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Abstract

Today there 15 the need to find alternatives for obtaining oligofructosaccharides (FOS), because,
these compounds are widely used as low-energy substitutes and non- carcinogenics in the food
industry. The main sources of obtaining FOS are Helianthus tuberosu, Cichorium intybus,
Tegquilana weber, however, there may be other vegetables alternatives for their obtaining less
conventional such as E. crassipes. The objective of this work was to determinate optimum
conditions of fructans extraction process from E. crassipes, which was used in phytoremediation of

effluents from aguaculture previously. This project provides an alternative to use ol this plant
species abundant.

10 Introduccion

Actualmente la industria alimentaria demanda grandes cantidades de oligofructosaciridos,
oligofructanos, glucolructanos, inulina, oligosaciridos resistentes o simplemente FOS debido a su
importancia desde el punto de vista nutricional y salud (Lajolo, 2006).

Estos compuestos se emplean como sustitutos hipocaldricos no carcinogénicos en una
diversidad de alimentos tales como, confiteria, chocolateria, bebidas, heladeria, embutidos y otros
derivados licteos (Chacon-Villalobos, 2006). Las principales fuentes de inulina conocidas en el
mundo son a partir de alcachofa de Jerusalén (Helianthus tuberosus) y de raiz de achicoria
(Cichorium intyvbus).

También se han identificado otras fuentes vegetales con fructanos similares a la inulina v
que pueden brindar caracteristicas funcionales similares, entre estas se encuentra el agave azul
Teguilana weber (Salazar et al., 2010: Mancilla et al., 2006; Lopez et al., 2003; Arrazola, 1969).
Estudios preliminares recientes realizados por Rodriguesz, et al., 2010 (comunicacion personal)
determinaron la presencia de fructanos a partir de fuentes vegetales poco convencionales, tal es el
caso de Eicchornia crassipes (lirio de agua). E. crassipes es una planta flotante de hojas gruesas,
considerada como una especie invasiva que provoca danos en rios, lagos, lagunas, estangues v
canales, a pesar de ello, ha captado la atencion por su alta capacidad de remover nutrientes en agua
(Sdanchez., et al, 2011: Sipadba-Talavares, et al, 2002, Stratford et al, 1984; Ingole et al., 2003;
Mohanty et al., 2006: Xia et al., 2006). Es por eso la importancia de realizar estudios ha cerca de
esta especie vegetal va que hasta el momento no existen reportes en los que se le destine como
fuente de biomoléculas de interés comercial, como son los fructanos.

En este proyecto se planteo la obtencion de fructanos a partir de E. crassipes especie vegetal
la cual fue previamente utilizada en fitoremediacion de efluentes provenientes de granjas acuicolas.

10.1 Métodos
El provecto se desarrolld en dos etapas principales:
Etapa 1. Obtencion del material vegetal La meta de esta etapa fue contar con material

vegetal de E. crassipes utilizada previamente en fitoremediacion de efluentes provenientes de
granjas acuicolas.
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Etapa 2. Optimizacion del proceso de extraccion de fructanos. La meta de esta etapa fue
contar con las condiciones 6ptimas del proceso de extraccion de fructanos a partir de E. crassipes.
10.2 Resultados y discusion
Etapa 1. Obtencidn del Material vegetal

En la tabla 10 se muestran los resultados de la caracterizacion lisico-quimica y microbioldgica del
efluente tratado por E. crassipes.

Tabla 10 Resultados de la caracterizacion del efluente de estudio

Parimetro Valor (promedio)
pH 8.5

Temperatura 30°C
Conducuvidad .59 mS/m
Turbidez =1 Abs

Sohdos sedimentables 2 ml/L

N-NO- 2.5 mg/L
Colhformes totales 23 NMP/1OOmL
Colformes fecales No detectables

El efluente tuvo un pH alcalino, valor que se encuentra dentro del rango normal de efluentes
provenientes de actividades acuicolas, una alta turbidez debido a la presencia de solidos
suspendidos v microalgas, una concentracion alta de N-NO;. Ramirez-Carillo, er al, (2009)
reportaron que esto pudiera ser debido a que no existen condiciones favorables para su ripido
recambio a N-NO: por una baja concentracion de oxigeno molecular libre o baja presencia de
bacternias nitrificantes. El analisis microbioldgico determind presencia de coliformes vy ausencia de
coliformes fecales.

10.3 Evaluacion del efecto de las aguas residuales provenientes de granjas acuicolas sobre el
crecimiento de E. crassipes

A un sistema de 40L le fueron colocados 500g de material vegetal para evaluar el efecto de las
aguas residuales sobre el crecimiento y aspecto fisico de las plantas con un recambio cada 72 y 144
h de agua residual por triplicado. En la figura 1 se presentan los resultados del crecimiento de las
plantas durante 7 d.
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Grafica 10 Culuvo de E crassipes en: Sistema 1. Medio sintético con un recambio cada 72 h.
Sistema 2. Efluente con un recambio cada 72 h. Sistema 3 Efluente con un recambio cada 144 h.
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Se observa un crecimiento de las plantas en los sistemas 2 y 3 gque corresponden al cultivo
de E. crassipes en el efluente. Se obtuvo un aumento en el peso del 2006% v 24.9% en los sistemas
2 y 3 respectivamente en 7 d.

El crecimiento en el medio sintético (sistema 1) solamente represento el 1.98%. El aspecto
de las plantas cultivadas en el efluente (datos no presentados) fue de vigor, mientras que en el
medio sintético hubo cierta marchitez de las hojas. Resultados semejantes han sido reportados por
Allinson, et al, (2009) donde E. crassipes puedo ser cultiva satisfactoriamente en elluentes
industriales conun pH 9 y un alto contenido de N.

10.4 Remocion de nutrientes del efluente mediante E. crassipes

pH. El pH fue determinado durante 10 d. Los resultados muestran que la presencia de E. crassipes
favorece la disminucion de pH akanzando un valor promedio de 7. Dicho valor cumple con valores
normativos mexicanos permitido para aguas tratadas que es de 6.5-8.5.

Temperatura. La temperatura se mantuvo en un rango entre 29 y 32.3 °C.

Conductividad. Los resultados presentan que la conductividad oscila en un rango de (.53-
(.66 mS/m valores permitidos dentro de la normatividad de aguas residuales tratadas.

Turbidez. La trbidez del efluente fue disminuido el 100% en presencia de E. crassipes al
cabo de 10 d. Ampliamente ha sido reportado que esta especie vegetal presenta una alta capacidad
de remover nutrientes del agua mejorando considerablemente la calidad de esta (Sanchez., er al.,
2011;  Sipadba-Talavares, etr. al, 2002). Existen investigaciones relacionadas con el
aprovechamiento de E. crassipies como especie aplicada a la fitoremediacion de aguas
contaminadas con metales pesados v compuestos gquimicos (Stratford et al., 1984; Ingole ef al.,
2003; Mohanty et al., 2006; Xia et al., 2006), Fang, er al., (2007) reportaron la aplicacion de E.

crassipes en toremediacion de aguas eutrofizadas.



N-NO;. La concentracion N-NO: iniciales del efluente disminuyeron considerablemente a
valores por debajo de 0.036 mg/L., esto es pudiera ser debido a la dindmica que impuso la presencia
de E. crassipes en el sistema.

Coliformes totales y fecales. Los resultados presentaron que el sistema con E. crassipes
hubo una disminucion de la presencia de Coliformes totales (< 2 NMP/100mL) vy ausencia de
Coliformes fecales. Esto pudiera ser debido a los cambios nutricionales v ambientales impuestos
por la presencia de E. crassipes.

Etapa 2. Optimizacion del proceso de extraccion de fructanos.

Cuantificacion de fructanos. Los fructanos fueron cuantificados utilizando el kit de
Megazryme para fructanos (Megazyme fructan assay kit), de acuerdo a los métodos 999.03 de la
AOAC y 32-32.01 de la AACC; para la medicion especifica de fructanos en extractos de planta y
productos alimenticios que contienen almidon, sacarosa y otros azicares.

Diseno Box-Behnken de superficie de respuesta. Para la opumizacidon del proceso de
extraccion de fructanos de E. crassipes se utilizé un disefio factorial tipo Box-Behnken 37 con 15
corridas expenmentales. Los tres factores de estudio se presentan en la tabla 2, los cuales fueron;
temperatura (“C): tiempo de extraccion (min) y la relacion liguido-séhdo (mL/g)

Tabla 10.1 Factores estudiados v sus niveles

MNiveles
Factores

-1 0 |
A T(°C) 6l 75 a0
B: timin) N 75 120

C: RLS (ml/g) 4 5 G

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es una coleccion de técnicas estadisticas y
matemiticas dtiles para el desarrollo, mejora v optimizacion de procesos. La aplicacion mds amplia
de la MSR es en el dmbito industrial, particularmente en situaciones donde algunas variables de
entrada influyen potencialmente algunos aspectos de las caracteristicas de un proceso o producto
(Myers, Montgomery, & Anderson-Cook, 2009). Tomando en cuenta los factores y los niveles
mostrados en la tabla 2, el software estadistico STATGRAPHICS Centurion XV @5tatPoint Inc.,
1982-2(0)7, propuso 15 experimentos donde se combinaron los factores estudiados a diferentes
miveles (Box, Huter, & Hunter, 2008). En la tabla 10.1 se observan las 15 combmnaciones de
experimentos con los resultados de extraccion de fructanos: en donde se puede observar que los
valores de extraccion fueron desde 52.27 hasta 257.09 mg/L. El valor miximo de extraccion se
encontrd en el experimento 14 a una temperatura de 75°C, tiempo de 75 minutos y RLS de 5 ml/g.
Al aplicarse el anilisis de regresion sobre los datos experimentales, la vanable respuesta y los
factores estudiados se obtuvo la siguiente ecuacion (1),

Fructanos (mg/l) = -4035.07 + 48.1789*T + 10.8934%t + 848.541*RSL - 0.227811*T° -
0.0298301#T#t - 2.6047#*T*RSL - 0.0577764%1" - 65.2588*RSL" (10}
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En la tabla 10.2 se muestra un resumen del andlisis de varianza (ANOV A) aplicado sobre el
modelo estadistico. El coeficiente de determinacién R” fue de 89.04 lo que indica que el modelo
ajustado explica el 89.04% del comportamiento de la variable respuesta. El coeficiente de
determinacién ajustado (R” adj) fue de 74.42%. lo cual indica un buen grado de correlacién entre
los valores observados experimentalmente y los calculados por el software. De acuerdo al ANOV A,
los factores A, B y C fueron estadisticamente significativos (P < (L05) con respecto al porcentaje
de extraccion de fructanos y se observo una interaccion significativa entre los factores AA, BB vy
CC (Tabla 4). Lo anterior indica que los lactores que afectan de manera significativa el porcentaje
de extraccion de fructanos son la temperatura, el tiempo de extraccion y la RLS.

Tabla 10.2 Matriz del disefio Box-Behnken y respuesta experimental de la variable dependiente

Temperatura Tiempo RLS Fructanos

Experimento (“C) (min) imlfgy  (mg/l)
| 75 75 5 254,45
2 60 120 5 8321

3 a0 120 5 69,34
4 75 120 6 20,01

5 60 0 5 65.07
G o0 0 5 131,75
7 75 75 5 255,25
) 75 0 4 74,14
9 75 120 4 86,94
1o o0 75 4 118,95
11 75 0 6 5227
12 (0] 75 6 237,36
13 o0 75 6 5761
14 75 75 5 257.09
15 (0] 75 4 142,41

Tabla 10.3 Anilisis de varianza del modelo polinomial para la variable dependiente

Fuente Valor-P
ATemperatura (L2328
B:Tiempo 09748
C:RSL 09676
AA 0.04493
AB 01,3538
AC 0.099]
BB 0.0014
cC 00204

Lingvun et al., (2007) realizaron un estudio para encontrar el punto 6ptimo de extraccion de
inulina en alcachofas de Jerusalén (Heliantus tuberosus) por medio de un anilisis de superficie de
respuesta, encontrando que los factores que influyeron significativamente en el porcentaje de
extraccion de inulina fueron la temperatura del agua de extraccion y la relacion agua-solido.
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Cal et al., (2008) encontraron que la temperatura del agua de extraccion, relacion agua
solido y el tiempo de extraccion afectaron el porcentaje de extraccion de polisaciridos de nopal
(Opuntia milpa alta). Xulie et al, (2007) encontraron gue la temperatura del agua para la
extraccion, la relacion agua solido, el tiempo de extraccion y el tamano de particula tienen
influencia en el porcentaje de extraccion de polisacdndos a partir de un hongo comestible ( BaChu
mushroom). A partir de la ecuacidn 1, se generaron las grificas de superficie de respuesta
relacionando la extraccion de fructanos en funcidon de la temperatura, tiempo de extraccion vy
relacion liguido-sahido.

En la figura 10 (a) se observa el efecto de la temperatura y el tiempo sobre la cantidad de
extraccion de fructanos a una RSL fija. En este caso se aprecia que el porcentaje de extraccion
maximo es cercano al punto central del griafico con respecto a la temperatura. Este mismo
comportamiento se observa en la figura 10 (b), que relaciona el efecto de la temperatura y la RSL
de extraccion a un tiempo fijo. Lo anterior refleja que a temperaturas cercanas a los 90°C la
extraccion de fructanos se ve afectada, esto debido posiblemente a la hidrélisis de los fructanos
provenientes del Jacinto de agua (Eicchornia crassipes). La figura 10 (¢) muestra el efecto de la
relacion tiempo v RSL sobre el porcentaje de extraccion a una temperatura fija. En este caso se
observa claramente el efecto del tiempo sobre el porcentaje de extraccidon, apreciindose que a
tiempos mayores a 90 minutos la cantidad de extraccion de fructanos disminuye. La forma general
de los tres grificos indica que los tres factores estudiados tienen un efecto en el porcentaje de
extraccion de fructanos, siendo los mds influyentes la temperatura, el tiempo de extraccion y la
relacion agua solido respectivamente.

De acuerdo al soltware estadistico, los valores optimos de los diferentes factores que
influyen en el porcentaje de extraccion de fructanos se muestran en la tabla 5. Con la finalidad de
validar el andlisis de superficie de respuesta, se llevd a cabo la obtencion del extracto liguido de
fructanos con las condiciones dptimas antes mencionadas vy la cantidad de fructanos obtenidos fue
de 246.34 + 12,81 mg/l (n = 3). El valor obtenido fue cercano al valor teérco predicho, lo que
indica que el modelo utiizado fue adecuado para explicar los datos experimentales con respecto a
los valores tedricos. Resulta dificil comparar las cantidades de extraccion de fructanos (como
polisaciridos) obtenidos en este estudio con respecto a lo reportado por otros autores, (Xulie ef al.,
2007: Cai et al., Ying ef al, 2008), debido a que el matenal utilizado para realizar la extraccion de
polisaciridos es un extracto semi-purificado, mientras que en esta investigacion la extraccion se
llevd a cabo directamente sobre la materia prima sin gue esta sulriera modificacion alguna, esto con
la finalidad de obtener informacion que pudiera ser aplicada directamente como una oportunidad de
aprovechamiento industnal de E. crassipes, donde generalmente el proceso de extraccion de
polisaciridos inicia con una extraccion solido-liguido, obten€ndose un extracto liguido sobre el
cual se realizan operaciones de separacion hasta lle gar al producto final.
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Figura 10 Superficie de respuesta resultantes del modelo polinomial correspondiente a la variable
dependiente (a) temperatura vs. Tiempo: (b) temperatura vs. R5L: (¢) iempo vs. RSL.
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Tabla 10.4 Valores épumos obtenidos con el andlisis de superficie de respuesta para la extraccion
de fructanos de E. crassipes.

Miveles
Factor -

Bajo Alto Optimo
Temperatura
() &l o0 T1.81
Tiempo (mm) 30 120 75.73
E5SL imlig) 4 6 5.07

Valor dptimo = 257,61 mg/l

Con respecto a los estudios antes mencionados, Xulie et al., (2007) determinaron las
condiciones 6ptimas de extraccion de polisacaridos del hongo BaChu mushroom, obteniendo un
porcentaje de extraccion del 8.73%, a una temperatura de 94°C, RSL de 6 y un tiempo de
extraccion de 10 horas. Cal et al., (2008) extrajeron polisacindos de nopal (Opuntia milpa alta),
encontrando a través de un diseno de superficie de respuesta gque el maximo porcentaje de
extraccion de polisaciridos fue del 0.694% a una temperatura de 86.1°C, RSL de 3.72 y tiempo de
extraccion de 3.61. Ying er al. (2008) optimizaron la extraccion de polisacdridos de Lycium
barbarum, obteniendo un porcentaje de 22.56% a una temperatura de 100°C, RSL de 31.2 vy tiempo
de 5.5 h. Arango-Bedova er al., (2011) reportaron la extraccion de inulina a partir de Yacon
(Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl) con un rendimiento dptimo de 20.7% bajo condiciones
de extraccionde 23 min a 82.2 °C y relacion solvente-materia prima de 4.5 /500 g (9 ml/g).
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Jing-en ef al., (2011), encontraron valores dptimos para la extraccion de polisacindos de
86.9°C para la temperatura, 4.1 h para el tiempo y una relacion agua-solido de 17.7:1 para un
rendimiento de 37.84%.

Song et al., (2012) estudiaron la extraccion de carbohidratos de Ginkgo (Ginkgo biloba)
encontrando que los valores optimos para los lactores fue de RSL de 4, temperatura de 95°C y un
tiempo de extraccidon de 120 min. Dianhui (2012), realizé el estudio de la optimizacion en la
extraccion de polisacdaridos de Dioscorea nipponica Makino obteniendo las condiciones optimas de
95°C, 134 min RSL de 33:1, para una extraccion de 3.82%. En el caso de Pomegranate peel,
Caiping y Xiaolin (2013) obtuvieron que las condiciones optimas para tener una extraccion del
10.358% de polisacaridos fue 98°C, RSL 37 ml/g v 1.9 h de extraccion.

10.5 Conclusiones

El uso de aguas residuales provenientes de plantas acuicolas resultaron adecuadas para para el
crecimiento £ crassipes.

Los factores que afectan significativamente (P<0.03) la extraccidon de fructanos a partir de E.
crassipes fueron la temperatura, el tiempo vy la relacion liguido-sélido.

Los valores dptimos para la extraccion de fructanos a partir de Eicchornia crassipes fueron:
temperatura de extraccion 71.81°C, tempo de extraccidin 75.72 minutos y una relacion liquido-
solido de 5.07 ml/g: obteniéndose con lo anterior un valor tedrico de extraccion de 257.61 mg/L de
fructanos.
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