobiosa por ataque en el

extremo no reductor del polimero. B-Glucosidasas: ;B-D-glucésido glucohidrolasas
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(EC 3.2.1.21) hidrolizan celobiosa y otros B-1,4-oligoglucésidos de cadena corta
para formar glucosa, siendo ésta el resultado final de la accion degradativa del
complejo celulolitico sobre el polimero de celulosa.

1.10.2. Xilanasas.
Las enzimas mas relevantes, con relacion a la ruptura de la estructura de la
lignocelulosa, son las xilanasas, estas enzimas poseen actividad endo-3-1,4-
xilanasas, es decir, hidrolizan el enlace glucosidico presente en la cadena principal
del polimero con lo que facilitan el acceso a otras enzimas para la hidrolisis de la
celulosa y hemicelulosa presentes en la lignocelulosa. Cabe destacar que la
actividad de las xilanasas puede ser clasificada como ayudante en la hidroélisis de
celulosa y hemicelulosa, pero también cumplen un rol principal en la degradacion
de la hemicelulosa. Las xilanasas comprenden un grupo de enzimas capaces de
hidrolizar sustratos ricos en xilano. Estas enzimas han sido usadas extensamente
en procesos industriales tales como la industria del papel y en la alimentaria (Gerber
et al.,, 1997; Coughlan y Hazlewood, 1993). Los hongos filamentosos son
comunmente utilizados para producir xilanasas y se ha conseguido mejorar los
rendimientos de su produccion modificando algunas de sus condiciones de cultivo
(Haltrich et al., 1996). Se ha estudiado que las xilanasas mejoran la hidrélisis de
lignocelulosa efectuada por la accion de celulasas (Hu et al., 2011), esto se explica
porque la principal limitante en la degradacion de las fibras de celulosa es el acceso
gue tienen las enzimas a ésta, por lo tanto, al degradar el xilano presente en el
sustrato se logra una liberacion de las fibras, y con ello una mejor accién de

celulasas (Hu et al., 2011).

Las xilanasas pueden ser clasificadas dentro de las familias 10 y 11 de las glicosil
hidrolasas (GH10 y GH11), (Henrissay et al., 1991). Aun cuando ambos tipos de
enzimas hidrolizan los enlaces endo-$-1,4-xilanasa presentes en las moléculas de
xilano, existen diferencias estructurales y del sustrato sobre el que actian ambas
familias. Las GH10 suelen tener pesos moleculares mas altos y menores puntos
isoeléctricos que las GH11, y estas ultimas no hidrolizan xilanos muy sustituidos
(Kim, 2014).
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1.11. Antecedentes
Debido al alto contenido de compuestos lignocelulésicos en el lirio acuético tales
como celulosa (18-25%), hemicelulosa (32-55%) y lignina (3-10%) como lo reportan
algunos autores (Bhattacharya y Kumar, 2010; Bolenz et al., 1990; Poddar et al.,
1991; Gressel, 2008) hace que esta tenga una alta recalcitrancia ya que dificilmente
estos compuestos son degradados a compuestos mas simples como glucosa que
pueda ser aprovechada por sistemas biol6gicos para obtener diferentes tipos de
productos organicos no contaminantes. La abundancia de esta planta en los
cuerpos de agua, ademas de su incontrolable y rapido crecimiento, ocasiona dafios
hacia actividades recreativas e industriales, generando problemas de salud humana
y a los ecosistemas. Entre los efectos negativos mas importantes pueden citarse la
pérdida de agua de cuerpos de agua por transevaporacion, la disminucién de
oxigeno disuelto, la alteracion irreversible de ecosistemas, ademas de ser nichos
para la reproduccién de mosquitos vectores de enfermedades (Rezania et al., 2015).
Se estima que en México existen alrededor de 40,000 ha con presencia de lirio,
Practicamente todos los lagos de México tienen problemas con esta especie
(Vibrans, 2009; Carrion et al., 2012). EI manejo de la planta presenta problemas
debido a su alto contenido de humedad (95 %), lo que encarece su transporte y
disposicion (Martinez y Gomez, 2007); por ello, se le considera como una biomasa
potencial para la implementacion de estrategias sustentables: una de ellas es la

produccion de enzimas y otra la digestién anaerobia para la produccion de biogas.

Algunos autores que han reportado trabajos sobre estas dos estrategias se

describen a continuacion.

1.11.1. Produccién de enzimas
e Deshpande et al., (2008) evaluaron la produccion de xilanasas con un cultivo
mixto de Trichoderma reesei QM 9414 mutante (T. reesei METRO) y
Aspergillus niger, obteniendo 168,73 Ul/gms a los 9 dias de fermentacion, bajo
las siguientes condiciones: lirio acuatico seco, pretratado con acido sulfurico

y empapado con nutrientes. Los autores concluyeron que el lirio acuatico
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debido a su biomasa lignocelulosica es un sustrato potencial para la
produccion de enzimas sacarificantes (celuloliticas y ligninoliticas).

En 2011 Zhao et al., utilizando lirio acuatico como sustrato y una cepa de
Trichoderma reesei SEMCC-3.217, mostraron que la adiciéon de salvado de
trigo, CaClz, tween 80 y (NH4)2SO4 tuvo un efecto significativo en la
produccion de celulasas, obteniendo altos rendimientos. La optimizacion
mejoro la produccion en cuatro veces (13.4 Ul/gms), después de 7 dias de
fermentacién con respecto a un control sin salvado de trigo y los otros
compuestos.

Manivannan y Narendhirakannan (2014) midieron la produccion de xilanasas
con una cepa de Trichoderma reseei NRRL — 3652 y alcanzaron a los 5 dias
de fermentacion 21.47 Ul/mL, usando lirio acuatico seco, pretratado con
acido sulfarico y empapado con nutrientes.

Amriani et al., en 2016, estudiaron la produccion de celulasas con A. niger,
usando lirio acuético seco a 105 °C y molido a un tamafio de particula entre
0.1 - 1 mm, seguido de una fermentacion sélida con G. boninense (hongo de
la pudricién blanca), 70% de humedad a 30 °C, durante 7 dias, como
pretratamiento para degradar la lignina, reportaron una produccion maxima
de celulasas de 1.035 Ul/mL a los 7 dias de fermentacion. Concluyendo que
el uso de microorganismos tanto en el pretratamiento biolégico como en la
produccion de enzimas es crucial y que la hidrdlisis enzimética se considera
el método mas eficiente y menos contaminante para generar glucosa a partir
de compuestos lignocelulésicos.

Pothiraj et al., (2016), trabajando con lirio acuatico y los hongos Aspergillus
niger y Trichoderma viride para la produccién de celulasas, mostraron una
actividad de 68.3 Ul/mL con Trichoderma viride mientras que con Aspergillus
niger la actividad fue de 46.3 Ul/mL. Las condiciones Optimas para las
celulasas fueron una concentracion de sustrato del 5% (p/v) y un periodo de
incubacion de 6 dias.

Evaluando la produccion de celulasas con un extracto a partir de Pleurotus

ostreatus y empleando como sustrato lirio acuatico, Tovar et al., 2017,
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obtuvieron la mayor produccion de celulasas a las 24 horas de cultivo las

cuales fueron 12.83 Ul/gms hojas y 9.92 Ul/gms para el bulbo. Concluyeron

qgue con el extracto enzimatico crudo de P. ostreatus es posible obtener

mayor actividad enzimatica en comparacion a la inoculacién con micelio-

agar. Asi mismo, obtuvieron mayor actividad enzimatica al emplear como

sustrato hoja de lirio acuético.

La tabla 2 presenta de forma resumida los trabajos sobre la produccién de algunas

enzimas lignocelulésicas, producidas por hongos filamentosos del género

Aspergillus y Trichoderma, en donde se observa que las celulasas y xilanasas son

las mas reportadas.

Tabla 2. Enzimas producidas por hongos a partir del lirio acuético.

Enzima Microorganismo Referencia

Celulasa Aspergillus niger Pothiraj et al., 2016

Celulasa Trichoderma viride Pothiraj et al., 2016

Celulasa Aspergillus niger Amriani et al., 2016

Celulasa Trichoderma reesei SEMCC — 3.217 Zhao et al., 2011

Celulasa Trichoderma reesei Deshpande et al., 2009

Aspergillus niger . ]
Celulasa _ _ Aliy El — Dein, 2008
Aspergillus nidulans
Celulasa Trichoderma reesei Mukhopadhyay y Nandi, 1999
B- :
_ Rhizopus oryzae Karmakar y Ray, 2011
glucosidasa
_ . _ Manivannan y

Xilanasa Trichoderma reesei NRRL 3652 _
Narendhirakannan, 2014

Xilanasa Aspergillus flavus Saha et al., 2012

Xilanasa Trichoderma reesei QM 9414 Deshpande et al., 2008
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1.11.2. Digestion anaerobia.

Jagadish et al., 2012, reportan la digestion anaerobia de lirio usando la planta
cortada en trozos de 2 cm y expuestas al sol durante 7 dias; posteriormente,
secada al horno durante 6 horas. La planta seca fue molida y mezclada con
lodos primarios. Se hicieron 5 tratamientos usando 4 g de polvo de lirio
acuatico con diferentes cantidades de lodos y agua. EI mejor rendimiento
obtenido fue el tratamiento de 25% agua y 75% lodo primario con un
resultado de 0.44 L de biogas /gsv.

Herndndez en 2016 estudiaron la digestion anaerobia de la fraccion liquida
(jugo) de lirio acuético en mezcla con agua residual urbana en reactores por
lote, bajo distintas proporciones (25, 50, 75 y 100% de jugo de lirio). Los
resultados mostraron que a una proporcion de jugo del 75% y 25% de agua
residual, la produccion de biogas fue mayor con una cantidad de metano
acumulada de 289 mL y con eficiencias de remocién de azlcares totales,
DQO vy sdlidos mayores al 80%.

En 2016, Ramirez estudi6 la produccion de biogas a partir de lirio acuatico
triturado y en mezcla con agua residual municipal bajo diferentes
combinaciones (lirio completo, jugo y bagazo), inoculados con lodos
anaerobios e incubados a 35 °C durante 25 dias. Concluyendo que cuando
el lirio acuético se encuentra en mezcla con agua residual se obtiene una
mayor produccion de biogas con un 45% de metano, mientras que la
digestién anaerobia de lirio solo y de la fraccion sélida, el biogas producido
contiene menos del 10% de metano, esto debido a una mayor concentracion
de compuestos lignocelulésicos que son recalcitrantes y no pudieron ser

convertidos a metano durante el tiempo que duré el estudio.

Ramirez en 2017, evaluaron las dos primeras etapas de la digestion
anaerobia: hidrdlisis y acidogenesis de la fraccion solida del lirio acuéatico en
reactores hidroliticos anaerobios de lecho escurrido (RHALE) con diferentes
volimenes del liquido de escurrimiento; observando que el mejor volumen

de escurrimiento fue del 10 % respecto a la masa empacada. Bajo estas
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condiciones obtuvieron en promedio el 40% de reduccion de sdlidos volatiles
y altas concentraciones de compuestos solubles en forma de DQO y AGV
entre los 30 — 33 dias de incubacién a 30 °C.

e Estudios en continuo realizados por Hernandez en 2019, sobre la digestion
anaerobia de lirio acuético en dos etapas: hidrolisis y acidogénesis en un
RHALE y metanogénesis de los lixiviados en mezcla con agua residual
urbana en un UASB, mostraron que en el reactor de hidrolisis y acidogénesis
se obtuvieron eficiencia de reduccion de solidos volatiles y DQO del 37 y 30%
respectivamente. El lixiviado en mezcla con agua residual a una COV de 4.5
gDQO/Lr.d, produjo 7 Lbicgas/d con una composicion de metano del 72%,
concluyendo que la DA del lirio es mas rapida separando el proceso en dos

etapas.

1.12. Justificacion
Debido al crecimiento tan rapido del lirio acuatico y a la serie de problemas que
acarrea su presencia en los cuerpos de agua, se propone la digestién anaerobia en
dos etapas, como una alternativa para un manejo sustentable de esta planta. Los
compuestos lignocelulésicos presentes en el lirio acuatico tales como celulosa,
hemicelulosa vy lignina, hacen que la hidrdlisis de la fraccion sélida en la primera
etapa de la digestion anaerobia sea lenta, debido al tiempo en el que tardan dichos
compuestos en solubilizarse a compuestos mas simples, por ello un pretratamiento
con hongos lignoceluldliticos, puede mejorar la hidrélisis de estos biopolimeros y
mejorar la produccién de compuestos solubles, principalmente los acidos grasos

volatiles en esta primera etapa.

1.13. Hipotesis
Un pretratamiento enzimatico fungico de la fraccién sdlida del lirio acuatico
aumentara la tasa de hidrolisis de sus compuestos lignoceluldsicos y la produccion

de compuestos solubles en la acidogénesis.
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1.14. Objetivos

1.14.1. General
Evaluar el efecto de un pretratamiento enziméatico, a partir de hongos filamentosos,
sobre la hidrdlisis de los compuestos lignoceluldsicos de la fraccion solida del lirio

acuatico y en la produccion de compuestos solubles (AGV) en la etapa acidogénica.

1.14.2. Particulares

» Caracterizar fisicoquimicamente la fraccion sélida del lirio acuatico.

« Evaluar el efecto de un extracto enzimatico comercial en la hidrélisis y

acidogénesis de la fraccion sélida del lirio acuatico.

+ Medir el efecto de un pretratamiento con Aspergillus niger y Trichoderma
harzianum en la hidrélisis y acidogénesis de la fraccion solida de lirio

acuatico.

» Determinar las actividades enziméaticas de los hongos y evaluar el efecto en
la hidrdlisis y acidogénesis de la fraccion solida de lirio con Trichoderma

harzianum.

CAPITULO 2

2. Materiales y métodos

2.1. Estandarizacién de técnicas analiticas.

Se realizaron curvas patréon para la determinacion de la demanda quimica de
oxigeno (DQO) por el método de reflujo cerrado (APHA, 2005), la técnica de
azucares totales (Dubois, 1956) y la determinacién de los &cidos grasos volatiles
por cromatografia de gases.

La tabla 3, muestra las técnicas analiticas que se usaron para la determinacion de

todas las variables.
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Tabla 3. Variables de respuesta y técnicas analiticas.

Variable Técnica
H El pH se determina con un potenciémetro
P HANNA instruments HI 255
Cromatografia de gases con detector de
ionizacion de flama (FID), con un
cromatografo Agilent modelo 7820A.
Técnica colorimétrica: Fenol-sulfarico
(Dubois, 1956)

Acidos grasos volatiles
(AGV)

AzUcares totales

Demanda quimica de Por el método de Reflujo cerrado, (APHA,
oxigeno (DQO) 2005)
Determinacion de solidos , .
(ST, SF, SV) Por gravimetria (APHA, 2005)

Actividad enzimatica Por el método de DNS (Miller, 1960)

En el capitulo 6 (anexos), se describen detalladamente las técnicas utilizadas.

2.2. Recoleccion del lirio acuético del CIBAC.

Las plantas de lirio antes de su extraccion del cuerpo de agua se enjuagaron con
agua del mismo lago para remover sdlidos adheridos en toda la planta. Una vez que
se extrajeron las plantas del cuerpo de agua se depositaron en un costal con orificios

para favorecer el escurrimiento del exceso de agua y se transportaron al laboratorio.

2.3. Molienda de la planta.
Cada planta se cort6 en trozos y se molié a un tamafio de particula de 0.5 cm en un
molino marca TOR-REY-M12-FS.

2.4. Separacion de la fraccién solida y liquida.
La fraccion sélida del lirio fue prensada manualmente para separarla de la liquida
por medio de una malla o tamiz de 0.073 mm.

2.5. Caracterizacion del lirio acuatico.

La fraccion sélida (bagazo) resultante se caracteriz6 con base a los siguientes
parametros: DQO, pH, azucares totales, pH y soélidos por medio de los métodos
descritos en la tabla 2.
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2.6. Caracterizacion del inoculo.
El inéculo utilizado en las cinéticas fueron lodos anaerobios del reactor que trata la
fraccion acuosa de lirio en mezcla con agua residual municipal. Se caracterizaron

por medio de la determinacion de sdlidos totales (ST), fijos (SF) y volatiles (SV).

2.7. Efecto de un extracto enzimético comercial en la hidrolisis y
acidogénesis de la fraccion sélida del lirio acuético.

2.7.1. Pretratamiento enzimatico.

Antes de llevar a cabo la hidrdlisis y acidogénesis de la fraccion sélida de lirio, se
hizo un pretratamiento con enzimas comerciales de la marca Novozymes®, La tabla
4 muestra la cantidad utilizada de cada uno de los complejos enzimaticos
comerciales con sus respectivas actividades. Considerando que la fraccion soélida
del lirio tiene en promedio 80% de humedad y, por lo tanto, de cada kilogramo se
obtienen 200 g de materia seca, se hizo el célculo para obtener la dosis
recomendada por el fabricante de cada una de las preparaciones enzimaticas. A
600 g de fraccion sélida de lirio humeda se le adicionoé las distintas cantidades de
los complejos enziméaticos. La fraccion sélida mas las enzimas fueron incubadas a
50 °C durante 24 horas.

Tabla 4. Complejos enziméticos utilizados en la hidrélisis de la fraccion sélida de lirio

acuatico.
Complejo
Complejo Descrincion enzimatico Actividad
enzimatico b (mL/600 g de enzimatica**
lirio himedo)
NS22086 Complejo de 4.8 600 Ucwcasa/mL
celulasas '
Complejo de :

NS22083 silanasas 1.2 700 Uxilanasa/mL
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NS22018 B-glucosidasas 1.2 300 CBU/mL

NS22019 Coctel enzimatico 1.2 119 FBG/mL

Complejo de

NS22002 :
hemicelulasas

1.2 54 FBG/mL

Donde: Ucmcasa=Actividad carboximetilcelulasa; Uxianasa=Actividad xilanasa; CBU=Actividad celobiasa; FBG=Actividad Beta-

Glucanasa Fungica.

2.7.2. Hidrdlisis y acidogénesis de lafraccion sélida (bagazo) de lirio acuético
en reactores de lecho escurrido (RHALE) en lote.

La fraccién solida recolectada en primavera de 2018 fue inoculada con lodos

anaerobios. Se hicieron 4 tratamientos con y sin los complejos enzimaticos, como

se muestra en el disefio experimental en la tabla 5.

Tabla 5. Disefio experimental de la hidrolisis y acidogénesis de la fraccidn solida de lirio
acuatico en los RHALE.

Bagazo Agua
Tratamientos Bagazo (g) + Lodos (mL) (mL)
Enzima (g)
R1 0 100 25 0
R2 0 100 0 25
R3 100 0 25 0
R4 100 0 0 25

Donde: R1= Lirio+ Lodos+ Extracto Enzimatico, R2= Lirio+ Extracto Enzimatico, R3= Lirio+Lodos y R4= Lirio.
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Los reactores consistieron en columnas de vidrio de 300 mL de volumen, se
realizaron 4 tratamientos diferentes con sus respectivos triplicados (figura 3). El
tratamiento R1 fue empacado con la fraccion sélida de lirio acuatico previamente
tratados con el complejo enzimatico (50 °C durante 24 h, se le adicion6 agua para
iniciar con la misma humedad) y se mezclaron con lodos anaerobios, el R2 fue
empacado solo con la fraccion sélida del lirio acuético previamente tratado con el
complejo enzimético, el R3 fue empacado con la fraccion sélida de lirio en mezcla
con lodos anaerobios provenientes de un reactor UASB que trataba el jugo de lirio
y el R1 consistio en empacar el reactor con solo la fraccion solida del lirio acuético;
para los tratamientos que se le agregaron lodos anaerobios se inocularon con una
proporcion del 25% (V/V), equivalentes a 0.6 gsv/100 gbagazo. A todos los reactores
se le adiciondé un volumen de escurrimiento del 10% respecto al volumen de
operacion del reactor (10 mL). El escurrimiento del lecho se hizo con agua del grifo
para evitar la influencia de otros microorganismos externos al indculo, la cinética
duro 20 dias y fue incubada a una temperatura de 30 £ 2 °C, se midié pH, DQO y
sélidos al inicio y al final de las cinéticas de los biosélidos, del lixiviado producido se

analizaron las variables de volumen de lixiviado, pH, DQO y AGV.

Figura 3. Hidrdlisis y acidogénesis de la fraccion soélida del lirio en reactores en lote.
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2.8. Pretratamiento enzimatico de la fraccion sdlida de lirio con dos cepas

de hongos filamentosos

2.8.1. Seleccion de las cepas fungicas.

Con base en la bibliografia consultada los géneros fungicos mayormente utilizados
para la produccion de enzimas son Aspegillus y Trichoderma, (Banerjee et al.,
2010). Se seleccionaron dos cepas de hongos filamentosos: Aspergillus niger
(C28B25) del laboratorio W-104 y Trichoderma harzianum (PBLA) de la planta piloto
4 de la Universidad Autdnoma Metropolitana unidad Iztapalapa. Trichoderma tiene
un gran conjunto de enzimas involucradas en la degradacion de la celulosa y
hemicelulosa (Selig et al., 2008), mientras que Aspergillus niger produce

principalmente enzimas que degradan las hemicelulosas (Stricker et al., 2008).

2.8.2. Propagacién de las cepas.

Las cepas fueron propagadas en cajas Petri con medio de cultivo PDA (agar papa
dextrosa) mediante resiembras periddicas a 30 °C (el tiempo puede variar hasta 7
dias y esto dependera de la cepa), para su conservacion fueron guardadas en

refrigeracion a 4°C.

Para la produccion del inéculo para la fermentacién en medio solido (FMS) se realiz6
la siembra de la cepa en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio PDA
estéril (121 Ib/plg? durante 15 minutos). Los matraces fueron incubados a 30 °C por
120 horas. Pasado el tiempo de incubacién se cosecharon las esporas agregando
una solucién estéril de tween 80 (1% v/v) a cada matraz. La suspension fue
homogenizada con un agitador magnético, se tomo una alicuota de la suspension
(25 yL) para realizar la cuenta de las esporas en camara de Neubauer y observadas
en un microscopio OLYMPUS, serie BH2-RFCA.
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2.9. Efecto de los hongos Aspergillus niger C28B25 y Trichoderma
harzianum PBLA en la hidrélisis y acidogénesis de lafraccion sélida del

lirio acuético.

2.9.1. Crecimiento de los hongos

La masa fungica para la fermentacion en medio solido se realizé con la siembra de
las cepas fungicas en matraces Erlenmeyer de 250 mL, usando 30 g de la fraccion
solida (bagazo) del lirio acuatico estéril fresco (121 Ib/plg? durante 15 minutos) con

un contenido de humedad del 79 %. Los matraces fueron incubados a 30 °C por

120 horas. Como se muestra en las figuras 4 y 5.

Figura 4. Crecimiento de Aspergillus Figura 5. Crecimiento de Trichoderma
niger C28B25 en bagazo de lirio harzianum PBLA en bagazo de lirio
acuatico. acuatico.

2.9.2. Fermentacién en medio sdélido (andlisis respirométrico) de las cepas
fungicas para la produccion de enzimas.

La fermentacion en medio solido se realizd6 en columnas de vidrio de 2 cm de

diametro interno y 20 cm de longitud. Se llenaron con aproximadamente 9 g de

fraccion sélida de lirio acuatico fresco y 1 g de la masa de los hongos obtenida

previamente de la fermentacion solida con bagazo de lirio estéril (equivalentes al

10% del volumen final), se realizaron 3 tratamientos con sus respectivos triplicados,

como se muestra en la tabla 6. El bagazo de lirio fresco no fue esterilizado.
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Tabla 6. Disefio experimental de la fermentacion en medio sélido con las cepas fangicas
en las columnas.

Tratamientos | Lirio fresco (g)

Masa A. niger

Masa T. harzianum

9) 9)
1 9 0 1
2 9 1 0
3 10 0 0

Las columnas se colocaron en un bafio con agua a temperatura controlada de 30

°C y un flujo de aire no estéril de 20 mL/min por 150 horas. Todas las columnas

estuvieron conectadas a un metabolimetro para

realizar

un analisis de

respirometria, con la finalidad de conocer el tiempo de maxima produccion de COo.

El metabolimetro cuenta con un “software” que indica la produccién de gases

durante la cinética. Las columnas usadas para este trabajo se muestran en la figura

6.

Figura 6. Columnas empacadas con bagazo de lirio acuatico en mezcla con las cepas
fungicas, conectadas a un metabolimetro para medir la respiracion en la FMS.
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2.9.3. Hidrdlisis y acidogénesis de bagazo de lirio inoculado con las cepas
fangicas en los RHALE

La fraccion sélida recolectada en otofio de 2018 fue empacada en reactores

hidroliticos de lecho escurrido (RHALE) en lote, inoculada con lodos anaerobios y

usando la masa fangica obtenida después de la FMS como fuente de enzimas,

segun el disefio experimental presentado en la Tabla 7.

Tabla 7. Disefio experimental para la hidrélisis y acidogénesis del bagazo de lirio acuético

en los RHALE.
Bagazo Lirio Masa Masa Lodos
Tratamientos | fresco | fresco | A. niger | T. harzianum | anaerobios

(9) (9) (9sv)

(9) (9) "

R1 90 0 0 10 0.6

R2 90 0 10 0 0.6

R3 90 10 0 0 0.6

R1= Lirio+Lodos+Masa Trichoderma, R2= Lirio+Lodos + Masa Aspergillus, R3= Lirio+Lodos+Masa Lirio después de FMS.

Los reactores consistieron en columnas de vidrio de 300 mL de volumen, se
realizaron 3 tratamientos diferentes con sus respectivos triplicados, el tratamiento
R1 consistié en empacar el reactor con la fraccion soélida del lirio acuético en mezcla
con lodos anaerobios y el 10% de la masa de Trichoderma obtenida de la
fermentacién anterior, el R2 fue empacado con la fraccion sélida de lirio en mezcla
con lodos anaerobios y el 10% de la masa de Aspergillus; el R3 fue empacado con
la fraccion solida de lirio acuético en mezcla con lodos anaerobios y 10% de la masa
del control de la fermentacién anterior, para todos los tratamientos que se le
agregaron lodos anaerobios se inocularon con 0.6 gsv/100 Qbagazo. A todos los
reactores se le adiciond diariamente un volumen de escurrimiento del 10% respecto

a la masa empacada (10 mL) con agua del grifo.

33



2.10. Medicion de las actividades enzimaticas de Aspergillus niger y

Trichoderma harzianum.

2.10.1. Crecimiento de los hongos.

El in6dculo para la fermentacion en medio solido se realizé con la siembra de las
cepas fungicas en matraces Erlenmeyer de 250 mL, usando 30 g de la fraccion
solida (bagazo) del lirio acuatico fresco estéril (121 Ib/plg? durante 15 minutos). Los
matraces fueron incubados a 30 °C durante 5 dias.

2.10.2. Extraccion de las enzimas producidas por las cepas fungicas.
Transcurridos los 5 dias de fermentacion, se tomé 1 g de masa fermentada (MF) y
se diluy6 en 4 mL de Tris HCL al 20 mM pH 7.2. Se agit6 en vortex durante 1 min.
Posteriormente, se centrifugd a 3600 rpm durante 15 minutos y se tomé 1 mL del
sobrenadante. Las muestras se congelaron hasta su andlisis. Esto fue realizado

por duplicado.

2.10.3. Determinacion de las actividades enziméticas.

Las actividades enzimaticas se determinaron midiendo los azlcares reductores
liberados de la hidrdlisis, por el método de DNS (Miller 1960). Segun el método, los
azucares reductores pueden reducir al acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) bajo
determinadas condiciones. Cuando el &cido 3,5-dinitrosalicilico es reducido en
presencia de calor, por los azlcares reductores que entran en contacto con él, se
desarrolla un cambio de color parecido al café (con variaciones de amarillo hasta
café). El cambio de coloracion puede entonces determinarse por lecturas de
densidad Optica, leidas por espectrofotometria a una determinada longitud de onda.
La concentracion de los azucares reductores totales liberados en la muestra se
determina haciendo una interpolacién con una curva patrén segun el azlcar

utilizado, graficando la absorbancia en funcion de la concentracion.

2.10.4. Cuantificacion de las actividades enziméticas.
Preparacion de la curva patrén
e En 1 tubo de ensayo se colocd 1 mL de solucién de glucosa o

dextrosa 5 mg/mL; posteriormente, se realiz6 una dilucion en serie
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(de 5 mg/mL a 0.078 mg/mL) en el resto de los tubos y se agregaron
1.5 mL de reactivo de DNS.

Preparacion del blanco:

e En 2 tubos de ensayo se agregd 1 mL de agua destiladay 1.5 mL de

DNS a cada tubo.
Preparacion de los sustratos:

e En 3 tubos de ensayo se afiadieron 0.9 mL de sustrato de xilano de
abedul (0.25% en buffer de acetatos), 1.5 mL de DNS y 0.1 mL de
buffer de acetatos 0.1 M a pH =5.2.

e En 3 tubos de ensayo se pusieron 0.9 mL de sustrato de carboximetil
celulosa (0.25% en buffer de acetatos), 1.5 mL de DNS y 0.1 mL de
buffer de acetatos 0.1 M a pH =5.2.

Preparacion de tubos control para los distintos tratamientos:

e Dependiendo del nimero de tratamientos se prepara un tubo de
ensayo control que contiene 0.9 mL de buffer, 0.1 mL de extracto de
la MF y 1.5 mL de DNS.

2.10.4.1. Actividad de celulasas.

1. Se colocaron tubos de ensayo en un bafio con agua a 40 °C con 0.9 mL de
sustrato de carboximetilcelulosa (0.25% p/v)

2. Cada 10 segundos se adicionaron 0.1 mL del extracto obtenido de la MF en el
tubo correspondiente.

3. Se incubo por 30 min.

Posteriormente para detener la reacciéon se adicioné 1.5 mL de reactivo DNS cada

10 segundos a cada tubo, como en el punto 2. Esto para detener la reaccion de

los tubos en el mismo tiempo, es decir, después de los 30 min.

2.10.4.2. Actividad de xilanasas
1. Se colocaron tubos de ensayo en un bafio con agua a 40 °C con 0.9 mL de
sustrato de Xilano de abedul (0.25% p/v)
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2. Cada 10 segundos se adicionaron 0.1 mL de extracto obtenido de la MF en el
tubo correspondiente.
Se incubo por 15 min.
Para detener la reaccion se adicionaron 1.5 mL de reactivo DNS cada 10
segundos a cada tubo, como en el punto 2. Esto para detener la reaccion de

los tubos en el mismo tiempo, es decir, después de los 30 min.

Posteriormente las muestras se incubaron en bafio maria a ebulliciéon durante 10
minutos, se dejaron enfriar con agua a contracorriente y se midio la absorbancia en

un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 640 nm.

La cuantificacidon se hizo considerando que una unidad de actividad enzimatica (Ul)
se define como la cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de

azucares reductores por minuto bajo las condiciones de ensayo.

2.11. Hidrdlisis y acidogénesis del bagazo de lirio en los RHALE con la
adicion de la masa y extracto enziméaticos de Trichoderma harzianum
La fraccién sdlida recolectada en verano de 2019 fue empacada en reactores
hidroliticos de lecho escurrido (RHALE) en lote, usando la masa fungica y el extracto
enzimatico de T. harzianum obtenido después de la FMS, segun el disefio

experimental presentado en la Tabla 8.

Tabla 8. Disefio experimental para la hidrélisis y acidogénesis del bagazo de lirio acuético
en los RHALE adicionanado la masa y extracto enzimaticos de T. harzianum.

Masa Extracto
. Bagazo . . Inoculo
Tratamientos @) fermentada de T. | enzimatico de T. (@)
J harzianum (g) harzianum (mL) Jev
R1 90 10 0 0.6
R2 100 0 10 0.6
R3 100 0 0 0.6

R1= Lirio+Lodos+Masa fermentada de T. harzianum., R2= Lirio+Lodos + Extracto enzimatico de T. harzianum, R3=

Lirio+Lodos (control).
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Los reactores consistieron en columnas de vidrio de 300 mL de volumen, se
realizaron 3 tratamientos diferentes con sus respectivos triplicados, el tratamiento
R1 consisti6 en empacar el reactor con la fraccion soélida del lirio acuéatico en mezcla
con lodos anaerobios y el 10% (p/p) de la masa fermentada de T. harzianum.
obtenida de la FMS, el R2 fue empacado con la fraccion solida de lirio en mezcla
con lodos anaerobios y el 10% (p/v) del extracto enzimatico de T. harzianum, este
extracto se obtuvo tomando 20 g de la masa fermentada de T. harzianum en 50 mL
de una solucion estéril de tween 80 (1% v/v), el extracto fue filtrado con una gasa 'y
el liquido recuperado fue de 40 mL el cual se tomd como el extracto enzimatico; el
R3 fue empacado con la fraccién soélida de lirio acuatico en mezcla con lodos
anaerobios y sirvié como control para este ensayo. Los lodos anaerobios agregados
en los tratamientos fueron con una proporcién del 25% (v/v) que corresponde a 0.6
gsv/100 Qbagazo. A todos los reactores se le adiciono diariamente un volumen de

escurrimiento del 10% respecto a la masa empacada (10 mL), con agua del grifo.

2.12. Analisis estadistico.

Con base a los resultados obtenidos se realizé un disefio completamente al azar
(DCA) de un factor, para cada una de las variables obtenidas (DQO, reduccion de
sélidos, azucares totales, COz2), con un nivel de significancia de 0.05, para el analisis
estadistico de la actividad enzimatica, al ser solo dos tratamientos con duplicado,
se realiz6é una t de Student para muestras independientes, los analisis fueron

realizados con el programa de SPSS ahora llamado PASW Statistics 18.

CAPITULO 3

3. Resultados y discusion.

3.1. Estandarizacion de las técnicas analiticas.

Las figuras 7, 8 y 9 muestran las curvas patron usadas para la cuantificacion de la
demanda quimica de oxigeno (DQO), azucares totales y los azucares reductores
para las actividades enzimaticas, en cada uno de los tratamientos realizados. Las

curvas patrén, muestran una muy buena linealidad con una R? por arriba de 0.99, lo
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que indica que fueron confiables para la cuantificacion de los azucares y la DQO

producidas o consumidas durante la hidrdlisis y acidogénesis de la fraccion soélida

del lirio acuético.
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Figura 7. Curva patrén de DQO y ecuacion de la recta.
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Figura 8. Curva patron de azUcares totales y ecuacion de la recta.
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Figura 9. Curva patron de azlcares reductores y ecuacion de la recta.

La recoleccion del lirio acuatico se realiz6 en el Centro de Investigaciones Biologicas

y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC). La tabla 9 muestra los resultados de la

caracterizacion de la fraccion sélida del lirio acuatico en la temporada de primavera

y otofio de 2018 y en la de verano de 2019.

Tabla 9. Caracterizacion fisicoquimica de la fraccion sélida del lirio acuatico.

Variable Primavera 18 Otofio 18 Verano 19
pH 7.13%0.1 6.46 + 0.04 6.80 + 0.09
Solidos totales (g/kgbagazo) 122.45 + 2.62 185+5.2 165 + 4.6
Solidos fijos (g/kgbagazo) 14.96 +0.37 231051 19+0.13
Solidos volatiles (g/kgbagazo) 107.5+3 162 +4.7 146 £ 4.7
DQO (gogo/gsv) 0.84 +0.03 12+0.14 0.6 +0.06
AzUlcares totales (gazucares/gsv) 0.16 +0.01 0.14 +0.02 0.09 + 0.005

Se puede observar que el valor de pH del bagazo en primavera de 2018 y verano

de 2019 tiende a la neutralidad, mientras que en el otofio de 2018 el pH se encuentra

ligeramente &cido, en otofio se observa una mayor cantidad de materia organica
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representada en solidos volatiles y DQO respecto a primavera y verano, esto se
puede deber a las temporadas de lluvias y por ende a que el lirio se compone
principalmente de plantas adultas y tiene la capacidad de absorber una gran
cantidad de agua y compuestos inorganicos del agua. Los solidos volatiles (SV)
representan el 88 % respecto a los solidos totales en todas las temporadas, esta
cantidad tanto de DQO como de SV pueden ser aprovechados como sustrato para
los microorganismos anaerobios. Los sdlidos fijos (12% de los sdlidos totales) estan
asociados a las sales y/o compuestos inorganicos (cenizas) y pueden estar
representando los nutrientes y algunos metales que la planta toma del lago de

Cuemanco, como lo mencionan Miranda y Lot (1999).

3.3. Cinéticas en lote para determinar el efecto de un extracto enzimético
comercial en la hidrélisis y acidogénesis de la fraccion sélida del lirio
acuatico.

La Tabla 10 muestra los resultados de las variables analizadas en los distintos

tratamientos de los RHALE al inicio y final de las cinéticas. La masa empacada para

cada tratamiento fue de 100 g con un contenido de humedad entre 87 y 88% como
se describe en el capitulo 2 seccién 7.2. Se puede observar que en todos los

tratamientos presentan una disminucién en el pH al final de las cinéticas, debido a

una acumulacién de compuestos solubles provenientes de la fermentacion, como

acidos grasos volatiles producidos de los solidos volatiles del lirio. Este
comportamiento ha sido reportado por Rodriguez et al., (2015), que utilizaron la
fraccion solida de residuos urbanos (FORSU) en este mismo tipo de reactores y por

Hernandez, (2019) que trabajo la digestidbn anaerobia de lirio acuatico en dos

etapas, en un reactor RHALE en continuo para la hidrélisis y acidogénesis y en un

UASB para la metanogénesis de la fraccion liquida de lirio en mezcla con agua

residual y lixiviados del RHALE.

En la tabla 10 se observa que la DQO y los azucares disminuyen al final de las
cinéticas, no hubo diferencias significativas en los tratamientos en la reduccion de
la DQO en el biosélido (para R1 fue de 38%, R2 de 41%, R3 de 37 % y R4 de 39%),

sin embargo para los azucares totales, la mayor reduccion de azucares se obtuvo
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en los reactores R1 y R2 que contenian extracto enzimatico con reducciones del 49

y 47% respectivamente, respecto a los a los reactores R3 y R4 (39 y

36%r respectivamente).

Tabla 10. Variables respuesta de la hidrdlisis y acidogénesis de la fraccidn sélida de lirio
acudatico en presencia y ausencia de extracto enziméatico, al inicio y final de las cinéticas

en los RHALE.
ST SV nSv
Tratamiento | Dia pH DQO (g) | Azucares (9) (gst/ (9sv/ (%)
kg Bagazo) kg Bagazo)
0 |7.01%0.02 26 £0.2 6+0.2 136+7.9 125+ 1.6
R1 37+3
20 | 6.71+0.09 16+ 6 31%2 9549 78+6.5
0 |6.88%0.07 22417 41+0.3 13445 118 45
R2 305
20 | 5.85+0.6 13 £7 22+1 9146 82.546.5
0 |[7.39+0.02 | 22+0.001 4.8+0.16 129+ 0.26 111+0.095
R3 32+0.4
20 | 6.55+0.3 14+4 29+3 86+ 0.64 75.5+ 0.42
0 7.13+0.1 21+0.2 37+0.2 121+0.74 106+ 0.25
R4 29+05
20 |6.19+0.85 13+3 237+5 82+ 4.9 75.5+0.42

Donde: R1= Lirio+ Lodos+ Extracto Enzimatico, R2= Lirio+ Extracto Enzimatico, R3= Lirio+Lodos y R4= Lirio.

La fraccion sdélida (R1) que se inoculé con lodos anaerobios mas el extracto
enzimatico presentd la mayor reduccién de sélidos volatiles (37%) respecto a los
demas tratamientos, ya que al hacer el analisis estadistico los demas tratamientos
no presentaron diferencia significativa entre R2, R3 y R4. siendo 1.3 veces mayor
la reduccion del R1 con respecto al control (R3). Hernandez, (2019) evalué la
digestiébn anaerobia de lirio acuatico en dos etapas, en un reactor RHALE en
continuo para la hidrélisis y acidogénesis y en un UASB para la metanogénesis de
la fraccion sélida en mezcla con AR vy lixiviados. La primera cinética lo realiz6 en
lote en un RHALE de 6 L, reportando una reduccién de sélidos volatiles del 42 % a
50 dias de cinética, por otra parte, Ramirez, en su tesis de Especializaciéon (2017),
trabajo con la fraccion solida de lirio en reactores RHALE, reportando una reduccion
de solidos volatiles del 40 % a 30 dias de cinética, estos valores fueron cercanos a
los obtenidos en este analisis con el reactor R1, pero en un tiempo de cinética menor

(20 dias). Con estos resultados se puede decir que el agregar el extracto enzimatico
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se favorecio la hidrolisis de los compuestos lignoceluldsicos presentes en la fraccion
sélida del lirio acuatico, favoreciendo la solubilizacion de los compuestos orgéanicos

como se muestra en la figura 11.

3.3.1. Comportamiento y produccién de los lixiviados generados en los
RHALE.

La figura 10 muestra el perfil de pH de los lixiviados producidos en los RHALE a
través del tiempo. Puede observarse, que en los tratamientos R1 y R2 a los cuales
se les agrego el EE presentan un descenso en el pH en los primeros 3 dias,
aumentando su valor entre 5.5 y 6 al final de la cinética. El pH de los lixiviados de
los tratamientos R3 y R4 aumentan ligeramente en los 3 primeros dias;
posteriormente, existe un descenso importante después del dia 6 permaneciendo
constante hasta el final de la cinética. Algunos autores sugieren que el pH éptimo
para mejorar la actividad de las bacterias en la hidrélisis y acidogénesis esta
comprendido entre 4 y 6.5 (Yu et al., 2002) rango en el cual se encontraron todos
los tratamientos.

La disminucién en el pH en el caso de algunos reactores se puede deber a una
mayor acumulacion de AGV que se producen en la etapa acidogénica, ya que el
AG° de las reacciones acidificantes es el mas alto que todas las conversiones
anaerobias en esta etapa. Por esa razon, los reactores anaerobios son susceptibles
a la acidificacion, es decir, a repentinas caidas de pH, cuando existen sobrecargas
en los reactores o perturbaciones por compuestos toxicos. Una vez que se ha
consumido la alcalinidad por los &cidos producidos, el pH comienza a bajar,
resultando en concentraciones mas altas de AGV no disociados. Esto ultimo,
obviamente conduce a una acumulacién mas rapida de AGV y, subsecuentemente,

a una caida de pH (Van Lier et al., 2007).
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Figura 10. Perfil de pH en los lixiviados producidos en los RHALE, durante la fermentacion

de la fraccion sélida de lirio acuatico. Ri= Lirio+ Lodos+ Extracto Enzimatico, R2= Lirio+ Extracto Enzimatico,
R3= Lirio+Lodos y R4= Lirio.

La figura 11 muestra la evolucion de la DQO soluble en los lixiviados de los distintos

tratamientos.

25
20
jry
% 15 R1
(@)
o R2
a 10
R3
5 R4
0

0 5 10 15 20 25
Tiempo (Dias)

Figura 11. Evolucion de la DQO soluble en los lixiviados de los RHALE. Ri1= Lirio+ Lodos+
Extracto Enzimatico, R2= Lirio+ Extracto Enzimatico, R3= Lirio+Lodos y R4= Lirio.

Se puede observar que a los 3 dias de fermentacion los reactores que contenian el
extracto enzimético (R1 y R2), presentan la mayor concentracion de DQO soluble
(22.3 g/L y 19.4 g/L respectivamente); sin embargo, a partir de los 3 dias se empieza

a ver una disminucion importante en la DQO que coincide con un aumento en el pH

43



gue pudo haber favorecido la formacion de otros compuestos como gases que no
se cuantificaron (COz2, Hz, NHs, CHa). Los reactores R3 y R4 muestran un aumento
de la DQO soluble del dia 2 al 8, disminuyendo al final de las cinéticas a valores
similares a los obtenidos en los reactores R1 y R2 con una concentracion final
promedio de 5 g/L.

La disminucién de la DQO en los reactores R1 y R2 se puede explicar, debido a que
estos tratamientos contenian EE y se le realiz6 un pretratamiento a 50 °C durante
24 horas, esto para activar a las enzimas (recomendaciones del fabricante), este
tratamiento previo, pudo aumentar la velocidad de hidrdlisis de la fraccion solida del
lirio obteniendo altas concentraciones de DQO soluble en los primeros dias de
cinética. La disminucion de la DQO se debe a los productos de la fermentacion, ya
gue pueden ser muy variados, entre ellos la formacion de gases como el hidrégeno
y COz2 que pudieron haber estado presentes principalmente en los primeros dias de
la fermentacion, dado que el pH en los reactores R1 y R2 disminuy6
considerablemente (Fig 10). En los procesos fermentativos existen diferentes
destinos de los sustratos organicos hidrolizados, ya que los productos de la
acidificacion consisten en una variedad de compuestos organicos pequefos,
principalmente AGV, es decir, acetato y &cidos organicos superiores como
propionato y butirato, asi como Hz, COz2, acido lactico, etanol y amonio (Gujer y
Zehnder, 1983). Los compuestos neutros como los azlUcares provenientes de la
hidrélisis se convierten en AGV, Hz y COg, siendo los productos principales de la
reaccion (Van Lier et al., 2017). El tipo de productos finales dependera de las
condiciones en las que se encuentre el medio en el reactor, es decir, si el H2 no se
remueve eficientemente por organismos consumidores de este gas, los productos
finales pueden ser acido propiénico y butirico y algunos otros compuestos alun mas
reducidos como lactato y alcoholes.

La produccion de azucares totales en los lixiviados se muestra en la figura 12. Se
puede observar que la tendencia de los tratamientos es similar a la produccién de
DQO (figura 11) ya que a partir de los 3 dias de fermentacion los reactores R1y R2
presentan una disminucién considerable de los azUcares totales hasta su total

consumo en el dia 15. La produccion de azucares totales en los reactores R3 y R4

44



son muy bajas, indicando una menor hidrolisis en los polimeros presentes en la

fraccion sélida de lirio acuético.
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Figura 12. Produccion de azucares totales en los lixiviados a partir de la hidrdlisis de la

fraccion sélida de lirio acuatico bajo los distintos tratamientos. Ri1= Lirio+ Lodos+ Extracto
Enzimatico, R2= Lirio+ Extracto Enzimatico, R3= Lirio+Lodos y R4= Lirio.

La disminucién de los azlcares totales en los reactores R1 y R2 se puede explicar
debido a la gran variedad de productos formados de las fermentaciones que pueden
ocurrir en la etapa acidogénica (acetato y acidos organicos superiores como
propionato y butirato, asi como Hz, COz, acido lactico, etanol y amonio) como lo
mencionan Gujer y Zehnder, en 1983, estos productos son a partir de los azUcares
provenientes de la hidrdlisis de los sustratos complejos (celulosa, hemicelulosa y
lignina) del lirio, que fueron rapidamente hidrolizados por la accién del complejo
enzimatico adicionado en estos reactores.

La figura 13 muestra la evolucion de todos los AGV producidos en el lixiviado del
reactor R1, siendo el acido acético el AGV que se encuentra en mayor
concentracion, seguido de los acidos butirico y propionico. El acido acético muestra
una acumulacion en el reactor a partir del dia 3 y hasta el final de la cinética, debido
probablemente a que las condiciones de pH no se vieron favorecidas para que este
acido se convirtiera en metano. Altas concentraciones de AGV pueden inhibir las
fases acetogénica y metanogénica de la digestion anaerobia (Batstone et al., 2003;

Pind et al., 2003; Nielsen et al., 2007). Sin embargo, cuando la digestion anaerobia

45



se lleva a cabo en dos etapas y en distintos reactores (RHALE y UASB) estas altas
concentraciones (sin sobrepasar las concentraciones de inhibicién) son favorables
para tener altos rendimientos de metano en una segunda etapa, especialmente si
predomina el acido acético, ya que es el precursor directo para la metanogénesis
(Vavilin et al., 2008). En 1995 Ahring et al., mencionan que son necesarias
concentraciones de 4cido acético muy altas para que llegue a afectar la produccion
de metano, por encima de 4000 mg L o mas, y concluyen que concentraciones de
acidos grasos volatiles por debajo de 3000 mg acético L no producen ninguna
disminucién de la produccion de metano. El acido propionico puede acumularse
debido a una acumulacién de hidrégeno en el sistema, ya que una presion parcial
de hidrégeno elevada inhibe severamente a las bacterias que degradan este &cido.
Por lo tanto, el hidrégeno es también un compuesto intermedio importante del
proceso anaerobico que debe ser cuantificado ya que su acumulacion en el medio
provoca la inhibicién de la acetogénesis y, consecuentemente, la acumulacién de
acidos grasos volétiles con méas de dos atomos de carbono. En la figura se puede
observar que cuando el &cido acético se acumula se empiezan a acumular también
los otros AGV. Los AGV de los otros reactores dieron como resultado una menor
concentracion en los lixiviados, concluyendo que al agregar el extracto enziméatico
se favorecio la hidrdlisis de los polimeros del lirio y también la formacion de AGV en
las fermentaciones de los azlcares, predominando el acetato que es el principal

precursor en la produccién de metano.
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Figura 13. Concentracion de los AGV en el reactor R1.

La figura 14 muestra el volumen acumulado de los lixiviados producidos en cada
uno de los reactores. Presentandose una tendencia similar en todos los tratamientos
y esto era de esperarse, ya que a cada uno de los reactores se les adicion6 el mismo
volumen de escurrimiento (0.1L/Lrd), recuperando el 92 % + 1.2 del volumen total

agregado.
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Figura 14. Volumen acumulado de lixiviados producidos en la hidrélisis y acidogénesis de

la fraccion sdlida de lirio bajo los distintos tratamientos. Ri= Lirio+ Lodos+ Extracto Enziméatico, R2=
Lirio+ Extracto Enzimatico, R3= Lirio+Lodos y R4= Lirio.
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Al calcular la DQO acumulada con base al volumen de lixiviado producido, se
obtiene la figura 15. Se observa que los reactores R1 y R2, presentan la mayor
cantidad de DQO acumulada, con velocidades de produccion similares (0.13 y 0.14
gDQO.d), respectivamente. Al realizar el analisis estadistico no hubo diferencia
significativa entre estos tratamientos, pero si con los resultados de los reactores R3

y R4 que mostraron velocidades de 0.06 y 0.07 gDQO.d™%, respectivamente.
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Figura 15. Produccién acumulada de DQO en la hidrdlisis y acidogénesis de la fracciéon

sélida de lirio acuatico. R1= Lirio+ Lodos+ Extracto Enzimatico, R2= Lirio+ Extracto Enzimatico, R3= Lirio+Lodos y
R4= Lirio.

Graficando los azucares totales acumulados con base al volumen de lixiviado
producido, se obtiene la figura 16. Se observa que las mayores velocidades de
produccién fueron similares para los reactores R1 y R2 (0.06 gAzucares.d).
Realizando el analisis estadistico no hubo diferencia significativa entre estos
tratamientos, pero si entre los reactores R3 y R4 que presentaron velocidades de
produccion de 0.012 y 0.014 gAzucares.d, respectivamente, mostrando una mayor
hidrolisis de los compuestos lignocelulosicos del lirio al agregar el extracto

enzimatico.
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Figura 16. Produccién acumulada de azUcares totales en la hidrélisis y acidogénesis de la

fraccion sélida de lirio acuatico bajo los distintos tratamientos. Ri1= Lirio+ Lodos+ Extracto
Enzimatico, R2= Lirio+ Extracto Enzimatico, R3= Lirio+Lodos y R4= Lirio

La figura 17 muestra la DQO solubilizada (%) en los lixiviados para cada uno de los
tratamientos. Se observa que los tratamientos R1 y R2 presentan las eficiencias
mas altas (20 y 21 %), respectivamente en comparacion a los reactores R3 y R4
que fueron de 14 y 16%, confirmado que el extracto enzimatico favorecio la

acumulacion de DQO soluble en los lixiviados.
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Figura 17. DQO solubilizada en los lixiviados de los RHALE. Ri1= Lirio+ Lodos+ Extracto Enzimatico,
R2= Lirio+ Extracto Enzimatico, R3= Lirio+Lodos y R4= Lirio.
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Con el reactor R3 el cual contenia extracto enzimatico, lodos anaerobios y lirio
fresco, se obtuvo la mayor reduccion de soélidos volatiles (37%), una velocidad de
produccion de DQO de 0.13 gDQO.d! y un 20% de DQO solubilizada en los
lixiviados, esta se encuentra representada entre un 80 y 85% de los AGV,
predominando el acido acético el cual es el precursor directo para la produccion de
metano, la implementacion del extracto enzimatico beneficio la conversion de
compuestos de alto peso molecular (lignocelulésicos) a compuestos solubles, se
redujo el tiempo de cinética a 20 dias, respecto a otros estudios en el 2017 y 2019
que fueron entre 30 y 50 dias, obteniendo resultados cercanos o mejores en la

reducciéon de SV.

3.4. Efecto de los hongos Aspergillus niger y Trichoderma harzianum en la
hidrélisis y acidogénesis de la fraccidn sdlida del lirio acuatico.
En este estudio se monitore6 la fermentacién en estado soélido por medio de un

metabolimetro como se describio en el capitulo 2, seccion 9.2.

3.4.1. Respuesta de la fermentacion en medio sélido de los hongos
Aspergillus niger y Trichoderma harzianum, analizado por
respirometria.

El sistema de fermentacion en medio sélido (FMS) fue monitoreado mediante un

metabolimetro. Con la finalidad de conocer el tiempo de méaxima produccion de CO2

se realizaron cultivos con tiempos de incubacién de 150 horas. Debido a que la
presencia del lirio acuético en este tipo de fermentacion dificulta la estimulacion de
la biomasa, el crecimiento se determind indirectamente a través de la produccion de

CO2. Como lo menciona Critter et al., (2004), la medicion de la respiracion permite

estudiar la actividad microbiana, donde el consumo de O:y la produccién de CO:2

depende de factores como biomasa microbiana, temperatura, pH, entre otros.

La figura 18 muestra los perfiles de las tasas de produccion de CO2y de la maxima

produccion de CO2, durante la fermentacion en medio sélido de los hongos sobre

bagazo de lirio acuatico no esteril, monitoreada en el metabolimetro. En los 3

tratamientos se obtuvieron valores de produccién de CO:2 por arriba de 160 mg/gwsi,

valores mas altos a los reportados por Lopez et al., (2014) que fueron 70 — 100 mg
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CO2/gwmsi, estos autores variaron la temperatura, pH, actividad de agua y humedad
obteniendo la méaxima tasa de produccion de CO:z a las 23 horas con T. harzianum
utilizando aserrin como soporte para la FMS. Durante este estudio se observo que
todos los tratamientos tuvieron una tendencia similar respecto a la tasa de CO2, sin
embargo, en todos ellos, se observaron diferentes fases que hacen referencia a los
procesos de asimilacion y degradacién de los compuestos, debido probablemente
a que el soporte (fraccion sélida de lirio) no fue esterilizado como lo hacen otros
autores, motivo por el cual se pudo tener perfiles de respiracion de los diferentes
microorganismos nativos que contiene el lirio, que pudieron haber competido con
los hongos por el sustrato, por lo que, desde el inicio de la fermentacion se observa
una produccion de CO:2 importante en todos los tratamientos a diferencia de una

cinética normal (curva de crecimiento normal).
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Figura 18. Efecto del pretratamiento fungico en la tasa de CO,y produccion de CO;en los
diferentes tratamientos. 1= Trichoderma + Lirio, 2= Aspergillus + Lirio y 3= Lirio (control).

El crecimiento de T. harzianum probablemente se llevo a cabo entre las 10 y las 50
horas de cinética como lo reportan Lépez et al., (2014). No se observo una fase de
adaptacion al inicio de la cinética, este comportamiento también se puede deber a

que, desde la recoleccion de lirio hasta el empacado en las columnas, el bagazo de
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lirio no fue esterilizado, por lo que no hubo control sobre las condiciones iniciales.
Por otra parte, se puede observar una fase exponencial entre las 15 y 35 horas en
todos los tratamientos, donde se vio incrementado el consumo de O2Yy la produccion
de CO2que puede ser atribuida a la hidrdlisis enzimatica llevada a cabo por la accion
de los hongos; y posteriormente una fase de declive entre las 40 y 70 horas, debida
a la poca actividad de los microorganismos por la baja disponibilidad de los
nutrientes y condiciones adversas para su crecimiento. Se observa una menor fase
exponencial entre las 75 y 100 horas de cinética, debido probablemente a la
presencia de otros microorganismos por las condiciones en que se hicieron las
cinéticas como ya se explicé antes. Critter et al, (2004), mencionan que la medicién
de la respiracién permite estudiar la actividad microbiana, donde el consumo de Oz
y la produccion de CO: depende de factores como biomasa microbiana,
temperatura, pH, entre otros.

La figura 19 muestra que la mayor produccion de COz, se obtuvo con la cepa de
Trichoderma harzianum, presentando diferencia significativa entre los demas

tratamientos.

200
180 I
160
140
120
100

80

60

Produccién de CO, (mg/ g ys)

40

20

TH

Figura 19. Produccion maxima de CO: en los distintos tratamientos. TH = tratamiento con
Trichoderma harzianum, AN = tratamiento con Aspergillus niger y L = tratamiento control con fraccién sélida de lirio.
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3.4.2. Hidrdlisis y acidogénesis de la fraccion sdlida de lirio acuéatico en
reactores RHALE: efecto de los pretratamientos fungicos.
La Tabla 11 muestra los resultados de las variables analizadas en los distintos
tratamientos en los RHALE al inicio y final de las cinéticas. Los reactores fueron
empacados con 100 g de masa con un contenido de humedad entre 81 y 82%), como
fue descrito en el capitulo 2, seccién 9.3. Se puede observar que en todos los
tratamientos presentan una disminucion en el pH al final de las cinéticas. La
disminucién en el pH puede ser debido a la acumulaciéon de compuestos solubles
provenientes de la fermentacion, principalmente los &cidos grasos volatiles
producidos de la hidrdlisis y acidogénesis de los biopolimeros presentes en el lirio.
Este mismo comportamiento ha sido reportado por Rodriguez et al., (2015),
Ramirez, (2017) y Hernandez, (2019) que utilizaron la fraccién sdlida de residuos
urbanos (FORSU) y la fraccién solida de lirio acuético para llevar a cabo la hidrdlisis

y acidogénesis, en este mismo tipo de reactores.

Tabla 11. Variables respuesta de la hidrdlisis y acidogénesis de la fraccion sélida de lirio
acuatico al inicio y después de 20 dias de fermentacion.

. . ST SV SV
Tratamiento Dias pH DQO (9) llo
(g ST/kg Bagazo) (g SV/kg Bagazo) (/0)
0 6.79 £ 0.07 392 1855 162+5
R1 28+4
20 5.97+0.18 25+ 134+9 117 +9
.83 £0.02 46 185+ 1632
R2 0 6.83+0.0 6+5 85+3 63 28+ 1
20 5.2+0.09 27+0.5 1311 117+0.5
R3 0 6.74 = 0.001 43+3 1812 158 + 2 2146
20 6.19+0.3 282 142 +9 125+ 9

R1= Lirio+Lodos+Masa de Trichoderma, R2= Lirio+Lodos + Masa de Aspergillus, R3= Lirio+Lodos+Masa de Lirio después

de FMS.

Se observa que la DQO disminuye al final de las cinéticas en todos los tratamientos,
las reducciones de DQO en los tratamientos fueron para el R1 de 36%, para el R2
de 42% y para el R3 de 34%. Las eficiencias de reduccion de los solidos volatiles
fueron del 28 % para los reactores R1 y R2 los cuales no tuvieron diferencia
significativa entre ellos, pero si hubo diferencia significativa con el reactor control

(R3), siendo 1.3 veces mayor la reduccion del R1 y R2 con respecto al control.
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3.4.3. Comportamiento y produccion de los compuestos solubles en los
lixiviados de los RHALE.
La figura 20 muestra el perfil de pH de los lixiviados producidos en los RHALE a
través del tiempo. El pH de la masa inicial empacada en los RHALE fue de 6.7 en
promedio para todos los tratamientos. Los lixiviados se empezaron a producir a
partir del dia 4 y puede observarse, que en todos los tratamientos el pH disminuye
alcanzando valores cercanos a 5 a partir del dia 6 y permanecen constantes hasta
el final de la fermentacion. Estos valores de pH son similares a los reportados por
Ramirez, (2017) y Hernandez, (2019) quienes trabajaron con la fraccion sélida de

lirio en este mismo tipo de reactores.
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Figura 20. Perfil de pH en los lixiviados producidos en los RHALE, durante la hidroélisis y
acidogénesis de la fraccion sélida de lirio acuético bajo los distintos tratamientos. r1=
Lirio+Lodos+Masa Trichoderma, R2= Lirio+Lodos + Masa Aspergillus, R3= Lirio+Lodos+Masa Lirio después de FMS.

La disminucion en el pH se debe principalmente a una acumulacién de AGV que se
producen en la etapa acidogénica, ya que el AG° de las reacciones acidificantes es
el mas alto de todas las conversiones anaerobias en esta etapa. Por esa razon, los
reactores anaerobios son susceptibles a la acidificacion, es decir, a repentinas
caidas de pH. Una vez que se ha consumido la alcalinidad por los acidos

producidos, el pH comienza a bajar, resultando en concentraciones mas altas de
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AGV no disociados, (van Lier et al., 2007). Algunos autores sugieren que el pH
Optimo para mejorar la actividad enzimatica en la hidrélisis de los polimeros de alto
peso molecular se encuentra entre 4 y 6.5 (Yu et al.,, 2002) rango en el cual se
encontraron todos los tratamientos.

La evolucién de la DQO en los lixiviados de los distintos tratamientos se muestra en
la figura 21. Se observa, que a partir del dia 5 se alcanza la mayor concentracion
de DQO soluble en los lixiviados y permanece constante hasta el dia 12 de
fermentacion, presentando la mayor concentracion promedio de 30 g/L en el reactor
R2, que contenia la masa de A. niger. En el caso de los reactores R1 y R3 no hubo
diferencia entre estos dos tratamientos, ya que la fraccién sélida de lirio no fue
esterilizada cuando se realiz6 la fermentacibn en medio solido por lo que
probablemente la produccién de DQO en estos reactores se debié solo a los
microorganismos nativos del lirio y a los lodos anaerobios, en la figura 18 se observo
este comportamiento. A partir del dia 12 se observa que la DQO soluble en todos
los reactores comienza a disminuir, debido probablemente a la formacion de
compuestos gaseosos como el Hz y CO2 que se formaron en la acumulacion de
algunos productos de las fermentaciones, ya que existen diferentes destinos de los
sustratos organicos en la hidrélisis y acidogénesis anaerobia y los productos
formados consisten en una variedad de compuestos organicos pequefios,
principalmente AGV, es decir, acetato y acidos organicos superiores como
propionato y butirato, asi como Hz, COz2, acido lactico, y algunos alcoholes (Van Lier
et al., 2007
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Figura 21. Evolucion de la concentracién de DQO soluble en los lixiviados de los RHALE.
R1= Lirio+Lodos+Masa Trichoderma, R2= Lirio+Lodos + Masa Aspergillus, R3= Lirio+Lodos+Masa Lirio después de FMS.

Los azucares totales en los lixiviados de los RHALE fueron cuantificados y tuvieron
un comportamiento similar a la DQO soluble (figura 21), teniendo la maxima
concentracion con el tratamiento R2 la cual fue de 1 g/L a los 10 dias de cinética,
seguida del R3 (0.8 g/L) y R1 (0.4 g/L) después del dia 10 los azucares disminuyeron
hasta el final de la cinética en todos los tratamientos. Para todos los casos las
velocidades de produccion de azucares fueron muy bajas (para el R1 fue de 0.003
gAzucares.d?, R2 de 0.008 gAzlcares.d'y R3 de 0.006 gAzlcares.d?).

La figura 22 muestra la evolucion de los AGV totales producidos en los lixiviados de
los RHALE, donde se observa que la mayor concentracion de AGV se obtuvo en el
R2 (Aspergillus niger) a los 9 dias de cinética, la cual fue de 28 g/L, respecto a los
tratamientos R1 y R3, que fueron 13 y 20 g/L respectivamente, siendo los &cidos
acético (25 g/L) y butirico (15 g/L) los AGV que se encontraron en mayor
concentracion, seguido del acido propidnico (11 g/L), valérico (3 g/L) y caproico (2
g/L), los cuales se encontraron en una proporcion del 45%, 28%, 19%, 4% y 3%

respectivamente en el reactor R2.
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La presencia de los acidos como el propionico, butirico, valérico y caproico puede
ser debido a una acumulacion de hidrogeno en el sistema, ya que una presion
parcial de hidrégeno alta (mayor a 10 atm), inhibe severamente a las bacterias que
degradan este acido (Hassan & Nelson, 2012). La presion de hidrogeno desempefia
un papel importante en el control de procesos de fermentacion anaerdbica. El acido
propionico es convertido a acido acético solamente si la presion de parcial de
hidrogeno es menor de 10 atm (Hassan & Nelson, 2012). Por lo tanto, el hidréogeno
es también un intermediario importante del proceso anaerdbico que debe ser
cuantificado ya que su acumulacion en el medio provoca la inhibicion de la
acetogénesis y, consecuentemente, la acumulacién de acidos grasos volatiles con
mas de dos atomos de carbono. En este estudio el H2 no pudo ser cuantificado

debido a que los reactores no estuvieron completamente cerrados.
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Figura 22. Concentracion de los AGV totales en los RHALE. R1= Lirio+Lodos+Masa Trichoderma,
R2= Lirio+Lodos + Masa Aspergillus, R3= Lirio+Lodos+Masa Lirio después de FMS.

Altas concentraciones de AGV pueden inhibir la digestién anaerobia (Batstone et
al., 2003; Pind et al., 2003; Nielsen et al., 2007). Sin embargo, cuando la digestion
anaerobia se separa en dos etapas y en distintos reactores, esas altas
concentraciones de AGV gque son hidrolizados y fermentados en el RHALE son
escurridos del lecho de tal forma que ya no resultan inhibitorios para la hidrdlisis y

acidogénesis. Los AGV son formados durante la acidogénesis - acetogénesis,
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constituyendo mezclas de acidos de cadenas hidrocarbonadas de 2, 3, 4 atomos de
carbono y sus isbmeros.

Son los acidos propiénico y valérico los primeros que afectan el proceso, mientras
que el butirico y el acético han de acumularse por encima de 100 mM para afectar
la tasa de produccion de metano. La acumulacion de &cido propiénico juega un
papel muy importante durante la degradacion ya que tiene un efecto de inhibicion
en las poblaciones metanogénicas a concentraciones mayores de 1000 mg L*
(Juanga, 2005). Hanaki et al., (1994), demostraron que el &cido propidnico es el mas
toxico de los AGV. Sin embargo, si los lixiviados con altas concentraciones de AGV,
son separados del RHALE, se pueden diluir con agua residual para ser alimentados
a un reactor metanogénico con concentraciones que no resulten inhibitorias,
considerando que el acético es el precursor directo para esta ultima etapa de la DA.
Si se relaciona la informacién de las figuras con las concentraciones de la DQO y
los AGV del tratamiento R2, el cual present6 los mejores resultados se obtiene la
figura 23 y se puede ver que los AGV representan el 80 % de la concentracion de
la DQO soluble recuperada en el lixiviado, mientras que los azucares residuales
solamente representaron el 2%, el porcentaje restante (18%), pudo estar
representado por otros compuestos organicos que no fueron cuantificados como el

acido lactico y etanol, entre otros proveniente de otro tipo de fermentacion de los

azucares.
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Figura 23. Relacion de la concentracion de DQO y AGV producidos en el lixiviado del
RHALE con la masa de Aspergillus niger.

La figura 24 muestra el volumen recuperado y acumulado de los lixiviados
producidos en cada uno de los reactores. Presentandose una tendencia similar en
todos los tratamientos y esto era de esperarse, ya que a cada uno de los reactores
se les adicion6 el mismo volumen de escurrimiento (0.1L/Lrd), recuperando el 87 %
+ 2 del volumen total agregado. Este valor recuperado es mayor que los volumenes
reportados por otros autores, donde se utilizan como sustrato la FORSU (Rodriguez
et al., 2015) y esto es debido a que el bagazo de lirio acuético se puede utilizar como
agente texturizante ya que es un material muy poroso y se puede ver como una

especie de esponja, lo que facilita el escurrimiento del lecho.
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Figura 24. Volumen acumulado de lixiviados producidos en la hidrélisis y acidogénesis de
la fraccion sélida de lirio bajo los distintos tratamientos. Ri= Lirio+Lodos+Masa Trichoderma, R2=
Lirio+Lodos + Masa Aspergillus, R3= Lirio+Lodos+Masa Lirio después de FMS.

Si se calcula la DQO acumulada con base al volumen de lixiviado producido, se
obtiene la figura 25. Se observa que el reactor R2 presenta la mayor cantidad de
DQO acumulada, con una velocidad de hidrélisis de 0.27 gDQO.d!. Sin embargo,
al realizar el andlisis estadistico no se presentaron diferencias significativas entre

los tratamientos.
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Figura 25. Produccién acumulada de DQO en la hidrdlisis y acidogénesis de la fraccién
solida de lirio. R1= Lirio+Lodos+Masa Trichoderma, R2= Lirio+Lodos + Masa Aspergillus, R3= Lirio+Lodos+Masa Lirio
después de FMS.

3.5. Determinacién de las actividades enzimaticas de los hongos
Aspergillus y Trichoderma 'y efecto de Trichoderma harzianum sobre la

hidrélisis y acidogénesis de la fraccidn solida de lirio acuatico.

3.5.1. Actividades enzimaticas de A. niger y T. harzianum

La figura 26, muestra las actividades enzimaticas de las dos cepas fungicas a los 7
dias de fermentacion en la fraccion sélida de lirio, como se describe en el capitulo
2, seccion 10.1. Se observa que con Trichoderma harzianum se obtuvieron 71 U/gws
de xilanasas y 9 Ul/gus de celulasas, valores méas altos que los obtenidos con

Aspergillus niger (28 U/gmsy 5 U/gwms) de xilanasas y celulasas respectivamente.
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Figura 26. Actividades de xilanasas y celulasas con Aspergillus niger y Trichoderma
harzianum a 7 dias de incubacién. TH = Trichoderma harzianum, AN = Aspergillus niger.

Debido a que T. harzianum present6 las mayores actividades, se llevaron a cabo
dos fermentaciones mas, disminuyendo el tiempo de la fermentacion a 5 dias (figura
27), esto, ya que otros autores han reportado que las actividades son mayores en
menos tiempo de fermentacion (Ali & El-Dein (2008); Saha et al., 2012). Se puede
ver que a los 5 dias las actividades enzimaticas tanto de xilanasas como de
celulasas fueron mayores (164 — 177 U/gus y 33 — 45 U/gus que a los 7 dias de
fermentacién con T. harzianum.
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Figura 27. Actividades de xilanasas y celulasas con Trichoderma harzianum a 5 dias de
incubacion. TH = Trichoderma harzianum

La tabla 12 compara las actividades obtenidas en este estudio con otros autores,

indicando el tipo de enzima, asi como los dias de fermentacion, los tratamientos

realizados y las actividades tanto en U/gus como en U/mL.

Tabla 12. Comparacion de Actividades de xilanasas y celulasas en U/gus y U/mL.

Enzima Autor Dias Microorganismo U/gwms U/mL
7 Aspergillus niger 28 6
0 En este estudio .
5 5 Trlchc_)derma 177 30
< harzianum
<Z,; Deshpande 9 Trichoderma reesei 169 i
i 2008 y Aspergillus niger
Manivannan . .
2014 5 Trichoderma reesei - 21
7 Aspergillus niger 5 1.2
En este estudio Trichoderma
0 5 . 45 7.6
2 harzianum
) Zhao . .
; 2011 7 Trichoderma reesei 13 -
| Amriani . .
8 2016 7 Aspergillus niger - 1
Pothiraj Trichoderma viride 68.3
2016 Aspergillus niger 46.3
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Manivannan y Narendhirakannan (2014), evaluaron la produccién de xilanasas con
una cepa de Trichoderma reseei NRRL — 3652 obteniendo a los 5 dias de
fermentacién 21.47 Ul/mL con lirio acuético seco, pretratado con &cido sulfdrico y
empapado con nutriente. Deshpande (2008) evaluaron la produccion de xilanasas
con un cultivo mixto de Trichoderma reesei QM 9414 mutante (T. reesei METRO) y
Aspergillus niger, obteniendo 168,73 Ul/gus a los 9 dias de fermentacion, bajo

condiciones similares al experimento anterior.

En el caso de la produccion de celulasas Tovar y colaboradores en el 2017
evaluaron un extracto celulolitico a partir de Pleurotus ostreatus empleando como
sustrato lirio acuético seco y obtuvieron la mayor produccion de celulasas a las 24
horas de cultivo las cuales fueron de 12.83 U/gws para hoja y 9.92 U/gws para bulbo.
En el 2011 Zhao et al. Obtuvieron altos rendimientos en la produccion de celulasa
en FMS con Trichoderma reesei SEMCC-3.217 utilizando lirio acuatico seco,
revelaron que la adicién de salvado de trigo, CaCl2, tween 80 y (NH4) 2S04 tuvo un
efecto significativo en la produccién de celulasas. La optimizacion mejor6 la
produccion en cuatro veces (13.4 Ul/gus) en comparacion a su produccion inicial
(3.4 Ul/gms), después de 7 dias de fermentacion.

Amriani et al., (2016) utilizaron lirio seco como sustrato para la produccién de
celulasas y Aspergillus niger, obtuvieron una actividad méaxima de celulasas de
1.035 Ul/mL a los 7 dias de incubacion, bajo las siguientes condiciones: humedad
75 —80%, pH inicial de 5.0 y temperatura de incubacion de 30 °C.

Pothiraj et al., (2016) utilizaron como sustrato el lirio acuatico seco y los hongos
Aspergillus niger y Trichoderma viride para la produccion de celulasas. Las
condiciones 6ptimas para las celulasas fueron las siguientes: una concentracién de
sustrato del 5% (p / v) y un periodo de incubacién de 6 dias. Trichoderma viride
mostré una actividad de 68.3 Ul/mL, mientras que Aspergillus niger exhibié una
actividad de 46.3 Ul/mL.

Como se puede observar los resultados obtenidos a los 5 dias de fermentacion y
comparando lo reportado por diversos autores, la actividad tanto de xilanasas como
de celulasas producidas por Trichoderma harzianum utilizando la fraccion sélida de

lirio acuatico fresco fueron similares o mejores a las reportadas por los autores, esto
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es importante ya que las actividades obtenidas en este estudio fueron evaluadas a
los 5 dias de cultivo (164 — 177 Uxianasas/gms Y 33 — 45 Ucelulasas/gms), mientras que
las reportadas se han realizado entre 6 y 9 dias de incubacion, ademas el lirio
acuatico utilizado como sustrato para la FMS no fue secado, no se le agreg6 ningun
nutriente, ni se le agrego acido sulfurico como lo realizan la mayoria de los autores
citados, esto es debido a que el hongo crece sin problema a 30 °C y con el
porcentaje de humedad que la fraccion solida del lirio acuéatico contiene (70 — 78%).

3.6. Efecto de la masa fermentada y del extracto de T. harzianum en la
hidrélisis y acidogénesis de la fraccion sélida de lirio acuético en los
RHALE bajo distintos tratamientos.

Para cuantificar el efecto de las actividades enzimaticas aportadas por la masa

fermentada (MF) y un extracto de T. harzianum sobre la fraccion sdlida de lirio

acuatico en los RHALE, se midieron las actividades de las enzimas al inicio de las
cinéticas y en los primeros lixiviados producidos (dia 3), con la finalidad de saber si
al tercer dia todavia existe actividad de las enzimas para una futura recirculacion.

La figura 28 presenta estas actividades.
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Figura 28. Actividades enziméticas de xilanasas y celulasas de T. harzianum al inicio de la

fermentacion de la fraccion sélida de lirio acuatico. R1 = Masa fermentada de T. harzianum, lirio y lodos;
R2 = Extracto enzimatico de T. harzianum, lirio y lodos; R3 = Lirio y lodos (control); LIX R1 = Lixiviado de R1; LIX R2 =
Lixiviado de R2 y LIX R3 = Lixiviado de R3.
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Se observa que las mayores actividades se presentan con el reactor R1 con valores
de 115 U/gwms para xilanasas y 27 U/gwus para celulasas. En el caso de R2 y R3 al
inicio de la fermentacion son similares con un valor de 70 y 63 U/gwms para xilanasas
y de 21 y 19 U/gus para celulasas. Este comportamiento pudo deberse a que al
tratamiento R2 no se le agrego la cantidad requerida de enzimas, sino solo se le
agrego el 10 % de extracto respecto a la masa empacada (10 mL). Los lixiviados a
3 dias de fermentacion contienen actividades enzimaticas entre el 17 y 20 % menos
que las actividades de la masa inicial, por lo que no seria necesario hacer una
recirculacion del lixiviado en los RHALE.

Sin embargo, al final de la fermentacion en los RHALE, las actividades de xilanasas
presentaron una disminucién del 70 %, respecto a la inicial (35 Ul/gus en R1, 33
Ul/gus en R2 y 28 Ul/gus en R3). En el caso de las celulasas no fueron detectadas
al final de los tratamientos, esta ausencia de actividad enzimatica pudo deberse a
los cambios de pH a lo largo de la fermentacién (Figura 31), inactivando las enzimas.
Algunos autores reporten que cada enzima tiene un pH optimo (5y 7). El pH éptimo
para la accion de celulasas oscila entre 6 y 7, (Yamamoto et al.,1995; Costa et al.,
2012), mientras que para las xilanasas oscila entre 5 y 5.4 (Zhaoxin et al, 2008;
Costa et al., 2012).

Es de gran importancia que las actividades de las xilanasas sean mayores al inicio
de la fermentacion, ya que estas enzimas actian como proteinas auxiliares para
gue las celulasas puedan hidrolizar la celulosa presente en la fraccion sélida de lirio
acuatico. Para el caso de la hidrélisis de la hemicelulosa, las xilanasas también
cumplen un rol importante ya que al degradar las cadenas de xilano facilitan el
acceso de celulasas y de ellas mismas, junto a otras enzimas para la hidrélisis de
este polimero que esta presente en mayor proporcién en el lirio acuatico (Devia,
2014). Ademas, las enzimas mas relevantes, con relacion a la ruptura de la
estructura de la lignocelulosa, son las xilanasas, estas enzimas poseen actividad
endo-B-1,4-xilanasas, es decir, hidrolizan el enlace glucosidico presente en la
cadena principal del polimero con lo que facilitan el acceso a otras enzimas para la
hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa presentes en la lignocelulosa. La accion de

B-D-xilosidasas resulta importante para la degradacion de los extremos del
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polimero, ademas de moléculas constituidas por pocas unidades de xilosa. A través
de su actividad se logra obtener moléculas simples de xilosa. El resto de las enzimas
presentes en la degradacion del xilano son Utiles para degradar las uniones que
existen entre la cadena principal de la molécula y las distintas ramificaciones que
presenta. A través de ellas se logra liberar otras moléculas de azucar como
arabinosa o glucosa (Devia, 2014).

Se destaca que las xilanasas pueden ser clasificadas dentro de las familias 10y 11
de las glicosil hidrolasas (GH10 y GH11), (Henrissay et al., 1991). Aun cuando
ambos tipos de enzimas hidrolizan los enlaces endo-B-1,4-xilanasa presentes en las
moléculas de xilano, existen diferencias estructurales y del sustrato sobre el que
actian ambas familias. Las GH10 suelen tener pesos moleculares mas altos y
menores puntos isoeléctricos que las GH11, y estas ultimas no hidrolizan xilanos

muy sustituidos (Kim, 2014).

La tabla 13 presenta las variables analizadas en el inicio y al final de las cinéticas
de los RHALE bajo los distintos tratamientos. Los reactores fueron empacados con
100 g de materia como se describe en el capitulo 2, seccién 11.y con un contenido
de humedad entre 84 y 85%. Se puede observar que en todos los tratamientos
presentan una disminucion en el pH al final de las cinéticas, debido a una
acumulacion de compuestos solubles provenientes de la fermentacion, como acidos
grasos volatiles producidos de la hidrélisis de los solidos de lirio. Este
comportamiento ha sido reportado por Rodriguez et al. (2015) y Ramirez (2017),
que utilizaron la fraccion solida de residuos urbanos (FORSU) y la fraccion solida

del lirio acuatico respectivamente, en este mismo tipo de reactores.
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Tabla 13. Resultados de las variables analizadas en la fermentacion de la fraccion
solida de lirio acuatico en los RHALE.

ST SV
, . Humedad 0
Tratamiento | Dias pH (%) DQO (9) (gst/ (gsv/ n SV (%)
0 gBagazo) | gBagazo)

0 7.18+0.01 | 84+0.01 21+03 158 +0.01 137 £0.7

R1 33+0.5
21 | 6.17+0.09 90+ 1.2 15+0.14 103 +1.2 913
0 7.4620.02 85+ 0.6 21+03 146 + 0.6 128+ 1

R2 20+3
21 6.22+2 89+7 16+ 05 112+7 102+6
0 7.6620.03 85+ 2 17+0.2 154 +2 134 +2

R3 18+4
21 | 6.40+0.001 88+5 14+0.1 1215 109+5

Donde: R1 = Masa fermentada + lirio + lodos, R2 = Extracto enzimatico + lirio + lodos, R3 = Lirio + lodos (control).

Se observa que la DQO disminuye al final de las cinéticas, la reduccién de la DQO
en los reactores R1, R2 y R3 fue de 25, 24 y 19% respectivamente. Se observa
también que la mayor reduccion de sélidos volatiles se obtuvo con el reactor R1
empacado con el 10% de la masa fermentada de T. harzianum (33%) respecto al
reactor R2 con el extracto (20%) y reactor control (18%), siendo 2 veces mayor la
reduccion del R1 con respecto al control. La reduccién obtenida en el tratamiento
R1 es mayor a la reportada por Rozy et al., en 2017 (21% a los 40 dias de cinética),
los cuales utilizaron lirio acuéatico como sustrato variando diferentes factores
fisicoquimicos como el tamafio de particula, la concentracion de indculo, la
temperatura y el pH, trabajando con digestores anaerobios en lote, sin separar la
fraccion solida de lirio. Los resultados obtenidos con el reactor R1 mostraron que se

presentd una buena hidrolisis de los polimeros presentes en el lirio acuatico.

3.6.1. Evolucién y produccién de compuestos solubles en los lixiviados de
los RHALE.
La figura 29 muestra el perfil de pH de los lixiviados producidos en los RHALE
durante los dias de fermentaciéon. Puede observarse, que en todos los tratamientos
el pH disminuye a valores entre 5.2 — 5.5 a los 8 dias de cinética y permanece
constante y con valores favorables para la degradacion anaerobia del lirio acuatico
hasta el final de la cinética, valores a los reportados por Ramirez, (2017) y
Hernandez, (2019) quienes trabajaron con un sistema similar. Algunos autores

mencionan que el pH optimo para llevar a cabo el proceso de hidrolisis y
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acidogénesis se encuentra entre 4 y 6.5 (Yu et al., 2002) rango en el cual se

encontraron todos los tratamientos.
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Figura 29. Perfil de pH en los lixiviados de los RHALE. R1 = Masa fermentada + lirio + lodos, R2 =
Extracto enzimatico + lirio + lodos, R3 = Lirio + lodos (control).

La figura 30 muestra la evolucion de la DQO de los lixiviados con los distintos

tratamientos.
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Figura 30. Evolucién de la concentracion de DQO soluble en los lixiviados de los RHALE.
R1 = Masa fermentada + lirio + lodos, R2 = Extracto enzimatico + lirio + lodos, R3 = Lirio + lodos (control).

Se puede observar que a los 9 dias de fermentacion el reactor R1 que contiene la

MF presenta la mayor concentracion de la DQO en los lixiviados (12 g/L), en
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comparacion con los reactores R2 y R3 que alcanzan una concentracion de 11 g/L
y 8 g/L al dia 10 respectivamente. Ademas, se observa que en todos los reactores
la DQO tiende a disminuir después de 10 dias de cinética. Los valores de la
concentracion de compuestos solubles DQO son menores en los reactores control
(R3). La disminucién de la DQO se puede deber a que existen diferentes destinos
de los sustratos orgénicos en la hidrolisis y acidogénesis, ya que los productos de
la acidificaciébn consisten en una variedad de compuestos organicos pequefos,
principalmente AGV, pero también pueden producirse alcoholes y otros acidos que
no fueron analizados y en las fermentaciones se producen Hz y CO2 que se pierden
del sistema como gases. Algunos otros compuestos neutros como los azucares y
aminoacidos se convierten también en AGV y &cido carbdnico, siendo los productos
principales de la reaccion.
La figura 31 muestra la evolucion de los AGV totales producidos en los lixiviados de
los RHALE durante toda la cinética, se observa que la mayor concentracién de AGV
se obtuvo en el R1 a los 10 dias de cinética, la cual fue de 12.3 g/L, respecto al
tratamiento R2 que fue de 9 g/L a los 7 dias de cinética y el R3, que fue de 7 g/L a
los 11 dias.
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Figura 31. Concentracion de los AGV totales en los RHALE. R1 = Masa fermentada + lirio + lodos,
R2 = Extracto enzimatico + lirio + lodos, R3 = Lirio + lodos (control).

Realizando la cuantificacion de los AGV por cromatografia de gases se observo que
el acido acético representa el 60% de los AGV totales, seguido del acido propiénico

20% vy butirico 16%. Altas concentraciones de AGV pueden inhibir la fase
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acetogénica de la digestiébn anaerobia (Batstone et al., 2003; Pind et al. 2003;
Nielsen et al. 2007). Sin embargo, cuando la digestion anaerobia se separa en dos
etapas y en distintos reactores, esas altas concentraciones de AGV que son
hidrolizados y fermentados en el RHALE son escurridos del lecho de tal forma que
ya no resultan inhibitorios para el proceso. Los lixiviados con altas concentraciones
de AGV pueden diluirse a concentraciones no inhibitorias para tener altos
rendimientos de metano en un reactor de alta tasa como el UASB, especialmente el
acético, ya que es el principal precursor de la metanogénesis. La acumulacion de
acido propidnico puede ser debido a una acumulacion de hidrogeno en el sistema,
ya que una presion parcial de hidrégeno alta inhibe severamente a las bacterias que
degradan este acido. La presion de hidrégeno desempefia un papel importante en
el control de procesos de fermentacion. El acido propionico es convertido a acido
acético solamente si la presion parcial de hidrogeno es menor de 104 atm (Hassan
y Nelson, 2012). Por lo tanto, el hidrogeno es también un intermediario importante
del proceso anaerdbico que debe ser cuantificado ya que su acumulacion en el
medio provoca la inhibicibn de la acetogénesis y, consecuentemente, la
acumulacion de acidos grasos volatiles con mas de dos atomos de carbono, sin
embargo, para este estudio la presencia de hidrogeno en el sistema no fue
significativa ya que los AGV con mas de dos cadenas que se cuantificaron solo
correspondian al 4% de los AGV totales.

Estos valores representan el 90 % de la concentracion de la DQO soluble
recuperada en el lixiviado, resultando ser muy importante para que la
metanogénesis de los lixiviados se lleve a cabo de manera mas rapida y con altos
rendimientos de metano en el biogas. Algunos autores han reportado conversiones
de AGV menores al 50%, usando FORSU como sustrato (Ramirez et al, 2014,
Rodriguez et al, 2015).

En el caso de los azlcares totales, fueron cuantificados y se obtuvo que representa
el 2% de la DQO soluble recuperada, porcentaje que se encuentra dentro de lo

reportado por Ramirez, (2017) que va entre 1 — 3 % respecto a la DQO soluble.
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En la figura 32 se presenta el volumen recuperado y acumulado de los lixiviados
producidos en cada uno de los reactores. La tendencia es similar en todos los
tratamientos, debido a que el bagazo de lirio tiene caracteristicas texturizante debido
a su porosidad, lo que hace que el agua que se usa para el escurrimiento sea
facilmente filtrable, recuperandose el 85 % + 2 del volumen total agregado. El
volumen recuperado es mayor que los reportados por otros autores, usando otro
tipo de residuos solidos como la FORSU, (Ramirez et al, 2014; Rodriguez et al.
2015).
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Figura 32. Volumen acumulado de lixiviados producidos en la hidrélisis y acidogénesis de

la fraccion sélida de lirio bajo los distintos tratamientos. R1 = Masa fermentada + lirio + lodos, R2 =
Extracto enzimatico + lirio + lodos, R3 = Lirio + lodos (control).

Con el volumen de lixiviado producido y la concentracion de la DQO se calculé la
masa de DQO acumulada, para calcular la velocidad de hidrolisis, obteniendo la
figura 33. Se observa que con los reactores R1 y R2 se presenta la mayor cantidad
de DQO acumulada, con una velocidad de produccion de compuestos solubles de

0.1 gDQO.d 1y 0.9 gDQO.d"%, seguido del control que fue de 0.05 gDQO.d.
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Figura 33. Produccién acumulada de DQO en la hidrdlisis y acidogénesis de la fraccién

so6lida de lirio acuatico con los distintos tratamientos. R1 = Masa fermentada + lirio + lodos, R2 =
Extracto enzimatico + lirio + lodos, R3 = Lirio + lodos (control).

Graficando los AGV acumulados con base al volumen de lixiviado producido y
convertidos a DQO, se obtiene la figura 34. Se observa que con los reactores R1y
R2 presentan la mayor cantidad de AGV acumulados, con una velocidad de
produccion de 0.07 gDQO.d™%, seguido del R2 que fue de 0.06 gDQO.d 'y el R3 de
0.04 gDQO.d?.
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Figura 34. Produccién acumulada de AGV convertida a DQO en la hidrolisis y

acidogénesis de la fraccion solida de lirio acuatico. R1 = Masa fermentada + lirio + lodos, R2 = Extracto
enzimético + lirio + lodos, R3 = Lirio + lodos (control).
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La tabla 14 presenta el resumen de las variables analizadas mas importantes en las
3 cinéticas. Se puede observar que en el primer estudio la mayor reduccion de
sélidos volatiles se obtuvo con el tratamiento que tenia extracto enzimatico
comercial y lodos anaerobios (37%). El aumento en la destruccion de sélidos y la
formaciéon de compuestos solubles (20% y 0.14 gDQO.d!) pudo ser debido a que
este complejo enzimatico comercial esta formado por varias enzimas (xilanasas,
celulasas, hemicelulasas y B — glucosidasas) que pudieron hidrolizar distintos

polimeros de la fraccidn solida del lirio.

Tabla 14. Resumen de las variables mas importantes obtenidas en los tres estudios.

sV DQO Velocidad de Compleio
Estudio " solubilizada produccion de mple]
(%) 0 T enzimatico
(%) DQO (9DQO.d™)

E xilanasas,
Xtracto celulasas,
enzimatico 373 20 0.14 hemicelulasas y

B — glucosidasas
Hongos 28+1 24 0.23 ND
. Xilanasas y
T. harzianum 33+0.5 30 0.1 colulasas

En el segundo estudio se obtuvo una menor reduccién de soélidos volatiles con los
tratamientos fungicos, esta reduccién se pudo deber a que la fraccién sdlida de lirio
no fue esterilizada cuando se realizé la fermentacion en medio sélido, por lo que
probablemente algunos microorganismos nativos presentes en el lirio acuético
compitieron por el sustrato, impidiendo una mayor velocidad en la hidrdlisis de los
polimeros del lirio por las cepas fungicas. Sin embargo, la formacion y velocidad de
compuestos solubles fue mayor (24% y 0.23 gDQO.d!) en los tratamientos con A.
niger y T. harzianum.

En el tercer estudio se obtuvo la mayor reduccion de SV (33%), con la masa de T.
harzianum, siendo este valor 2 veces mas alto respecto al control, también se
obtuvo el mayor porcentaje de DQO solubilizada (30%), ademas los AGV
correspondieron al 90% de la DQO soluble, siendo mas alta esta proporcion a los
demas estudios que fueron entre el 80 y 84%. Sin embargo, la velocidad de
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produccion de la DQO fue menor (0. 1gDQO.d?), esto se puede deber, ya que el
lirio recolectado para este estudio presento valores de los solidos volatiles, DQO y
azucares totales menores que la fraccién sélida que se usé en el estudio anterior.
La implementacion de hongos como pretratamiento tiene ciertas desventajas, se
requiere un soporte como nutriente para el crecimiento, un pH especifico para una
mayor degradacion, tiempos de cinética altos (1-3 dias) (Mir et al., 2018; Martinez
et al., 2018). Por otra parte, reportan que la implementacion de enzimas comerciales
requiere de un pH especifico y cuando no se tienen las mejores condiciones se
tiende a la formacion de productos diferentes a los deseados y altos costos de
produccion (Gasser et al., 2014; Mao et al., 2010).

Para el primer estudio el soporte fue la fraccion solida del lirio acuético estéril en el
cual los hongos crecieron sin ninguin problema obteniendo 6.4 x 108 esporas/mL
para T. harzianum y 3.4 x 108 esporas/mL para A. niger y tiempos de cinética de 5

dias.

74



CAPITULO 4

4. Conclusiones

La fraccidn solida del lirio acuatico fresca y estéril puede ser usada como soporte
para la produccién de xilanasas y celulasas a partir de los hongos filamentosos

Trichoderma harzianum y Aspergillus niger, sin la adicién de nutrientes al medio.

Con el analisis respirométrico se demuestra que el hongo que obtuvo la mayor
produccién de COzfue Trichoderma harzianum (181 mg COz2/gwmsi) lo que representa
un mejor crecimiento sobre la fraccion sélida de lirio acuatico en comparacion con

Aspergillus niger (163 mg CO2/gwmsi).

Las mayores actividades enziméticas tanto de xilanasas como de celulasas, usando
la fraccion sélida de lirio acuatico como sustrato, se dieron con el hongo
Trichoderma harzianum con valores de 177 Uxianasa/gms Y 45 Ucelulasa/gms a los 5 dias

de fermentacion.

A 20 dias de fermentacion en los RHALE, los tratamientos con masa fermentada y
extracto enzimético de Trichoderma harzianum mostraron diferencias significativas
en la reduccion de sdlidos volétiles (33%) y en la produccion de compuestos
solubles con respecto a sus controles, obteniendo mayor produccién de compuestos
solubles y altas conversiones a AGV en los lixiviados (90%), predominando el acido
acético precursor de la metanogénesis, lo que representa una buena alternativa

para la produccién de biogas en reactores de alta tasa.

Implementar enzimas comerciales en la hidrélisis y acidogénesis anaerobia de la
fraccidn sdlida del lirio acuatico, aumenta la reduccién de sélidos volatiles (37 %) y
la velocidad de produccién de DQO (0.14 gDQO.d?), sin embargo, el uso de
enzimas comerciales puede aumentar los costos de produccion, debido a que se

deben controlar las condiciones de pH y T que favorezcan la accidon enzimatica.
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Recomendaciones

Seria importante medir la produccién de Hzy otros gases en los RHALE para saber
su concentracion, lo que ayudaria a entender mejor el comportamiento en la
composicion de los compuestos presentes en los lixiviados como los acidos grasos

volatiles.

La masa fermentada de T. harzianum se puede incubar por 24 horas a 50 °C, antes
de adicionarla a la fraccion solida de lirio, para corroborar si esta incubacion previa
aumenta la velocidad de hidrélisis de los biopolimeros y la produccion de los

compuestos solubles en el RHALE.
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CAPITULO 6

6. Anexos

6.1. Técnicas analiticas

6.1.1. Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) por el método

de reflujo cerrado

Se determind a partir del método colorimétrico (Standard Methods APHA., 2005).

Para la realizacion de la técnica se ocuparon dos soluciones, la soluciéon digestora

y la solucién de &cido sulfurico con sulfato de plata.

I. Preparacion de soluciones

1. Solucién digestora.

1.

Se secaron en una caja de Petri 25 g de K2CrO7 durante dos horas a 105° C,
se enfri6 en un desecador por 30 minutos y se pesaron 20 g.

Se pesaron 33.3 g de HgSOa.

En una palangana con hielo se colocé un matraz aforado de 1 litro con una
barra magnética y en agitacion, se disolvio el dicromato de potasio en 500
mL de agua destilada,

Se Afiadio bajo agitacion el sulfato de mercurio (33.3 g), y se adiciono muy
lentamente 167 mL de H2SOa.

Una vez enfriada la mezcla, se aforo el matraz a un litro con agua destilada.

2. Solucion de acido sulfurico con sulfato de plata.

1.

Se Peso 5.5 g de sulfato de plata por cada Kg de H2SOa. Para calcular la
cantidad exacta se consideré el peso especifico y la pureza del acido
sulfarico.

En un matraz aforado de 1 litro, se agregé una cuarta parte del total del acido
sulfarico a utilizar (250 mL), asi como el sulfato de plata, se dejé uno o dos
dias en agitacion para que se disolviera el sulfato y después se completo el

volumen al aforo con el acido restante (750 mL).
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Il. Preparacion de la Curva patron

Se prepararon 100 ml de una solucion de glucosa anhidra con una concentracion
de 1 gL

Todas las muestras se prepararon por duplicado y se realizaron con base a la
siguiente tabla.

Tabla 15. Elaboracion de la curva patrén de DQO

_ Concentracién de
Solucién de Volumen de agua
Tubo glucosa
glucosa (mL) (mL)
(mgL)
0 0 2 0
1 0.2 1.8 100
2 0.4 1.6 200
3 0.6 14 300
4 0.8 1.2 400
5 1.0 1.0 500
6 1.2 0.8 600
7 14 0.6 700
8 1.6 0.4 800
9 1.8 0.2 900
10 2.0 0.0 1000

[ll. Determinacion de la curva patron.
1. Se encendio el digestor portatil de DQO y se dejo calentar hasta alcanzar la
temperatura adecuada (150 °C).
2. Se marcaron correctamente los tubos para poder diferenciar cada una de las
concentraciones y el blanco de la curva (tubo 0).
3. Con la micropipeta de 1000 uL, se tomaron las cantidades de agua y de la
solucion de glucosa que se sefialan en la tabla y se depositaron en cada uno

de los tubos HATCH. Se mezclaron en un vortex.
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4. Dentro de la campana de extraccion se afadid 1.0 mL de la solucion
digestora y se mezclé en vortex.

5. Se afiadio lentamente en las paredes del tubo, 2.0 mL de la solucion de &cido
con plata.

6. Se taparon los tubos perfectamente y se homogeneizé la mezcla mediante
agitacion suave.

7. Se colocaron los tubos en el digestor portatil a 150 ° C durante 2 horas.

8. Transcurrido el tiempo, se sacaron del digestor, se pusieron en una gradilla
y se dejaron enfriar.

9. Yafrios los tubos se limpiaron perfectamente con un algodén humedecido en
alcohol, se calibré6 el espectrofotbmetro Génesis 10S marca Thermo
Scientific con el blanco y las muestras se midieron a 620 nm.

10. Se desecharon las muestras después de ser leidas en el recipiente
destinado para estos residuos.

IV. Preparacion de la muestra.

Se tomo 1 g de la fraccion sdlida del lirio acuatico y se macero agregando pequefias
cantidades de agua hasta obtener la muestra sdlida, soluble, se filtrd la muestra
para eliminar los residuos sélidos y posteriormente la muestra fue aforada a 100
mL. Se realizar las diluciones correspondientes para que los valores entraran en la
curva. La cantidad de muestra para el analisis fue de 2 mL de muestra, 1 mL de

solucion digestora y 2 mL de acido con sulfato de plata.

6.1.2. Determinacién de azlcares totales

Para la determinacion de la concentracion de azucares totales fue utilizado el
método de fenol sulfarico Dubois (1957), se realizé la curva estandar con una
solucion de glucosa a una concentracion de 100 mg/L disolviendo 100 mg de
glucosa en un matraz aforado de 1 L utilizando agua como disolvente. A partir de la
solucion patron de glucosa se hicieron diferentes diluciones por duplicado como se
indica en la tabla X. A cada tubo se le adicion6 1 mL de fenol al 5%, inmediatamente
se agregd cuidadosamente 5 mL de acido sulfurico concentrado con sulfato de
hidrazina (0. 5%).
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Se mezclo perfectamente y se dejo reposar 10 minutos. La absorbancia se midi6 a

490 nm en el espectrofotometro Génesis 10S marca Thermo Scientific.
Reactivos:

A. Fenol 5%. Se pesaron 5 gramos de fenol (cristales), se diluyo y se afor6 a 100

mL con agua destilada (coloracion ligeramente amarillenta).

B. Acido sulfurico concentrado con 5 g de sulfato de hidrazina, se diluyo el sulfato
de hidrazina en 1L de &cido sulfurico concentrado.

C. Solucién Estandar de azucar 0.1 mg/ml (100 mg/L) se pesaron 0.1g de azucar
(sacarosa o glucosa) y se disolvié con agua destilada hasta un volumen de aforo de
1L.

Curva Estandar para azUcares totales:

A partir de la solucion estandar (100 mg/L) de azucar, se prepararon las muestras

por duplicado y como indica la siguiente tabla.

Tabla 16. Elaboracion de la curva patron de azlicares totales.

Volumen del estandar (ml) Volumen de agua (ml) Concentracion del Std.
(mg/L)

0.00 1.0 0

0.20 0.8 20
0.40 0.6 40
0.60 0.4 60
0.80 0.2 80
1.00 0.0 100

A cada tubo se le adicion6 1.0 mL de fenol al 5%, se mezclaron inmediatamente y

se le agregaron cuidadosamente 5mL de acido sulfarico concentrado. Se mezclaron
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perfectamente y se dejaron reposar aproximadamente 30 minutos. La absorbancia

se midié a 490 nm.

Preparacion de la muestra.

Se tomé 1 g de la fraccion soélida del lirio acuatico y se macero agregando pequefas
cantidades de agua hasta obtener la muestra sdlida, soluble, se filtr6 la muestra
para eliminar los residuos solidos y posteriormente la muestra fue aforada a 100
mL. Se realizar las diluciones correspondientes para que los valores entraran en la
curva. La cantidad de muestra para el analisis fue de 1 mL, 1 mL de fenol y 5 mL de

acido con sulfato de plata.

6.1.3. Determinacion de pH de la fraccion sélida
Se tomo 1 g de la fraccion sdlida del lirio acuatico y se macero agregando pequefias
cantidades de agua hasta obtener la muestra solida soluble, se filtr6 la muestra para

eliminar los residuos soélidos y posteriormente la muestra fue aforada a 100 mL.

Se sumergio el electrodo en la muestra, registrar el valor mostrado en la pantalla
del potencidmetro marca HANNA instruments HI 255; se enjuagé el electrodo con
agua destilada y se sec6 cuidadosamente con un pafio limpio. Posteriormente se

colocé en una solucién de pH 4.

6.1.4. Determinacion de sélidos en la fraccion sélida (bagazo).

Se determinaron los sélidos totales, sélidos fijos, y soélidos volatiles, con el fin de
conocer la cantidad de compuestos organicos (volatiles) e inorganicos (fijos), en la
fraccion sélida de lirio acuatico.

Los crisoles utilizados fueron puestos a peso constante en estufa a 105 °C, durante
2 horas y después colocados en un desecador durante 30 minutos, este
procedimiento se repitié tres veces hasta llegar a un peso constante. Se pesaron 5
g de la muestra y fueron colocados de nuevo en la estufa a 105 °C por 2 horas, se
dejaron enfriar en el desecador durante 30 minutos, se registro el peso (solidos
secos). Posteriormente se colocaron dentro de la mufla durante 30 minutos a 550

°C, después fueron colocados en estufa a 105°C durante 30 minutos pasado el
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tiempo fueron colocados en el desecador por otros 30 minutos y se registro el peso
de las cenizas (solidos fijos). Los sélidos volatiles fueron calculados a partir de la
diferencia de los solidos totales menos los sélidos fijos.

6.1.5. Determinacion de las actividades enzimaticas.

Las actividades enzimaticas se determinaron midiendo los azucares reductores
liberados de la hidrdlisis, por el método de DNS (Miller 1960). Segun el método, los
azucares reductores pueden reducir al acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) bajo
determinadas condiciones. Cuando el acido 3,5-dinitrosalicilico es reducido en
presencia de calor, por los azlcares reductores que entran en contacto con él, se
desarrolla un cambio de color parecido al café (con variaciones de amarillo hasta
café). El cambio de coloracién puede entonces determinarse por lecturas de
densidad Optica, leidas por espectrofotometria a una determinada longitud de onda.
La concentracion de los azUcares reductores totales liberados en la muestra se
determina haciendo una interpolaciébn con una curva patrén segun el azlcar

utilizado, graficando la absorbancia en funcion de la concentracion.
Cuantificacion de las actividades enzimaticas.

Preparacion de la curva patrén
e En1tubo de ensayo se coloco 1 mL de solucion de glucosa o dextrosa
5 mg/mL; posteriormente, se realiz6 una dilucion en serie (de 5 mg/mL
a 0.078 mg/mL) en el resto de los tubos y se agregaron 1.5 mL de

reactivo de DNS.
Preparacion del blanco:

e En 2 tubos de ensayo se agreg6 1 mL de agua destilada y 1.5 mL de
DNS a cada tubo.
Preparacion de los sustratos:
e En 3 tubos de ensayo se anadieron 0.9 mL de sustrato de xilano de
abedul (0.25% en buffer de acetatos), 1.5 mL de DNS y 0.1 mL de
buffer de acetatos 0.1 M a pH =5.2.
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e En 3 tubos de ensayo se pusieron 0.9 mL de sustrato de carboximetil
celulosa (0.25% en buffer de acetatos), 1.5 mL de DNS y 0.1 mL de
buffer de acetatos 0.1 M a pH =5.2.

Preparacion de tubos control para los distintos tratamientos:

e Dependiendo del nimero de tratamientos se prepara un tubo de
ensayo control que contiene 0.9 mL de buffer, 0.1 mL de extracto de
la MF y 1.5 mL de DNS.

Actividad de celulasas.

1. Se colocaron tubos de ensayo en un bafio con agua a 40 °C con 0.9 mL de
sustrato de carboximetilcelulosa (0.25% p/v)

2. Cada 10 segundos se adicionaron 0.1 mL del extracto obtenido de la MF en el
tubo correspondiente.

3. Se incubd por 30 min.

Posteriormente para detener la reaccion se adiciond 1.5 mL de reactivo DNS cada

10 segundos a cada tubo, como en el punto 2. Esto para detener la reaccion de los

tubos en el mismo tiempo, es decir, después de los 30 min.

Actividad de xilanasas

1. Se colocaron tubos de ensayo en un bafio con agua a 40 °C con 0.9 mL de
sustrato de Xilano de abedul (0.25% p/v)

2. Cada 10 segundos se adicionaron 0.1 mL de extracto obtenido de la MF en el
tubo correspondiente.
Se incubo por 15 min.

4. Para detener la reaccion se adicionaron 1.5 mL de reactivo DNS cada 10
segundos a cada tubo, como en el punto 2. Esto para detener la reaccion de los

tubos en el mismo tiempo, es decir, después de los 30 min.

Posteriormente las muestras se incubaron en bafio maria a ebullicibn durante 10
minutos, se dejaron enfriar con agua a contracorriente y se midié la absorbancia en

un espectrofotometro a 640 nm.
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La cuantificacidon se hizo considerando que una unidad de actividad enzimatica (Ul)
se define como la cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de

azucares reductores por minuto bajo las condiciones de ensayo.

6.1.6. Determinacion de los acidos grasos volatiles

Preparacion de la muestra

Primeramente las muestras (el lixiviado producido de la fermentacion) se filtraron
por medio de un matraz Kitasato con membranas de 55 mm en una bomba de vacio,
posteriormente las muestras se pasaron por un segundo filtro, con una pirinola y
membranas de 25 mm, esto para eliminar los solidos provenientes de las muestras
y tener muestras mas puras, una vez obtenida las muestras filtradas, se realizaron
diluciones correspondientes debido a que las muestras estaban muy concentradas;
una vez realizada las diluciones, se agregaron 1 mL de las muestras en viales de 2
mL, posteriormente se le quitaron 50 pL y se le agregaron 50 puL de HCL al 50%,
esto para protonar a los AGV presentes en la muestra, ya que estos se encuentran

en forma de sales y tienen que ser convertidos a 4cidos para una mayor volatilidad.

La determinaciéon de los AGV se llevo a cabo con un cromatografo de gases de la

marca Agilent con las siguientes condiciones:

e Cromatografo de gases marca Agilent modelo 7820A
e Temperatura del inyector: 200 °C
e Detector de ionizacion de flama (FID): 200 °C

o Fase movil o gas acarreador: N,

e Columna capilar: HP-INNOWax
e Fase estacionaria: polietilenglicol
e Largo:30m
e Diametro interno: 0.5 mm
e Espesor: 1.2 ym
e Rampa de temperatura: 80°C por 1 min. 80 — 205°C a 25°C/min.
e Flujo de columna: 5 mL/min.in.
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interesado el.. resultado de. 'la. 'evaluacidén 'y, ‘en.  caso
aprobatorio, -le fue tomada la protesta.
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