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1. INTRODUCCION




A partir de la década de los 70s, ha existido una
preocupacibn creciente en torno a los recursos energéticos
provenientes del petrfleo, por ser un producto no renova-
ble, escaso, costoso y selectivo en ciertas regiones del

mundo!‘6

Estos factores han ocasionado el desarrollo de
nuevas investigaciones de diversas fuentes alternativas de
obtencién y utilizacifn de energfa; las cuales proponen co-
mo posibles opciones el empleo de la energfa geotérmica,
nuclear, solar, etc. Sin embargo, a estas formas de gene-
racién de energfia son inherentes a procesos que actualmente
gson costosos o que a veces conllevan a un alto riesgo de
contaminacién.

Otras invastigaciones buscan emplear materiales
21esta
nueva fuente no convencional, utiliza la biomasa como posi-

de origen'animal o vegetal con fines_energéticos;

ble energético capaz de ofrecer toda una gama de sustitutos
de combustible,3 lo cual presenta la ventaja de usar mate-
ria orgd&nica fenovable (desechos agrfcolas, animales, fo-
restales, municipales, etc), tambié&n accesible y sobre todo
Gtil - a los paises en vias de desarrollo.

Desde principios de siglo se ha obtenido alcohol
etflico (etanol) por fermentacién a partir de azficares y
almidén, con. el ffn de utilizarse como energético. En las
@ltimas décadas condicionado por el aumento en el costo de
estos materiales, se ha producido por sfntesis quimica a
partir del petr8leo; pero el incremento constante del pre-
cio de los hidrocarburos a partir de la década de los 70s,
hace recurrir al método original de obtencién, utilizando .
sustratos abundantes y baratos que no sean destinados al

consumo humano}zA



Asf por ejemplo en Brasil, se ha desarrollado un
plan a nivel nacional para investigar y producir etanol a
partir de desechos celulésicos, 47aprovechando los resi-
duos y las plantas de caha de azficar, yuca y otros vegeta-
les provenientes de las grandes cosechas16 que se obtienen
en su territorio, fortaleciendo asf su Industria Azficarera
y por lo tanto su desarrollo econfémico, mediante el uso de
etanol como combustible lfquido o como gasohol (mezcla de

gasolina-etanol)?s’48

México se ha caracterizado por ser un pafs pe-
trolero como consecuencia del descubrimiento de yacimien-
tos en el Sureste de su regibn geogr&fica, lo cual ha res-~
tringido la posible expansifén de investigaciones tendien-
tes a obtener energfa a partir de recursos renovables. La
necesidad de fomentar dichas investigaciones, se justifica
al entender la relacifén indisoluble gue existe entre el
consumo de energfa y el nivel de vida, desarrollo social y
avance industrial de un pafs; por lo que Mé&xico no debe
depender de un solo energéticor y sf fortalecer su desa-
rrollo econbmico mediante la racionalizacién u optimiza-
cibn del empleo de los recursos provenientes del petréleo
al diversificar las fuentes de energfa, reforzando la in-
vestigacién para la utilizacién de los recursos energéti-
co0s no convencionales.3 En este sentido, los residuos
agricolas existentes en el pafs que actualmente son des-
perdiciados en su mayorfa, produciendo muy a menudo pro-
blemas de contaminacién, constituyen una importante
fuente energética alternativa; ya que a partir de ellos,
ge pueden extraer mdteriales celulésicos que al ser some-
tidos a procesos de transformacién con la ayuda de la
Biotecnologfa, generan productos con alto valor energéti-
co como el etanol?8



Por las razones anteriores, en el presente es-
tudio se han fijado los sigquientes objetivos:

1) Obtener alcohol etillico con fines energéti-
cos, como complemento o sustituto de com-
bustibles lfquidos para transportes automo=-
trices y motores estacionarios.

2) Emplear como materia prima, materiales ce-
lulésicos provenientes de desechos agrico-
las como rastrojo de mafz, paja de trigo y
aserrin, que actualmente producen contamina-
cién.

3) Seleccionar un proceso biolégico de trans-
formacidn de generacién de etanol a partir
de residuos celulésicos, indicando sus con-
diciones de operacifn y requerimientos nece-
sarios.

Para alcanzar estos objetivos, se decidié efec-
tuar una investigacién bibiiografica del producto, de la
materia prima b&sica (celulosa) asf como de sus procésos
de obtencién; posteriormente se realizé la etapa experi-
mental con el ffin de evaluar los diferentes residuos celu-
18sicos ya mencionados, para escoger los mids idéneos‘y po-
der seleccionar un proceso de transformacién adecuado.

El presente estudio es de cardcter experimental,
enfocado a la obtencidn de alcohol como combustible l{qui-
do a partir de un proceso biol8gico que complemente las
caracteristicas de los materiales celulSsicos existentes
en el pafs, esperando sirva de contribucién en la bdsqueda
de formas alternativas de energfa, a partir de recursos
renovables.



2. GENERALIDADES




2.1 HISTORIA.

E1l uso del etanol como lfquido combustible no es
nuevo, ya que desde 1895 Otto di6 a conocer el ciclo por
el cual enfatizaba el uso del etanol como combustible y
fué a principios de este siglo, cuando una cervecerfa en
Berlin hizo funcionar un vagén usando alcohol como com-
bustible.6 Posteriormente se realizf una carrera de autos
de 85 millas entre Parfs y Chantilly usando también el al-
cohol como fuente energética por lo que todos los primeros
ensambladores de autos experimentaron con etanol como com-
bustible basico.s1

Los grandes descubrimientos de yacimientos de
petr6leo en 1901, abastecieron completamente las necesida-
des de combustible para motores ocasionanao con ésto el
desuso del etanol. Las primeras experiencias en las quebse
utilizé la mezcla de gasolina-etanol (gasohol), como 11-
quido combustible en automSviles, fué en Brasil por el INT
{Instituto Nacional de Tecnologfa) en 1920. Posteriormente
en 1930, para estabilizar la Industria Azucarera en Brasil
fué cuando realmente se implant8 el uso del gasohol, le-
gisldndose en 1931 laladiciﬁn'de un 5% de alcohol en la
gasolina.

Durante la 2a Guerra Mundial en Brasil, se inte-
rrumpié la importacidn del petr6leo por lo que en ese
tiempo se alcanzé el miximo uso del etanol con fines ener-
géticos.

En los afios treintas, en Eurdpa no se usaba to-
davia el petr8leo, por lo que se segufa utilizando el al-
" cohol producido a partir de la papa como combustible. Fué
en la posguerra cuando se expandi6 la produccién de petrd-
leo en el Golfo Pérsico, inundando asi el mercado interna-"
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cional y dejando en el olvido la produccién de combusti-
ble a partir de biomasa.51

En 1975 fué lanzado por el gobierno brasileno,
el Programa Nacional de Alcohol y su objetivo principal
fué incrementar la produccibn de alcohol para utilizarse
como combustible, debido al encarecimiento del petréleo?z

Entre 1974 y 1976 el CTA (The Air Force Techni-
cal Center) investigé el funcionamiento de los motores
brasilenos que utilizaban el gasohol como combustible el
cual, contenfa diversas cantidades de alcohol. Su reporte
fué satisfactorio comprobando que el gasohol contenfa un
20% de alcohol y que los motores no disminufan su funcio-
namiento compard&ndolos con motores de gasolina, ademds, no
requerfa ninguna modificacién en el motor, por lo que a-
bogaron para sustitufr la gasolina con alcohol.6

Para 1977 en la Ciudad de Sao Paulo, existian
1.3 millones de vehificulos con motores Otto usando gasohol
y se prpbaban 400 vehiculos movidos solamente por alcohol
(etanol 96° G'L ) con motores ligeramente modificados.

Desde 1970 hasta la fecha, se han realizado va-
rios estudios, con el ffn de utilizar desechos celulési-~
cos como fuente de obtencién de diversos productos como
azficares, protefna unicelular y etanol.

Actualmente, gracias a estos estudios se ha de-
garrollado una nueva Industria en Brasil, que con el apo-
yo de su gobierno, ha prevalecido y desarrollado nueva
tecnologfa para la produccién de etanol con fines energé-
ticos. Asf mismo, el uso del gasohol en varios palses co-
mo Estados Unidos y Brasil hace que se siga desarrollando
esta nueva tecnologfa.



2.2 ETANOL.

2.2.1 Propiedades.

El etanol es uno de los productos qufmicos orgd-
nicos mds importantes en la mayorfa de las industrias; se
caracteriza por ser un liquido incoloro de olor agradable
que hierve a 78.3°C y cuya densidad es 0.7894 a 20°C. Su
fé6rmula condensada es CH3CH20H siendo su peso molecular
de 50 g/mol. Es un compuesto orgdnico soluble en agua. Es
muy parecido al agua por lo que posee muchas propiedades
de ésta, como el de ser de cardcter neutro y el de poder
cristalizar conjuntamente con muchas sustancias formando

compuestos que llevan "alcohol de cristalizacién?

Se obtiene por destilacién y el alcohol absoluto
se obtiene destilando el alcohol al 96% en presencia de
cal viva, sulfato de cobre anhidro o éon benceno. El1 alco~
hol de 96% no es miscible con la gasolina, por lo que es
~necesario utilizar alcohol absoluto obtenido por destila-
cién en presencia de benceno.11

2.2.2 Usos.

El alcohol etflico se emplea ampliamente en la
preparacién de productos.quimicOS y farmacéuticos., Se u-
tiliza ademds como disolvente, como extractor y como anti-
' congelante. Sirve.como sustrato y comb materia prima para
la sintesis de otros compuestos orgdnicos con funcién di-
solvente, extractora, colorante, farmacéutica, lubricante,
adhesiva, detergente, pesticida, plastificante y en perfu-
merfa; tambié&n se ha usado como deshidratante, como com-
bustible y en bebidas alcoh8licas y de destileria_.12

A Uno de los broductos de importancia, derivados
del etanol es el gasohol que es un combustible formado por
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la mezcla de gasolina y etanol en una proporciénrde 90 a
10 o de 80 a 20, respectivamente. Si se le diera el uso
como combustible para autos observariamos que &stos no re-
quieren ninguna modificacifn, cosa que no pasarfa si se u-
sara etanol puro ya que si se necesitarfa algunas trans-
formaciones en los motores.45

2.2.3 Obtencifn de Etanol.

El etanol es un producto que puede ser obtenido
a partir de diversas materias primas clasificadas en cua-
tro tipos:

a) Materias sacaroideas, constituidas por las
melazas, azficares de caha, remolacha y jugos
de frutas.

b) Materias que contienen almidén y que compren~
den los cereales (mafz, malta, cebada, trigo,
etc), al igual que las papas y la yuca.

c) Materias celulésicas como la madera, rastro-
jos, pajas, residuos de fabricacibn de la ma-
dera y otros residuos celuldsicos agricolas.

d) Materias petrogqufmicas como el etileno prove-
niente del gas natural.

De acuerdo al tipo de materia prima a utilizar es
como se elige el proceso de obtencifn; en general existen
dos procesos de obtencién:

a) Proceso quimico.~- En el que se utiliza el a-
cetileno como materia prima y por medio de un
proceso quimico se convierte, a temperatura
elevada, en etanol mediante la adici6n de a-

gua en presencia de ciertos catalizadoreé-37



b) Por fermentaciln.- Proceso de descomposi-
cién de carbohidratos provocada por enzimas
segregadas por diferentes microorganismos
como las levaduras, obteniendo asf etanol
como producto principal de la fermentacidn.

Basdndonos en el objetivo de este trabajo, se e-
ligi6 la sintesis biolSgica de etanol por ser el proceso
que permite aplicar las condiciones idéneas ya mencionadas
anteriormente.

2.2.4 Fermentacidén Alcohdlica.

La fermentacién alcoh6lica es el proceso por el
cual se degradan los azficares, en condiciones anaerobias,
para dar como productos etanol y bif6xido de carbono. Antes
que la fermentacién.alcoh6lica se efectfe se debe conside-
rar el uso del alcohol a producir y asf elegir la materia
“prima y el microorganismo a emplear.

‘ En la Tabla 2.1 se muestra la eficiencia de al-
~gunos microorganismos productores de etanol, asf como los
sustratos en los gue actfian y algunos productos que tam- -
‘pién se obtienen durante el procesd de fermentacidn.

Como se observa en esta tabla los microorganismos
con capacidad de producir altos rendimientos de etanol per-
" tenecen al grupo de las levaduras y se ha comprobado que
_éstas son capaces de tolerar y producir de 13 al 20% de al-
cohol etflico. 22 -

‘Mecanismo de la Fermentacién Alcohélica.
El mecanismo de la fermentacién alcohblica ha si-
do muy estudiado debido a la gran importancia que tiene el




Tabla 2.1

Microorganismos productores de Etanol a partir de varios sustratos.

¢ Produccién de

Sustrato Microorganismo que actfa Compuestos Formados Etanol prictico Referencia
Melazas (sacarosa, rafino- Saccharomyces cerevisiae
sa), granos {almidén), Ju~ S. anamensis EtOH, CO2 90 - 98 37,52
go de cana, Papas. Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces cerevisiae - .
Maltosa y Aminodcidos S. anamensis EtOH;m;i:ggol a:él}ggéoiso 78 ~ 92 37,52
Schizosaccharomyces pombe Y prop .
Maltosa, Fructosa, Gluco- Saccharomyces ellipsoideus - S
' oa ' Zymomonas mobilis EtOH, CO2 90.‘ 98 37,52
Candida pseudotropicalis s -
Suero dg Leche (Torula cremoris) EtOH, C02 ’ 84 94 37
Lejfa Sulfftica y AzGca~ : : : -
res de madera S. cerevisiae EtOH, CO2 ) 39 47 37
' EtOH, CO,, &c. acltico y - :
Glucosa, Almidén Sarcina ventriculi zfdrmico 43 44 36
Glucosa (agave) Pseudomona lidneri _
{(Thermobacterium mobile) EtOH, COz, 4&c. 1&ctico 41 44 36
B. macerans
Pentosas, Pectina, Almi- EtOH, CO,, acetona, &c. a-
: B. polymyxa 2 : 22,5 - 31.2 14,36,39
dén, Glucégeno B. acetoethylicum cético
Celulosa Cl. thermocellum EtOH, &c. acético 35 7
Cl. kluyveri EtOH, 4c. acético ' '
Glucosa Cl. thermosaccharolyticum EtOH, &c. acético y l&ctico 26 -14,36,39
Cl. ethylicum EtOH, C02, H2
Xilosa, Glucosa Fusarium lini EtOH, coz, acetato 39
Glucosa Lactobacillus plantarum
Leuconostoc mesenteroides EtOH,.CQz, lactato 39
Glucosa, Xilosa Aeromonas hydrophilia EtOH, 2,3-butanodipl 14
Glucosa, Almidén, Sacaro- Rhizopus Japonicum EtOH, coz, lactato 5 37,39
: EtOH, 002 3-8

sa, Rafinosa.

Mucor rouxanus

37,39



etanol en la industria qufmica y de alimentos. Los. azfica-
res que se pueden fermentar mis ffcilmente son los monosa-
ciridos ya que se fermentan directamente, mientras que los
di, tri y polisacdridos tienen que ser hidrolizados a he-
xosas antes de ser fermentados.

Muchas veces la misma levadura contiene este me-
canismo de hidrélisis ya que poseen el sistema de enzimas
hidrolasas necesarias para esta transformacién. Las hexo-
sas fermentescibles son: glucosa, fructosa, manosa y ga-
lactosa.

La degradacién de estos azfcares empieza con la
glucélisis de Embden-Meyerhoff en la cual el aceptor fi-
nal de electrones no es el piruvato, sino el producto de
su descarboxilacién, el acetaldehfdo (ver Fig. 2.1). La
descarboxilacién del piruvato estd catalizada por la enzi-
ma piruvato carboxilasa en presencia de la coenzima tiami-
na pirofosfato (TPP), la cual estd unida al piruvato. Es
asf como el piruvato se descarboxila y se reduce poste-
riormente a etanol mediante la enzima alcohol deshidroge-
nasa, con lo que se restituye el NAD en su forma oxidada.
(Fig. 2.2) .

Figura 2.1

2 CH,COCOOH
Piruvato \
2 CH,CHO
/ Acetaldehido
Glucosa NADH,,
< 2 CH,CH,OH

Etanol
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Figura 2.2 Mecanismo del Proceso de Fermentacién '’
AlcohSlica. (Embden-Meyerhoff). (34)

Glucosa
1 - ATP
ADP
Glucosa 6-P .
2
Fructosa 6-P
3 ATP
ADP
Fructosa 1,6 Difosfato
l.
Dihidroxiacetona Gliceraldehido

fosfato 3-fosfato

7 NADH,
1,3 Difosfoglicerato

ADP 7
ATP
3-Fosfoglicerato
|s
2 -Fosfoglicerato
~-H,0 . 9
Fosfoenolpiruvato
l 10 ADP
. ATP
Piruvato
: o "
Acetaldehfdo
1112 + 2[H)
ETANOL

co

ENZIMAS: 1. Hexocinasa. 2., Isomerasa. 3. Fos-
fofructocinasa. 4. Aldolasa. 5. Isomerasa. -
6. Deshidrogenasa. 7. Fosfatasa. 8. Fosfogli-
ceromutasa. 9. Enolasa. 10, Fosfatasa. 11, -
Carboxilasa. 12. Deshidrogenasa.



La estequiometrfa de la fermentacién alcoh6lica,
segln la ecuacifén de Gay Lussac es:

C6H1206--‘Q CO2 + 2 C2HSOH

Sin embargo, en la préctica se ha observado que
la eficiencia de esta ecuacibén se ve disminufda ya que se
pueden formar ademis de bibéxido de carbono y etanol, otros
productos secundarios, segdn las condiciones en que se
trabaje (Tabla 2.2). Asf mismo, la utilizacién del azficar
por parte del microorganismo para su crecimiento y genera=-
cién de nuevas células, ocasiona la disminucién de esta e-
ficiencia.

Tabla 2.2 Productos Finales de la Fermentacién por
Levadura. (m moles/100 m moles de glucosa fermentada).

Productos pH: 3.0 pPH: 6.0 pH: 7.6
Etanol 171.50 165.90 148.00
Biéxido de carbono 150.80 178.00 167.80
Acido acético 0.52 4.27 9.16
Acido butfrico 0.13 0.39 0.35
Acido f8rmico 0.36 0.46 0.43
Acido l4&ctico 0.82 1.73 0.87
Acido succinico 0.53 1.14 0.43
Acetofna - - 0.01
2,3~butanodiol 0.75 0.39 0.33
Glicerol 6.16 10.40 25.10
Carbono asimilado 12.40 12.40 -

Fuente: Ver referencia 40.

Uno de los productos secundarios de la fermenta-
cibn alcohSlica, de interés industrial es el aceite fusel,
el cual es una mezcla de diversos alcoholes Superiores,
predominando el amflico y propflico. Estos alcoholes no se
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forman a travéds del azficar que se encuentra en la fermen-
tacifn sino partiendo de sustancias nitrogenadas como los
aminodcidos, existentes en el medio de fermentaci6n.

Desde el punto de vista energético la fermenta-
cifén alcoh6lica por levadura da una ganancia de 2 moles
de ATP por mol de glucosa fermentada:

Glucosa + 2ADP + 2Pi1i + 2NAD —=p 2Piruvato + 2ATP + 2NADH2
2piruvato + 2NADH, —» 2Etanol + 2C0, + 2NAD

Glucosa + 2ADP + 2Pi-—p 2Etanol + 2C02 + 2ATP

Procesos.

Los procesos empleados en la fabricacifn de al-
- cohol etflico dependen de la naturaleza de la materia pri-
ma. Asf por ejemplo, las materias sacaroideas requieren
“poco o ningGn tratamiento preliminar; en cambio las amil&-
ceas o celulésicas necesitan de un tratamiento previo a su
- utilizacién en la fermentacién. Estos requerimientos gene-
ralmente son llevados a cabo mediante hidrélisis que pue-
" den desdoblar el polisacirido a unidades fermentescibles

- como la glucosa. La hidr6lisis puede ser qufmica, mediante
el uso de &cidos o 4lcalis, o por via enzimdtica utilizan-
do microorganismos (ver seccién 2.4.1).
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2.3 CELULOSA.

2.3.1 - Propiedades.

La celulosa es un polisacdrido lineal formado
por unidades de D-glucosa, unidas por enlaces p 1-4 glu-
cosidicos. La celulosa varfa ampliamente en la longitud de
sus cadenas y en el grado de interaccién entre ellas, de
acuerdo a sus orfgenes; asf el peso de las molé&culas de
celulosa se encuentra entre 100 000 -~ 600 000 g/mol depen-
diendo del grado de polimerizacibn que posea, es decir,
del nfimero de moléculas de glucosa que contenga.g'26

La celulosa puede .ser considerada como una fuen-
te inagotable y f4cilmente disponible,9 que no se encuen-
tra en forma pura en ninguna fuente natural, sino que se
halla asociada a compuestos como almidén, pectina, hemice-
lulosa Y lignina. Con éstos dos dGltimos, la celulosa for-
ma una mezcla fisica estrechamente ligada a la pared celu-
lar de las plantas superiores, que hace que sus tejidos
gean fuertes, durables y resistentes a ataques enzimidti-

cos?®

Dentro de las caracteristicas ffsicas de la celu-
losa destaca el que es insoluble en agua y que presenta 4
estructuras cristalinas (designadas como Celulosa I, II,

III y IV) Yy que a continuacién se mencipnan:9

La Celulosa I es la forma cristalina localizada
en los materiales celulésicos naturales.

La Celulosa II se encuentra en celulosas regene-
radas como filamentos viscosos, celofdn y algodén
mercerizado.

La Celulosa III se forma por un proceso con etil-
amina. '

14



La Celulosa IV se obtiene por tratamiento a al-

tas temperaturas.

La estructura ffsica de la celulosa, no es mds
que el resultado directo de la conformacién de sus molécu-
las de glucosa, tales moleculas forman fibras lineales que
tienden a alinearse unas sobre otras fuertemente .unidas,
debido a la existencia de enlaces laterales denominados
puentes de hidr6geno, generados por los grupos hidroxilo
presentes en las moléculas de glucosa. En las regiones
cristalinas de la celulosa, 1las moléculas de glucosa se
encuentran altamente ordenadas, no asf en las regiones a-

morfas.9

Las caracteristicas ffsicas y qufmicas de los
materiales celul6sicos que determinan su susceptibilidad
a la degradacién enzimitica son:

1) Contenido de humedad de la fibra.

2) Grado de solubilidad de la celulosa en 21 a-
gua (hinchamiento).

3) Grado de cristalinidad de la celulosa.

4) ' Conformacién e impedimento estérico de las
unidades de celulosa.

5) Grado de polimerizacién de la celulosa.

6) Naturaleza, concentracién y distribucién de
los grupos sustituyentes de las sustancias
con las que la celulosa estd asociada.9'13

Uno de los componentes que.impiden la degrada-
- ci6n de los materiales celulfsicos es la lignina, ya que
rodea a la fibra de celulosa en una unidad tridimensional
compacta. Lo anterior se debe a que existen muy pocos en-
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laces covalentes entre la celulosa y la lignina, sin em-

bargo, esta Gltima forma enlaces de tipo éster entre los

radicales urénicos de la hemicelulosa y sus grupos fen6li-
9

cos, generando el efecto ya descrito.

2.3.2 Fuentes de Celulosa.

La celulosa es el compuesto orgdnico m&s abun-
dante, es una fuente renovable producida por la mayorfa
de las plantas verdes. En orden decreciente de abundancia
las fuentes naturales de celulosa son:a

1) El tronco de angiospermas (maderas duras)
contienen 40 a 55 % de celulosa.

2) El tronco de gimnospermas (maderas blandas)
contienen 45 a 50 % de celulosa.

3) El1 tallo de monocotiledbéneas (trigo, arroz,
cafia de azGcar) contienen 25 a 40 § de celu-
losa. ' '

4) Las células del parénquima no lignificado de
‘muchas hojas (contienen 15 a 20 % de celulo-
sa). -

5) - Ciertas fibras no lignificadas- (tales como
los filamentos de la semilla de algodfn y
las fibras del lino) contienen 80 a 90 % de
celulosa.

El mayor voldmen de celulosaAdiSponible en la
naturaleza se deriva de las tres primeras fuentes.

2.3.3 Uso de los Residuos Celul&sicos.

Los residuos celulfsicos se pueden utilizax como
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sustratos para diversas biosfntesis de productos de inte-
rés industrial. En cuanto a otros usos de estos desechos

figuran la utilizacién del bagazo de cafia y la pajilla de
cebada para papel y maderas prensadas, el residuo fibroso
de coco y agave tequilero en rellenos de sillones y bajo

alfombras. Con respecto a otros materiales estén orienta-
dos hacia los forrajes, como relleno en la dieta del ani-
mal.

2.3.4 Disponibilidad de los Residuos Celulfsicos.

No todos los sustratos que se producen en México
como desechos celul6sicos son viables para la produccién
de etanol, debido a que algunos presentan limitaciones en
mayor o menor grado en cuanto a su disponibilidad, distri-
bucibén geogrdfica, ciclos de produccibén, fraccién de celu-
losa aprovechable, costos, biodegradabilidad, toxicidad y
compromiso para otras posibles aplicaciones.

Es por &sto por lo que se prefiere usar desechos
agricolas ya que su disponibilidad en cuanto a produccifn
es muy alta y renovable (Tablas 2.4 y 2.5), su situaci6n
geogrdfica (Fig. 2,3) y ciclos de produccién aceptables,
con un contenido de celulosa alto (Tabla 2.3) y biodegrada-
bilidad aumentada por el pretratamiento a que es sometido
el desecho, asf como la posible toxicidad debido a herbici-
das y pesticidas queda eliminada debido al pretratamiento.

La producci6n anual de los residuos angcolas
promedio de 1972 a 1976 fué de 128 152 086 toneladas y la
cantidad de material susceptible de ser utilizado en 1978
fué de 24 980 265 toneladas (Tablas 2.4 y 2.5).

- 17



.Tabla 2.3 Composicién Qufmica de algunos desper-

cios celulSsicos (% en peso seco).

Componente Rastrojo Paja de Madera
de mafz trigo

Celulosa 29 34 44-50

Hemicelulosa 36 25 20~-26

Lignina 14 13 7-12

Sflice, grasas, 5 28 Balance

ceras, cenizas

Fuente: Ver referencia 10, 29.

Tabla 2.4 Produccién Anual de los Principales Re-~
siduos Agricolas (Promedio de 1972-1976),

Residuo Ton. 2
Mafz (rastrojo y olote) 103 623 675 80.28
Sorgo (rastrojo) 12 488 040 9.67
Cafia de Azdcar (bagazo) 8 396 646 6.50
Trigo (paja) 2 519 361 1.95
Frijol (paja) 617 819 0.48
Arroz palay (cascarilla 506 527 0.39
y paja).

Fuente: Ver referencia 38.
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Tabla 2.5 Produccién Nacioral de Esquilmos Agrico-
las en 1978.

Esquilmo Agricola Produccibn en Ton.
Rastrojo de mafz 16 618 532
Paja de sorgo 2 482 874
Paja de trigo 1723 670
Paja de frijol 1 320 716
Punta de cafia de azficar 1 205 557
Cascarilla de salvado de trigo 750 172
Paja de cebada 534 746
Paja de avena 131 321
Frutas y hortalizas no comerciales 79 855
Cascarilla y arroz 59 309
Paja de cacahuate 43 379
‘Paja de garbanzo 25 134

24 980 265

Fuente: Ver referencia 38.
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2.3.5 Degradacifén de la Celulosa.

Como se puede observar en la Fig. 2.4 la.utili-
zacién indirecta de la celulosa depende de su conversidn a
glucosa, que es un sustrato bisico en la obtencién de va-
rios productos de interés industrial,19

Hidr6lisis Fermentacién //,Etileno
Celulosa —————Glucosa —-————— Etanol
' \\*Butadieno

Acido

Hidroximetilfutfural——F?—bAc. Levulénico

,Figura 2.4 Posibles transformaciones de la celulosa.

‘La hidr6lisis de la celulosa se puede efectuar
por dos métodos: ’ '

a) Hidr6lisis qufmica.- Consiste en tratar al
‘material celulésico con 4cido sulffrico al
0.5 8 v/v.  a una temperatura de 150°C y a
una presién de 67‘psi, manteniéndose unos
minutos. El hidrolizado se neutraliza con
carbonato de calcio y se obtiene un filtra-

' do que contiene un 6 % p/v de az@cares.

Este método ha sido una tentativa para la utili-
zacién de este polisac8rido, pero los altos costos y los

probiemas‘ambientales que ocasiona, hacen de &ste un pro-

ceso nada econdmico.;g'zo

b) Hidrélisis enzimdtica.~ Consiste en trans-

21
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formar la celulosa en azfcares simples como la glucosa, me-

diante la accién de enzimas microbianas provenientes de al-

gunos hongos, actinomicetos o bacterias.lB’19

Las ventajas que presenta el método enzimitico -
con respecto al qufmico son las siguientes:

1) Las condiciones de reaccién son moderadas, a
45°C y presidn atmosférica.

2) Selectividad de la reaccién a los productos
deseados.

3) Generacién de la celulasa en las cantidades
requeridas. Autosuministro seguro.

' 4) Relativo corto tiempo de hidr8lisis.

5) Posibilidad de recuperar tanto celulasa como
fibra no hidrolizada.

6) Los azficares obtenidos son puros y de cali#?
dad constante.

Pretratamiento de la Celulosa.

Como ya se‘habIa mencionado, la célulosa nativa
se encuentra en combinacién con hemicelulosa y lignina, y
normalmente es invulnerable al ataque microbiano. Asf{ los
- residuos lignocelulésicos requieren un pretratamiento pre-
vio a la fermentacién.

Algunos de los efectos deseables del pretrata~ -
miento son: incrementar el volfmen, el drea superficial y
la celulosa amorfa, asf como disminufr la cristalinidad, -
el grado de polimerizacién y el tamafio de partfcula de la
celulosa,

Se han efectuado diversos estudios sobre pretra-
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tamiento de los residuos celulfsicos, pudiendo clasificar-~

se de la siguiente manera:

1)
a)

b)

2)
a)

b)

3)

‘de lignina.

9,18,30

Métodos fisicos:

Molienda.- Se realiza con el ffn de disminufr
el tamafio de partfcula y aumentar el drea su~
perficial.33'48

Tratamientos térmicos.- Utilizando vapor, ca-
lentamiento, calentamiento a presién alta o
calentamiento y descompresidn.48

Métodos quimicos:

Con &cidos (sulf@rico, peracético, etc). El
dcido remueve la hemicelulosa, reduce el gra-'
do de polimerizacifén y permite un cambio en
la estructura cristalina de la celulosa.23
Con 4lcalis.- El tratamiento alcalino con so-
lucién de hidr6xido de sodio al 1 0 2 % p/v,

remueve casi toda la hemicelulosa ademd&s algo
30,33

Métodos microbiolégicos:

Por medio de microorganismos que degradan la
lignina, como es el caso del hongo Pleurotus
ostreatus y otros mis, o también utilizando
miéroorganismos gue posean enzimas como la
xilanasa, ya que €&sta actfia sobre la hemice-
lulosa y crea una superficie de sustrato mds
accesible.

Otros pretratamientos se pueden realizar .por
combinacién de los métodos anteriores.zz’

‘2.3.6 Degradacifn BiolSgica de la Celulosa.

La célula microbiana es impermeable a la molécu-
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la de celulosa de manera que el organismo debe excretar
enzimas para hacer aprovechable el suministro de carbo-
no.1 El contacto ffsico directo entre las enzimas y sus
sustratos es un requisito para la hidr6lisis, por consi~-
guiente, las enzimas extracelulares o Se pegan sobre la
superficie del microorganismo y actdan sobre la superfi-
cie de la fibra con la cual el microorganismo estd en con-
tacto, 0 se secretan al medio y actfian sobre la superficie
accesible de las fibras.

La utilizacién biol6gica de la celulosa puede
llevarse a cabo desde temperaturas cercanas al punto de
congelacién hasta alrededor de los 65°C, Cada una de las
variedades de organismos celulolfticos se vé afectada en
forma diferente por la temperatura.'En medios con pH en~
tre neutro y alcalino, muchos microorganismds son capaces
de crecer y liberar enzimas apropiadas para la hidr6lisis
del polisacarido} bajo condiciones 4cidas los hongos fila-
mentosos son los que actﬁan.1 '

varios grupos de hongos utilizan la celulosa con
mis fuerza y estdn representados por especies de los géne-
ros Aspergillus, Chaetomium, Curvularia, Ensarium y Txi-
choderma (Tabla 2,6). Se ha propuesto que los hongos son
los principales causantes de la degradacifén de la celulosa
en suelos hdmedos mientras que las bacterias tienen mayor
importancia en lugares semiiridos.

El complejo enzimitico "Celulasa", es el sistema
catalftico que requiere un microorganismo para convertir )
la celulosa a azficares; estd formado por tres tipos de en~

zimas designadas como-14

a) p-1,4-glucan-glucanohidrolasé (EC 3.2.1.4)
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(CMCasa, Cx, endocelulasa)

b) p-1,4-glucan-celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91)
(avicelasa, C3, celobiohidrolasa)

c) p~1,4~glucosidasa (EC 3.2.1.21)
(Celobiasa)

Tabla 2.6 Algunos géneros microbianos capaces de
utilizar celulosa.

HONGOS BACTERIAS ACTINOMICETOS

Alternaria Bacillus Micromonospora
Aspergillus Cellulomonas Nocardia
Chaetomium Clostridium Streptomyces
Fomes Corynebacterium Streptosporan~
Fusarium gium
Myrothecium o
Penicillium

Polyporus

Rhizopus

Trametes

Trichoderma

Verticillium

2ygorhynchus

Fuente: Ver referencia 1.

Para la hidr6lisis completa de la celulosa inso=~
luble, se requiere de la accién sin&rgica de los componen=-
tes del complejo. Las diferentes celulasas varfan amplia-
mente en las proporciones de sus componentes, dependen de
la fuente y de las condiciones de crecimiento del microor-
ganismo.

' La adsorcién de los componentes del complejo de
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la celulasa, sobre el material celulSsico es un prerequi~
sito para su hidrélisis.18

Las enzimas se inactivan (se adsorben irreversi-
blemente sobre impurezas no celulésicas) después de cortos
perfodos de uso. Esta inactivaci6n parece ser el principal
obsticulo para no usar las enzimas aisladas para la produc-
cifdn de azficrares a partir de residuos celulésicos.2

El complejo celulolftico es inducible en la mayo-
rfa de los microorganismos y se sintetiza en presencia de
celulosa o carbohidratos gue son estructuralmente similares
al polisac8rido. Los organismos activos poseen una sola ma-
nera de regular la cantidad del sistema enzimftico que pro-

ducen, este mecanismo regulador es conocido como "represién
catab8licaV’

Mecanismo de Accifn de la Celulasa.

La enzima C1 actda sobre celulosa no degradada
(natural), tiene poca o ninguna actividad sobre el poli=~
sacfrido parcialmente degradado o en los oligémeros. La
enzima Cx no hidroliza a la celulosa nativa, pero en cam-
bio rompe los polfmeros parcialmente degradados, actda en
moléculas que contienen muchas unidades de glucosa, ademds
de los oligfmeros tales como la celotetrosa y ocasional-
mente celotriosa. La dltima fase de la transformacifn de
celulosa a glucosa es catalizada por la JB-glucosidasa,
enzima que hidroliza la celobiosa, celotriosa y otros oli-
' gbmeros de bajo peso molecular a glucosa.
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2.4 PROCESO BIOLOGICO DE FABRICACION DE ETANOL A
PARTIR DE CELULOSA.

Para producir etanol de los desperdicios celu-
16sicos (bagazo, papel, paja, etc), se presentan diversas
alternativas generales basadas de acuerdo a las caracte~
risticas del microorganismo y material de desecho a em--
plear. En la figura 2.5 se aprecian las diferentes rutas
para obtener el alcohol, mostrando la analogfa existente
entre algunos de estos procesos con el correspondiente
método de produccién de bebidas alcoh6licas (izquierda de
la figura).

Muchos investigadores han dedicado su atencién
a la-utilizacidén de la celulosa como fuente de obtencifn
de etanol y han considerado varias rutas para su produc-
cién: '

1) Hidr6lisis de la celulosa a azficares y fer-
mentacién subsecuente de éstos.

2) Fermentacién directa de los desperdicios ce-
lulésicos. ’

3) Programacién Genética de microorganismos.

Independientemente de la ruta que se siga para a-
provechar los desperdicios, es necesario eliminar la ligni-
na ya sea por métodos fisicos, quimicos o microbiol6gicos,
menCionados en la p&gina 22. La vfa microbiana de elimina-
cibn, ofreée la posibilidad de aprovechar en forma integral
el regiduo celulésico, ya que se han logrado obtener micro-
organismos mutantes dque pueden ser empleados en el trata-
miento preliminar de los materiales celulSsicos (principal-
mente maderas) obteniendo protefna unicelular a partir de

la lignina.29
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Materia Prima
(Celulosa o Almidén)

Melazas
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- - Pretratamiento
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‘ l l
Levaduras Clostridium thermocellum y | Clostridium ther-
Zymomonas mobilis Cl. thermohydrosulfuricum mocellum Még;g:ig:;;igzs
Thermoanaerobacter Cl. thermosaccharolyticum Monilia sp. P a
ethanolicus Thermoanaerobacter Fusarium sp. rogramacos
ETANOL
- . jog—

Figura 2.5

Fuente: Ver referencia 12.
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A continuacién se describen las diferentes al-
ternativas de produccién de etanol en forma muy concisa.
Estas vias de degradacién son muy dificiles de comparar ya
que existen muchas diferencias en las condiciones de saca-
rificacién, en el tipo y concentracifn de sustrato y mi-
croorganismos empleados en cada una.

2.4.1 Hidr6lisis de la Celulosa y Fermentacifn Alcoh6-
lica.

Las rutas de hidr6lisis de los residuos celuls-
sicos son varias, pero considerando el catalizador gque u-
tilizan existen dos vfas: hidr6lisis 4cida e hidr6lisis
enzimitica.

Hidr6lisis Acida.
La hidr6lisis &cida consiste en sacarificar un

material celul8sico a altas presiones y temperaturas en un
medio acuoso, utilizando diferentes concentraciones de &ci-
do. El producto final de esta hidr6lisis (azQcares fermen-
tables) se emplea para producir protefna unicelular, buta-
nol,'etanol y otros productos de fermentacidn de interés
industriél.

Desde principios de.-siglo ha sido estudiado este
procedimiento por varios palses como Estados Unidos y Ru--
sia, en los cuales se emplea actualmente con el objeto de
obtener alcohol etIlico.29 En la Fig. 2.6 se muestran los
pasos generales del método de conversién quimica de la ce-
lulosa a azficares y la transformacifn de &stos a etanol
por medio de la fermentacién.

La madera, es la materia prima que ha sido mds
empleada para obtener alcohol mediante esta via, existien-
do diferentes procesos desarrollados por muchos investiga-
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Figura 2.6 Conversién Qufmica de la Celulosa en la Produccién de Etanol.

Fuente: Ver referencia 29.




dores que aseguran buenos rendimientos tanto de azficares

como de etanol.29

En general la hidr&lisis Acida de la celulosa ha
sido una buena tentativa de produccién de alcohol, pero
los altos costos asi como los problemas ambientales que

ocasiona, hacen de é&sta un proceso no econdmicogg’37

Hidr8lisis Enzim&tica.

Esta alternativa consiste en la produccién y pu-~
rificacién de las enzimas celulasas y su aplicacibén al re-
siduo celul6sico, para posteriormente obtener etanol a
partir de los azficares reductores que se generen de la hi-
drélisis.

El estudio de este sistema requiere separar en 2
fases la hidr8lisis, primero en producir y purificar la en-
zima y despué&s su utilizacién como agente sacarificador.

La produccién de celulasa se ha desenvuelto alrededor del
hongo Trichoderma viride, en menor escala en M. verrucaria
y otras especies como Aspergillus y en mezclas de ellos.

La sacarificacién de la celulosa mediante este

" método pfesenta algunos problemas té&cnicos y econémicos, en
la fase de purificacién de la enzima, y es por ello que en ,
muchas ocasiones, se utiliza el caldo de fermentacifn di-
_rectamente en el desperdicio celulésico.

En la Fig. 2.7 se resumen las condiciones de ope-
racifn para la hidrflisis enzimatica, estableciendo un sis-
tema de recirculacién de la enzima y celulosa no hidroliza-
da, para obtener los azlcares que por fermentacién mediante
Saccharomyces cerevisiae, son transformados en etanol.29 Se
han realizado varios estudios econSmicos para evaluar la po-
tencialidad econémica de este proceso, presentindose venta-
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Fuente: Ver referencia 29.
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jas tecnolbgicas y de operaci6n, utilizandc generalmente
el complejo enzimitico de Trichoderma viride y la accién

de la levadura Saccharomyces cerevisiae en procesos conti-

nuos o procesos en lote en los que usan el bagazo de cafia

de az(icar como materia prima.lG’47

2.4.2 Fermentacifn Directa.

Otra alternativa de uso de los aesperdicios ce~
lulbsicos, es la de fermentarlos con un microorganismo que
tenga actividad celulolfitica y fermentativa para obtener
etanol; o con dos que por separado, establezcan una rela-
cién de transformaci6n secuencial.

Proceso en Dos Fases.

Este procedimiento es muy similar al anterior ya
que se obtienen azficares y etanol subsecuentemente, median-
te microorganismos celuloliticos y productores de etanol.
En este proceso han empleado a Trichoderma viride y Asper-

gillus, o cultivos mixtos de ellos como cepas productoras

de az@cares y a Zymomonas y levaduras como S. cerevisiae ,

como microorganismos capaces de utilizar los azficares para
generar étano;.14

Proceso en Una Fase.

. En este proceso, un finico microorganismo degrada
el desperdicio celul8sico tratado y transforma el azfcar
resultante en etanol. En la Fig. 2.8 se mencionan algunos
microorganismos que poseen esta propiedad, pero es el gé&-
nero Clostridium el que tiene mayor capacidad de transfor-
mar celulosa en etanol.

El mé&todo de obtencién es muy simple (ver Fig.
2.8) y las condiciones de operacién y tecnol6gicas hacen
de esta alternativa la opcién mis competitiva, econSmica-
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mente hablando en comparacién a las anteriores.29

Clostridium thermocellum degrada la celulosa y

hemicelulosa en etanol; pero su incapacidad de metabolizar
pentosas ocasiona su complementacién con otro microorga- -
nismo como Cl. thermosaccharolyticum, en donde &ste ayuda
durante la fermentacién degradando las pentosas favore- -
clendo asf mayores rendimientos de etanol, disminuyendo =~
los correspondientes a otros productos secundarios que se
generan (&cido acético).7’12 Otros estudios reportan com-
binaciones similares de accifn, al utilizar al actinomice-
to Thermoactinomyces con Cl. thermocellum, Cl. thermosa- -

ccharolyticum con Bacillus macerans, Fusarium oxysporum -~
con S. cerevisiae y otros, obteniendo altos rendimientos
de etanol.

- 2.4.3 Programacién Genética.

Una de las principales limitaciones con que se
topa la producciSn de etanol por fermentacién es la capa-
cidad de los microorganismos de tolerar el disolvente. La
dltima opcidn serfa la de programar genéticamente por di-

versas técnicas de mutacién, levadufés o bacterias (como -
Zymombnas) que posean una alta actividad fermentativa para
producir etanol y que por medio de la recombinacién gené&-
tica sean capaces de convertir la celulosa en etanol, en -
una sola Operacidn, que la tolerancia y efectos inhibito=-- -
rios propios del etanol y los azficares est&n minimizados y
que los rendimientos del alcohol sean tales, que reduzcan
el costo de operacifn y hagan que este proceso sea econg-
micamente viable. "’

. En cuanto al costo que tendrfa el etanol produ-
cido por fermentacifn de residuos celulSsicos, serfa competi-
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tivo de acuerdo a los rendimientos de etanol obtenido, y

a la posibilidad de aprovechar en forma integral el resi-

duo, y todos los subproductos obtenidos; ya sea empledndo-
los como fertilizantes, como alimento en forma de forraje
o como fuente para la produccibén de protefna unicelular.

Actualmente en Brasil est&n ya establecidas va-
rias plantas para la produccién de etanol mediante esta
via al igual que por via de sustancias sacaroideas y ami-
léceas.2

En este pafs se le ha dado auge a &sto, ya que
existe todo un programa basado en aumentar la produccién
de etanol como fuente energética y uno de sus fines es el
de sustitufr la gasolina y el diesel, completamente por
etanol. Actualmente en Rusia, Estados Unidos y otros paf-
ses ya se usa la mezcla de gasolina-etanol y es por eso
‘que se ha despertado el interé&s en esos pafses de aprove-
char los recursos celulésicos para este f£in, 24



3. MATERIALES Y MEDIOS DE CULTIVO



3.1

3.2

MATERIAL UTILIZADO.

Se utilizé material y cristalerfa de laborato-
rio. Parte del equipo utilizado fué el siguiente:

1)

2)

3)

Agitadora con temperatura y agitacifn con-
trolables.

Marca: New Brunswick Scientific.

Modelo G24

CromatSgrafo de Gases.

Marca: Wilkens. ;
Modelo Aerograph 600. Columna Chromosorb 103
(6 pies de largo por 1/8 pulg. de difmetro
de acero inoxidable).

Molino tipo intermedio con motor de 1/4 H.P.
Marca: Arthur C. Thomas.
Modelo Willey.

MATERIAL BIOLOGICO.

Las cepas utilizadas en este trabajo: Trichoder-
ma viride y Trichoderma sp., fueron proporcionadas por el

Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M., ¥y
se trabajaron por separado durante todo el proceso.

La levadura con la que se trabaj6é fué Saccharomy-
ces cerevisiae variedad ellipsoideus, esta cepa fué suminis-

trada por el Departamento de Cepas de la Facultad de Qufmica

de la U.N.A.M.
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3.3 MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

1)

2)

de sulfato de hierro, 156 mg de sulfato de magnesio, 167

Medio de Extracto de Malta Agar.50

Extracto de malta 25.0 g
Agar ‘ 15.0 g
Agua destilada 1000.0 ml

Medio de Inducci6n.35

Fosfato monob&sico de potasio 2.0 g
Sulfato de amonio l.4 g
Urea 0.3 g
Sulfato de magnesio 0.3 g
Cloruro de calcio 0.3 g
Carboximetilcelulosa 10.0 g
Solucién de metales traza 1.0m
Agua destilada 1000.0 ml

Soluci6n de metales traza: Contiene 500 mg

mg de cloruro de zinc, 1 ml de 4cido clorhfdrico al 19 %,
se afora a 100 ml con agua destilada.

3)

Medio de V-8 Agar.so :

Jugo V-8’ 180.0 ml
Carbonato de calcio k 2.0 g
Agar ’ : 20.0 g

Agua destilada - 1000.0 ml
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4)

5)

6)

Medio de Martin (Rosa de Bengala Estrepto-

micina).

Rosa de bengala
Peptona

Glucosa

Fosfato de potasio
Sulfato de magnesio
Agar

Estreptomicina

Agua destilada

Medio para Levaduras.

Glucosa
Extracto de levadura
Sulfato de amonio

Fosfato monob&sico de potasio
- Cloruro de sodio
Solucién de metales traza
Agar

Agua destilada
Medio de Sabouraud.
?eptdna '
Glucosa

Agar

Agua destilada

0.

5.
10.
1.

0.
20.
30.
1000.

10.
1,
0.
0.
0.
1.

- 2.
100.

10.

- "20.

15.

11000.

05
00
00
00
50
00
00
00

00
00
50
25
10
00
00

00

00

00
00
00

g
g
9
q
)
g
I

g/ml

ml
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4.  METODOS EXPERIMENTALES




4.1 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO.

La eleccifén del esquema general de trabajo en es-
ta investigacién, se hizo en base a las condiciones de ope-
racién, tipo de microorganismos y eficiencia de los procesos
de obtencibn descritos en la seccifn 2.4. El método de ob-
tencién de etanol en dos pasos seleccionado, consiste en dos
fermentaciones secuenciales, una celulolitica y otra alco-
h6lica, en las cuales se obtienen altqs rendimientos de sus
principales productos, azficar y etanol respectivamente.

En la Fig. 4.1 se ilustran las fases que consti-
tuyeron la parte experimental de este estudio (Degradacién
Celulolitica y Fermentacidn Alcoh8lica), sefalando las -
principales etapas que las integran, Dichas fases serin ana-
lizadas a continuacién, describiendo en forma muy concisa
las acciones y actividades que se desarrollaron en cada una
de las etapas integrantes,

4.1.1 Fase 1. Degradacién Celulolftica.

Esta fase consistif en preparar al material celu-
16sico convenientemente para posteriormente ser utilizadov
en la obtencién de azfcares mediante un proceso biolégico
de degradacién.

En la Fig. 4.2 se muestra la secuencia de las e-
tapas que constituyen esta fase y que a continuacibn se
describen,

1) Sustratos.- Como ya se mencion8 en la sec--
cién 2.3.4, en México existe una gran cantidad de desechos
agricolas que pueden emplearse como fuente de celulosa. En
base a la disponibilidad y al uso que se les d§ a los resi-
duos celulfsicos se eligieron tres y son:
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Fase 1
Degradacién
Celulolitica

Fase 2

Fermentacién
Alcoh6lica

Figuta 4.1 Esguema General de Trabajb.

Sustrato

Pretratamiento

Inoculacién con un
Hongo Celulolftico

Degradacifn Celulolfitica

Obtencién de Azfcares

Concentracién de Azdcares

Inoculacién con
una Levadura

Fermentacifn Alcohblica

Destilacién
Obtencién de Etanol
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Sustrato

Pretratamiento

Medio de Cultivo
y Esterilizacibn

Figura 4.2

Conservacién

Microorganismo
(T. viride o T. sp.)
()

6 Crecimiento

Preparacién y
Cuantificacién
del Inbculo

@ Inoculacién
V4

Fase 1.

Degradacién Celulolftica

Controles de la Degradacién

Separacién

_ Azficares

Degradacifn Celulolftica
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a} Aserrin.- Proporcionado por la carpinteria
de la Facultad de Quimica U.N.A.M.

b) Paja de trigo.- Adquirida en el mercado de
Jamaica de la Cd. de México.

c) Rastrojo de mafz.- Recolectado en San Loren-
zo Tezonco y Xochimilco en el Distrito Fede-
ral.

Para poder utilizar estos residuos se melieron
en un molino Willey con una malla del No. 10.

2) Pretratamiento.- Como se mencion6 en la par-
te de generalidades, la deslignificacifén de los residuos
celulésicos mediante tratamientos alcalinos aumentan la
susceptibilidad de la celulosa al ataque microbiano sin
que éste ocasione efectos inhibitorios. En funcién de este
conocimiento los pretratamientos probados en este estudio
fueron:

a) Pretratamiento gqufmico.- El residuo se traté
con hidréxido de sodio al 4 % p/v, durante
24 horas a temperatura émbiente, entre 20 y
25°C de temperatura, con una relacifn de 1 g
de residuo por 10 ml de &lcali.

b) Pretratamiento ffsico y quimico.- Este mé&todo
anilogo al anterior, consisti6 en procesar
al residuo celulésico con hidréxido de sodio
al 1 8 p/v, en autoclave durante 1 hora a
temperatura de 121°C y presifn de 1.5 Kg/cmz.
La relacifn fué de 1 g de residuo por 10 ml
de &lcali.

Dadas las caracterfsticas del aserrfn y los datos
reportado; por Neri,32 se efectuaron dos diferentes trata-
mientos a este residuo celulfsico, denominando:
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Aserrin

i

al tratado gquimicamente con hidréxido
de sodio al 4 % o al tratado fisica y
quimicamente con hidréxido de sodioc al
1 % p/v.

'Aserrin 2 al tratado qufmicamente con hidréxido
de sodio al 0.5 % p/v o al tratado fi-
sica y quimicamente con hidr6xido de
sodio al 0.5 & p/v.

Después del tratamiento con &lcali se lava el
sustrato con abundante agua hasta neutralizarlo, posterior-
mente se secd a 60°C y se guard$ en un recipiente cerrado.

3) Medio de Cultivo.- Se emple6 el medio de in-
duccibén ~Medio No. 2- en donde se sustituyd la carboxime-

tilcelulosa por los sustratos, utilizindose &stos por se-

parado., Para encontrar la concentracién &ptima de los. sus-
tratos se compararon tres diferentes concentraciones: 0.2,
0.5y 1 $ p/v para cada uno de los sustratos, Cabe sefalar
que para cada sustrato se us8 un testigo que contenfa 0.5%
de &1 mismo en el medio.

- 'El medio ya p:eparado.fué ajustado a pH: 4,5 y
se esterilizé en autoclave durante 20 minutos a 121°C.

4) Microorganismo.~ La seleccifn del micrcorga-

nismoISe efectué baséndose en las caracterfsticas del com-
plejo enzimdtico que posee. Se ha demostrado que el gé&nero
Trichoderma segrega un complejo de celulasa abundante en
sus tres componentes,. ademis de ser estable y resistente a
compuestos inhibidores y t6xicos, por lo que es apropiado

para la sacarificacién de los materiales celuldsicos.za'40

Para la identificacibn y control de cada una de
las cepas, Trichoderma viride y Trichoderma §E-r se reali-
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zaron varios microcultivos.

Trichoderma viride se caracteriza por ser un hon-

go imperfecto que se encuentra comfinmente en el suelo y la
madera. Sus colonias se desarrollan con rapidez formando

una capa micelial delgada con manchas irrequlares de color
verde grisécéo, debido a la masa de sus esporas maduras. -
Las esporas, por lo general, se producen mejor en los extre-
mos de la superficie de los cultivos inclinados. En algunos
cultivos el reverso del medio es amarillo brillante o par-

duzco.3'44'50 '

El ex8men microscépico revela gue es un hongo con
micelio y conidi6foro septados. Los conidibéforos se ramifi-
can irreqularmente siendo las ramas finales verdaderas fi&=-
lides, de las cuales las conidias se van separando sucesi-
vamente. Las cabezas esporGforas frdgiles y esféricas con-
tienen de 10 a 20 conidias ovales que miden de 2.5 a 3 mi-
cras de difmetro.
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5) Conservaci6én del Microorganismo.- Las cepas

de Trichoderma fueron sembradas en medio de Sabouraud -Me-
dio No. 6~ para su conservacién. Se guardaron en refrige-
racién, resembréndose cada 2 meses.

6) Crecimiento del Microorganismo.- Se sembré

la cepa de Trichoderma en varios tubos con medio de V-8 A-
gar -Medio No. 3-, ya que este medio es muy apropiado pa-
ra favorecer el crecimiento y la esporulacién del hongo.
Los tubos ya sembrados se incubaron a 30°C por 3 dias para
T. viride y por 6 dias para T. sp.

7) Preparacibn y Cuantificacién del Inéculo.-

Ya esporulado el hongo, se elabor$ una suspensién de espo-
ras que posteriormente se cuantificé por el método de la
Cuenta Viable. La suspensién de esporas contenfa 1.52x10
esporas/ml.

8

8) 1Inoculacibn.- Los matraces con 150 ml de me-
dio de cultivo (obtenido en el paso No. 3) se inocularon
con 1 ml de la suspensién de esporas de concentracién co-
nocida, exceptuando el testigo de cada sustrato.

-9) DeqradaciGn.CelulolItica.— Todos los matra-
ces fueron colocados en incubacién a 30°C y con agitacibn
a 125 rpm, simult&neamente. Esta etapa es importante por-
que se lleva a cabo la sacarificacién del material celul6-
sico, por lo cual durante el proceso se implementaron va-
rios controles que nos indicaban cualquier anormalidad que
se presentara, tanto en el transcurso como en el final de
lafdegradacién. Los matraces se retiraron de incubacién
cuando la concentracifn de azGcares fué la mixima ya que
&sto se utiliéé como indicador del final de la degradacién
“celulolitica.
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10)

Controles de la Degradacifn.- Durante el

transcurso de la sacarificaci6én se realizaron los siguien~

tes controles:

a)
b)

c)
a)

e)

£)

11)

Temperaturé: Se mantuvo constante a 30°C.
Agitaci6én: Fué de 125 rpm durante todo el
proceso.

pH: Se controlsS entre el valor de 4.0 - 4.5
Azficares Reductores Totales: Se cuantifica-
ron por el método de Luff—Schoorl4 cada 24
horas, lo cual nos indic6 el grado de aumen-
to o disminucifn de los azficares en el medio
durante el proceso de sacarificaci6n.
Actividad Celulolftica: Permitié§ determinar
la eficiencia del complejo de celulasa del
microorganismo. Se compone de dos pruebas:
Actividad Celulolftica en Papel Filtro y Ac-
tividad Celulolftica en Carboximetilcelulo-
sa.26

Control Microbiolégico: Consiste en buscar
posibles microorganismos contaminantes en el
medio de cultivo.

Separacién.- Al obtener la mdxima concentra-

cién de azficares, se sacaron los matraces de incubacién y

se esterilizaron en autoclave. Posteriormente, se filtré el

medio para separar el sustrato s6lido residual y el micro-

organismo, de la solucién azucarada.

12)

Azfcares.~- La solucién azucarada fué reco-

lectada en un matraz y en caso de no ser procesada ese mis-

mo dfa, se esteriliza en autoclave y guarda en refrigera-

cién.

Al evaluar la susceptibilidad de los sustratos
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se observ6 que los aserrines no eran utilizados por los mi-
croorganismos, obteniéndose bajas concentraciones de azfica-
res, por lo que se decidi6 sequir trabajando solamente con
los sustratos de mafz y trigo ya que en &stos se obtienen -
muy buenos rendimientos de azficares.

4.1.2 Fase 2. Fermentacidén Alcoh6lica. iy

Consisti® en la utilizacién de los azficares obte-
nidos en la primera fase, para la produccién de etanol. En
la Fig. 4.3 se muestra la secuencia de las diferentes eta-
pas que la integran y que a continuacién se describen.

13) Concentracifn e Identificacién de Az(icares.-

La concentracién de los azfcares se efectu$ por evaporacién
lenta del aqua de la solucién azucarada, evitando asf su =~
caramelizacién, :

Este concentrado, para su posterior utilizacién,
debe contener por lo menos el 10 % p/v de az@icares en solu-
cién para utilizarse como sustrato en la fermentacién alco-
h6lica. ;

Los' azicares fueron identificados por Cromatogra-
ffa en Papel usando como eluyente: Isopropanol - Acido Acé-
tico - Agua (3:1:1); y como revelador 1.66 g'de Acido Ox4~
lico y 0.91 ml de Anilina disueltos en 48 ml de Butanol.

14) Mosto.- El1 mosto fué€ elaborado utilizando -
una concentracifén de 10 & p/v de azﬁcares totales como ~--

- fuente de carbono, complementdndose con los demd&s consti-

tuyentes, excepto el agar del medio para levaduras -Medio
No. 5~ se esterilizf en autoclave por 20 minutos a 121°C,

La presencia de ciertas vitaminas como la bioti-
na, vuelven m&s tolerantes a las levaduras a altas concen-
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Microorganismo
(8. cerevisiae)

Conservacién

Azficares
producidos en
la 12 etapa

Crecimiento

Preparacién Yy
Cuantificacién

Concentracién e
Identificacién de

Azcares del In&culo
Mosto y
Esterilizaci6n Inoculacién

Fermentaci6n Alcohb6lica
Controles de la Fermentacién
Separacién

Cuantificacién de Etanol

Figura 4.3 Fase 2. Fermentacién Alcoh6lica
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traciones de etanol, incrementédndose asi su productividad.
Por esta razbn, el mosto ya estéril fué complementado con
una mezcla de vitaminas (12.5 u g de biotina, 250 ug de -
piridoxina, 1.87 mg de inositol, 2.5 mg de pantotenato de
calcio, 5 mg de tiamina y 25 mg de peptona); adicionando -
1 ml por cada 100 ml de medio de cultivo.16

15) Microorganismo.~- Los microorganismos mds -~
empleados en procesos industriales para la obtencifn de e-
tanol son levaduras del género Saccharomyces, destacdndose
Saccharomyces cerevisiae por fermentar varios az@icares co-

mo: glucosa, galactosa, fructosa, manosa y sacarosa.

La cepa elegida fu# Saccharomyces cerevisiae va-
riedad elligsoideus,36 por tener la capacidad de tolerar y
producir altas concentraciones de etanol (20 %); Se i-
dentificé de acuerdo a sus caracterf{sticas de crecimiento

en diferentes medios y por sus propiedades biogufmicas como
una levadura espordgena que no licua la gelatina; los az@-
cares que fermenta son: manosa, sacarosa, gluéosa, fructo-
sa, -galactosa y rafinosa 1/3. ’

- Cuando crece en mosto de cerveza forma una pelf-
6ula ténue y un anillo delgado; en cultivos de 45 dtas a -
15°C, la colonia gigante adquiere sobre gelatina-mosto una
forma c6nica baja encontr&ndose surcada por finas rayas -
radiales y gruesos anillos concéntricos.

En cultivos j&venes predominan las células alar-
gadas elfpticas, cuyo tamafio varfa de 3-7 micras por 5-14
micras. Forma esporas con facilidad a 25°C, y la asocia- -
cién de cuatro de ellas constituyen una asca que se ven -
o L 15
con claridad y son frecuentemente refringentes.

16) Conservacibn del Microorganismo.- La cepa
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de Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus fué sembra-
da para su conservacién en medio de Sabouraud =-Medio No.

6~; se guardS en refrigeracifn, resembrindose cada tres me-

15
ses.

17) Crecimiento del Microorganismo.- La cepa de

8. cerevisiae fué sembrada en varios tubos con medio para
levaduras -Medio No. 5-, los que a continuacifn se incuba-
ron a 2B°C durante dos dias.

18) Preparaci6n y Cuantificaci6n del Inbculo.-
A los tubos con la levadura ya desarrollada, se les agregd

solucién salina isot6nica estéril con lo cual gqued8 prepa-
rado el inbculo que posteriormente, se cuantificd por el
método de la Cuenta Viable. La suspensifn de cé&lulas conte-
nfa 9.7x10’ células/ml.

19) Inoculacién.- Los matraces con el mosto ya
esterilizado (paso No. 14) fueron inoculados, en condicio-
‘nes de esterilidad, con 1 ml de la suspensién de levadura
de concentracién conocida, los correspondientes a los tes-
vtigos no se inocularon.

. 20) Fermentacifn Alcohblica.- Los matraces fue-

ron colocados en incubacibn a 28°C en condiciones est&ticas
para producir anaerobiosis e iniciar la fermentacidn alco-
hé8lica. Cuando la concentracién de azficares permanecié -
constante o cerca de cero, los matraces se retiraron de la
incubacién ya que &sto indic6 que la fermentacién habfa
llegado a su punto final.

21) Controles de la Fermentacién Alcohblica.-
Con el £in de visualizar las condiciones que permiten bue-
nos rendimientos de etanol, durante la fermentacifn se lle-

v6 el control de varios par&metros:
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a)
b)

d)

e)

)

22)
tes:
a)

b)

Temperatura: PermaneclS constante a 28°C.
pH: Se mantuvo entre 4.8 - 5.0

Agitacibn: Para favorecer las condiciones de
anaerobiosis se mantuvo estdtico el proceso.
Azficares Reductores Totales: Se determinaron
cada 24 horas por el mé&todo de Luff-Schoorl?
Cuantificacién de Etanol: Se determiné por
Cromatografia de Gases cada 24 horas.
Control Microbiolfgico: La determinacién se
llev6 a cabo cada 24 horas, mediante la ob-
servacifn microscbépica del mosto en busca de
posibles microorganismos contaminantes.

Separacién.- Esta etapa consisti6 en dos par

Separacién del microorganismo del medio me-
diante la filtraci6n de é&ste a través de un
filtro de poro grueso.

Separacifn del etanol del filtrado por medio
de una destilacibén simple a temperatura con-
trolada (Ver Técnica No. 3).

, Posteriormente el destilado obtenido (100 ml) fué
guardado en refrigeracién, en un frasco previamente etique-

tado, para su posterior cuantificacién.

23)

Cuantificacién de Etanol.- Se determiné la

concentracién de etanol mediante Cromatografia de Gases, de
cada uno de los ensayos verificados.

Antes de efectuar la Fermentacifn Alcohblica de
los azficares obtenidos del hidrolizado de maiz y trigo, se
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probd la efectividad de la levadura al variar la concentra-

cién de glucosa (10, 13 y 15 % p/v) del medio para levaduras
para obtener la concentracién mixima de etanol, llevando

los mismos controles descritos en el punto 21 exceptuando

la determinacién de etanol, que se cuantificé solamente al

final de la fermentacién (al determinarse un minimo de azG-

cares); ya que no se conté con el CromatSgrafo de Gases las

veces necesarias.

4.2 TECNICAS.

Para la realizacién de la parte descrita en la
secci6n anterior, se emplearon una serie de técnicas con el
objeto de poder evaluar las etapas criticas del proceso -
biolégico de investigacifn.

A continuacién se describen detalladamente en
que consistieron dichas técnicas cuantitativas menciondndo-
las en su orden cronolfgico al que se emplearon,

1) Determinacifn de AzGcares Reductores Totales?
(Método Modificado de Luff-Schoorl).

~Fundamento:

~ Este m&todo indirecto de valoracibn, se basa en la propie-
dad de los azlcares de reducir el reactivo de cobre alcali-
no y valorar posteriormente el cobre reducido por yodome--
trfa. El yodo liberado es inversamente proporcional al co-
bre reducido y a la cantidad de azficares reductores totales
presentes en la muestra.

Reactivos:
a) Acido clorhifdrico al 25 & v/v.
b) Yoduro de potasio.
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¢) Indicador de almidén al 2 % p/v.

d) Reactivo de cobre: 388 g de carbonato de sodio crista-
lizado (Na2C03.lOHzo) son disueltos en 300 o 400 ml de
agua tibia. A continuacién se preparan dos soluciones,
una compuesta con 50 g de 4cido citrico en 50 ml de a-
gua, y la otra con 25 g de sulfato de cobre cristaliza-
do (Cuso4.5H20) libre de fierro en cerca de 100 ml de
agua. Estas soluciones se agregan a la correspondiente
de carbonato de sodio en forma individual; la mezcla
obtenida se enfrifa afordndose a 1 litro para posterior-
mente ser sometida a una decantacién y separar la solu-
cién clara en botellas &mbar, la cual puede guardarse
indefinidamente pues no presenta el fenémeno de auto-
rreduccidn.

Procedimiento:

En un matraz erlenmeyer se colocan 10 ml provenientes de
la solucién de la muestra problema y 10 ml del reactivo de
cobre; enseguida, mediante la aplicacifn de flama directa,
la solucién se hierve durante 2 minutos sobre una tela con
asbesto, el matraz se conecta a un condensador de reflujo
para someter la solucifn a dicho proceso durante 10 minu-
tos; a continuacién se enfrfa con agua corriente para poS§-
teriormente agregar 3 g de yoduro de potasio y 10 ml de &-
cido clorhidrico al 25 % v/v, agitando hasta qué cese la
produccién de gas que se forma en este paso.

El dltimo paso de esta técnica consiste en titu-
lar el yodo liberado con una solucién de tiosulfato de so-
dio 0.1 N usando 1.0 ml del indicador de almidén; en el
punto estequiométrico o punto final el color azul desapa-
rece, formindose un precipitado crema. El procedimiento
anterior se utilizé para cada muestra investigada corrien-
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dose un testigo del reactivo de color, al igual que un tes-
tigo de cada sustrato.

Calculos:

La cantidad del azficar reductor total presente en la mues-
tra se obtiene por las diferencias entre los volfimenes de
valoracibn de las titulaciones de los testigos y problemas,
la cual equivale al cobre reducido. En la literatura exis-
ten tablas que reportan estos valores en funcién a los pa-
ri&metros que se manejaron en este procedimiento o en su
defecto se realiza una curva patrén para facilitar la in-
terpolacibn de los datos obtenidos.

2) Determinacifn de la Actividad Celulolitica?6

¢

Fundamento:

Esta determinacién de actividad se basa en la degradacién
de un sustrato con una solucidn de enzima con respecto al
tiempo, en condiciones favorables de temperatura y pH para
que actﬁe.26 ' o
Reactivos:

a) Papel Whatman No. 1

- b) Regulador de Citratos pH: 4.8

c) Carboximetilcelulosa al 1 % p/v.

Procedimiento:

a) Actividad en Papel Filtro.~- En tubos de ensaye se co-
10cévuna tira de papel filtro Whatman No. 1 que pese 50 mg,
1 ml del regulador de citratos y 0.5 ml del filtrado prove-
nientes de las muestras. A continuaci6nvlos tubos se incu-
ban a 50°C con una agitacién de 125 rpm durante 1 hora, al
cabo del cual se cuantifican losgs azf@cares reductores tota-
les por el método de Luff-Schoorl.

b) Actividad en Carboximetilcelulosa.- Esta té&cnica es and-
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loga a la anterior, variando Gnicamente el tipo de sustra-
to y las condiciones de operacién, ya que este procedi- -
miento utiliza 0.5 ml de carboximetilcelulosa al 1 % p/v
en agua, realizfndose la incubacién a 50°C sin agitacién
durante 30 minutos, a partir de ios cuales se procede a
cuantificar los azGcares reductores totales por el método
ya descrito,

34

3) Separacibn de Etanol.

En un matraz aforado de 100 ml se toma una mues-
tra de experimentacifn del mismo vol@men la cual se pasa a
un matraz de fondo plano conectado a un equipo de destila-
cién, compuesto de una trampa Kjeldahl y refrigerante. A
continuacifén se destila la muestra en la cual se han agre-
gado previamente dos porciones (20 ml) de aqgua destilada
provenientes del lavado del matraz de medicién el cual a ~
su vez se emplea como recipiente para recibir el destilado
cuyo voldmen ser& de 100 ml aforindose con unas gotas de
agua destilada. La destilacifn debe hacerse en un tiempo de
30 a 60 minutos a una velocidad uniformé, en un valor de
temperatura de 78.3 a 90°C. ’

4) Cuantificacién de Etanol .2’

La cuantificacién de esta sustancia se realiz$
por Cromatografia de Gases usando el CromatSgrafo de Ga--
ses del Departamento de Cromatograffa y Rayos X del Insti-
tuto de Qufmica de la U.N.A.M. Las condiciones empleadas
en este equipo se muestran a continuacién:

Columna: Chromosorb 103 de acero inoxidable. (6
pies de largo por 1/8 de pulgada de di&-
metro) . '

Detector:. Ionizacién de flama.
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propanol) .

Temperatura de la Columna: 105°C.
Flujo de Nitrbgeno: 30 ml/min.
VolGmen Inyectado: 2 ul de muestra.
Velocidad de la Carta: 0.1 pulg/min.

Se us6 como est&ndar interno isopropanol (2-iso-
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5. RESULTADOS



5.1 DEGRADACION CELULOLITICA.

5.1.1 Microorganismo.

Los hongos celulolfticos probados en esta inves-
tigacibén, presentaron caracteristicas morfolSgicas en mi-
crocultivo que corresponden al género Trichoderma. La di-
ferencia entre las dos cepas utilizadas, radica en el ta-
mafio y color de sus esporas; Trichoderma viride presenta -
pequefias esporas arrifionadas de color verde, en cambio, la
cepa de Trichoderma sp. posee esporas ovales de color café
y un poco m&s grandes que las anteriores. Esta coloracifn
trasciende en la apreciacibén macrosc6épica de sus colonias,
siendo verde y de aspecto polvoso la de Trichoderma viride,
negra y grumosa la de Trichoderma sp.

5.1.2 Eleccibn de Sustrato, Tratamiento y Concentra- -
cién Optima.

- Por medio de la determinacién de azfcares reduc-
tores totales se evaluaron los diferentes parmetros: sus-
trato, tratamiento y concentracién Sptima de sustrato; pa-
ra las dos cepas de Txichoderma utilizadas. A continuaci6n
se presentan los resultados obtenidos agrupdndolos de -
acuerdo a la concentracién de sustrato, evaluando asi los
dos diferentes tratamientos para cada microorganismo; de -
esta manera las gr8ficas 5.1, 5.2, 5.3 muestran el compor-
tamiento de T. sp. y las grdficas 5.4, 5.5, 5.6 el de Tri-
choderma viride.
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(a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Trigo Mafz Aserrin 1 Aserrin 2
D1a (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 0.72 0.78 0.38 0.35
2 1.20 0.37 1.25 0.37
3 0.78 0.78 0.78 0.25
4 0.38 0.25 0.72 0.00
5 1.65 0.68 1.10 0.34
6 1.46 1.50 1.84 1.10
7 0.72 0.72 2.04 0.72
8 0.60 0.34 1,20 0.38
9 0.60 0.00 0.72 0.37
10 0.00 0.00 0.60 0.25
(b)

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato Trigo Mafz Aserrfn 1 Aserrfn 2
D13 (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 0.50 0.78 2.50 0.80
2 0.25 0.38 1.62 0.50
3 0.72 0.78 - 1.10 0.25
4. 1.00 0.37 0.72 0.37
5 1.25 0.34 1.21 0.50
6 3.34 1.60 0.72 1.84
7 1.60 0.72 0.60 1.10
8 0.37 0.34 0.38 0.72
9 0.37 ' 0.17 , 0.29 0.34
10 0.37 0.37 0.05 0.00

Glu = Glucosa
Cuadro 5.1. Comportamiento de Trichoderma sp. en los

tratamientos (a) y (b), utilizando los di=-
ferentes sustratos al 0.2 & p/v.
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Grafica 5.1

Comportamlento de Trichoderma sp. en los sustratos al 0.2% con los dos tratamientos,
Rastrojo de malz —'¢—= ,Paja de trigo e ,Aserrin i —g—~ , Aserrin 2 —a—




(a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato  Trigo Maiz Aserrin 1  Aserrin 2
Dia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 0.34 1.60 2.12 0.78
2 0.37 ©0.72 1.63 1.60
3 1.00 0.34 0.78 2.00
4 0.37 0.25 1.20 0.72
5 1.10 0.72 0.78 0.34
6 0.34 1.10 - 1.10 0.34
7 0.78 0.78 1.80 0.72
8 0.37 1.20 1.10 1.10
9 0.90 0.34 0.37 0.85
10 1.20 0.00 0.25 0.78
(b)

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato  Trigo Maiz Aserrin 1 Aserrin 2
D (mg Glu/ml) {mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 0.38 0.78 2.50 0.25
2 1.60 0.37 2.25 0.37
3 3.75 - 1.20 1.60 0.25
4 1.00 0.78 0.34 0.78
5 0.72 0.34 0.78 2.46
6 3.30 1.20 1.60 1.60
7 1.84 1.60 3.711 0.72
8 1.40 0.78 1.00 0.34
9 1.60 0.17 0.37 0.38
10 0.37 0.37 0.25 1.20

Glu = Glucosa
Cuadro 5.2  Comportamiento de Trichoderma sp. en los

tratamientos (a) y {b), utilizando los di-
ferentes sustratos al 0.5 % p/v. '
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(a)

TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Trigo Mafz Aserrin 1 Aserrin 2
DIa (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00

1 2.00 2.00 0.38 0.80

2 2.00 1.20 1.21 1.60

3 1.60 0.50 0.72 2.00

4 0.37 0.42 0.72 1.20

5 1.46 . 0.34 0.34 0.34

6 0.34 1.46 1.22 0.72

7 0.38 0.34 2.25 1.10

8 0.57 0.37 1.20 1.45

9 1.40 0.50 0.00 0.34
10 0.78 0.37 0.00 . 0.78

(b)
TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato Trigo Mafz Aserrin 1 Aserrin 2
Dia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 0.40 1.60 2,50 2.05

2 2.80 1.10 4.74 2.05

3 2.00 0.88 1.20 2.46

4 4.74 0.47 1.60 1.60 .

5 3.20 1.84 3.24 1.63

6 2.60 2.16 1.60 1.60

7 1.10 0.72 0.72 0.72

8 1.80 0.30 0.28 0.34

9 2.20 0.60 0.37 0.00
10 2.00 1.20 1.84 1.10

Glu = Glucosa

Cuadro 5.3 Comportamiento de Trichoderma Sp. en los

tratamientos (a) y (b), utilizando los di-
ferentes sustratos al 1 & p/v.
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(a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Trigo Maiz Aserrin 1  Aserrin 2
pia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 0.25 0.72 0.32 0.72
2 0.25 0.57 0.22 1.10
3 0.25 0.40 0.32 0.80
4 0.25 0.25 0.10 0.15
5 0.17 0.20 0.15 0.16
6 0.10 0.30 0.20 0.25
7 0.00 : 0.40 0.25 0.25
8 0.00 0.37 0.30 0.20
9 0.00 0.35 0.15 0.10
10 0.00 0.00 0.00 0.00

(b)
‘ TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

Sustrato Trigo Maiz Aserrin 1 Aserrin 2
Dia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 0.30 0.70 0.35 0.72
2 0.45 0.07 l.10 1,20
3 0.40 0.12 0.72 0.82
4 0.35 0.50 0.34 0.40
5 0.30 0.22 0.34 0.15
6 0.25 0.30 0.00 0.10
7 0.20 0.48 1.20 0.34
8 0.12 0.65 0.34 0.15
9 0.07 0.80 0.00 0.00
10 0.00 0.20 0.00 0.00

~Glu = Glucosa

Cuadro 5.4 comportamiento de Trichoderma viride en los
tratamientos (a) y (b), utilizando los di-
ferentes sustratos al 0.2 % p/v.
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(a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato  Trigo Maiz Aserrin 1  Aserrin 2
Dia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 1.20 0.60 0.32 1.20
2 0.40 1.20 0.25 0.80
3 0.55 0.80 0.20 0.80
4 2.00 1.60 0.15 0.50
5 1.20 1.00 0.10 0.37
6 1.20 0.80 0.30 0.20
7 0.80 1.20 0.20 0.15
8 0.57 1.60 0.10 0.15
9 0.00 0.80 0.00 0.10
10 0.00 0.00 0.00 0.00
(b)

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato Trigo Maflz Aserrin 1 Aserrin 2
Dpia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 -~ 0.00
1 2.30 2.90 0.40 0.43
2 3.20 2,60 0.30 1.60
3 1.40 3.20 1,10 1.10
4 1.57 1.57 0.35 0.72
5 2.00 0.60 0.35 0.00
6 0.80 1.20 0.25 0.00
7 0.55 2.90 0.15 1.46
8 0.25 0.80 0.00 2.20
9 0.25 0.50 0.00 0.34
10 0.00 0.50 0.00 0.00

‘Glu = Glucosa

Cuadro 5.5  Comportamiento de Trichoderma viride en los
tratamientos (a) y (b), utilizando los di-
ferentes sustratos al 0.5 % p/v.
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(a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Trigo Maiz Aserrfn 1 Aserrfn 2
D1 (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 1.21 1.20 0.43 2.20
2 3.29 2.50 0.00 0.34
3 2.50 1.00 0.25 0.00
4 1.63 2.50 0.00 0.00
5 1.63 2.00 0.00 0.37
6 1.63 1.20 0.00 0.00
7 1.00 2.90 0.35 0.71
8 0.80 2.80 0.00 0.34
9 0.40 1.60 6.00 0.00
10 0.80 1.60 0.00 0.00
(b)

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato Trigo Maiz Aserrin 1 Aserrin 2
pia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.00 0.25 0.25 0.00
1 2.10 3.75 0.30 0.45
2 4.13 5.00 0.25 0.25
3 - 3.00 5.00 0.20 0.00-
4 2.20 3.75 0.37 0.00
5 2.40 4.10 0.65 0.15
6 2.40 - 3.00 0.80 ©0.25
7 2.00 3.30 0.50 0.82
8 1.20 2.80 0.37 6.72
9 0.90 2.40 0.00 0.37
10 0.70 2.00 0.00 0.00

Glu = Glucosa

Cuadro 5.6 Comportamiento de Trichoderma viride en los
tratamientos (a) y (b), utilizando los di-
ferentes sustratos al 1 & p/v.
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De acuerdo a los resultados mostrados en las. -
grdficas anteriores, se resumen los siguientes datos en la
Tabla 5.1:

Tabla 5.1
Trichoderma sp. Trichoderma viride
Sustrato Conc. Optima} Azfcares |Conc. Optimal AzGcares
de Sustrato| (mg/m1) de Sustratog (mg/ml)
(%) (%)
T. Quimico
Trigo 1.0 2.00 1.0 3.40
Mafiz 1.0 2.00 1.0 2.90
Aserrfin 1 1.0 2.25 1.0 0.43
Aserrin 2 1.0 2.00 1.0 2,20
T. Fis. y Quim|
Trigo 1.0 4.74 1.0 4.13
Mafz v 1.0 2.16 1.0 5.00
Aserrin 1 1.0 4.74 0.2 1.20
Aserrfin 2 1.0 2.46 0.5 2.20
5.1.3° Actividad Celulolftica de Trichoderma.

Los resultados de la seccifn anterior sirvieron
de base para evaluar la actividad celulolftica de los dos
microorganismos en los diferentes sustratos. En las gr4fi-
cas siquientes se muestran las actividades en papel filtro
y en carboximetilcelulosa, para cada concentracifn Sptima
de sustrato, de esta manera las gr&ficas 5.7 a 5.10 mues--
tran la eficiencia celulolftica de Trichoderma sp. y las
gr&ficas 5.11 a 5.14 la de Trichoderma viride.
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(a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Trigo 1 $ Act. en Papel Filtro Act. en CMC
pia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) {mg Glu/ml)

0 0.00 0.00 0.00
1 2.00 1.10 0.72
2 2.00 0.00 0.00
3 1.60 1.45 0.72
4 0.37 0.34 0.00
5 1.46 1.84 1.89
6 0.34 0.00 0.34
7 0.38 0.00 0.34
8 0.57 0.71 1.08
9 1.40 0.34 0.34

10 0.78 0.34 0.34

(b)

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato Trigo 1 % Act. en Papel Filtro Act., en CMC
Dia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) {mg Glu/ml)

0 0.00 - 0.00 0.00
1 0.40 0.72 0.00
2 2.80 11,10 0.71
3 2.00 1.00 0.34
4 4.74 1.60 0.72
5 3.20 1.40 0.72
6 2.60 0.72 ‘ 0.72
7 1.10 0.42 0.34
8 1.80 0.34 1.08
9 2.20 0.71 0.15
10 2.00 ' 0.72 0.71

Glu = Glucosa CMC = Carboximetilcelulosa

Cuadro 5.7 Actividad Celulolfitica de Trichoderma sp.
en Trigo al 1 % p/v.
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(a)

TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Mafz 1 % Act. en Papel Filtro Act. en CMC
pfa (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)
0 7.25 0.25 0.00
1 2.00 0.72 0.71
2 1.20 0.34 0.71
3 0.50 0.34 0.34
4 0.42 0.34 0.00
5 0.34 0.00 0.00
6 1.46 0.72 0.71
7 0.34 0.11 0.00
8 0.37 0.34 1.08
9 0.50 0.00 0.62
10 0.37 0.00 0.34

(b)

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato Mafz 1 § Act. en Papel Filtro Act. en CMC
pia (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)
0 ~0.25 0.25 0.00

1 1.60 0.72 0.72

2 1.10 0.34 0.34

3 0.88 1.08 0.34

4 0.47 0.72 0.00

5 1.84 1.10 0.74

6 2.16 1.20 0.34

7 0.72 0.72 0.34

8 0.30 0.00 0.71

9 0.60 0.00 0.72
10 1.20 0.34 -0.73
Glu = Glucosa CMC = Carboximetilcelulosa

Cuadro 5.8

Actividad Celulolftica de Trichoderma Sp.
en Maiz al 1 % p/v.
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ustrato Aserrin 1 1%
pia (mg Glu/ml)

(a)
TRATAMIENTO QUIMICO

(mg Glu/ml)

Act, en Papel Filtro Act. en CMC

(mg Glu/ml)

0 0.25 0.25 0.25
1 0.38 0.34 0.34
2 1.21 0.71 0.34
3 0.72 0.34 0.00
1 0.72 0.71 0.00
5 0.34 0.71 0.00
6 1.22 1.08 0.34
7 2.25 1.20 0.00
8 1.20 0.71 1.80
9 0.00 0.00 0.00

10 0.00 0.00 0.00

(b)

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato Aserrfn 1 1%
p1a (mg Glu/ml)

Act. en Papel Filtro Act. en CMC

(mg Glu/ml)

(mg Glu/ml)

0 0.25 0.25 0.25
1 2.50 0.72 0.72
2 4.74 2.00 1.60
3 1.20 0.71 0.72
4 1.60 1.10 0.34
5 3.24 1.60 1.20
6 1.60 0.71 0.34
7 0.72 0.34 0.00
8 0.28 0.71 0.00
9 0.37 0.34 0.71
10 1.84 0.34 0.00

Glu = Glucosa -

Cuadro 5.9

CMC = Carboximetilcelulosa

Actividad Celulolftica de Trichoderma sp.

en Aserrin 1 al 1 % p/v.

<
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ACTIVIDAD CELULOTITICA (mg Glucosa/ml)

%]

[

Tratamiento Quimico

1

2 3 4 5 6 71 8 9.

10 DIAS

Aserrip 1 —=g=

ACTIVIDAD CFLULOLITICA (mg Glucosa/ml)

Tratamiento Fisico y Quimico

i |
a

1 2 3 4 5 6 78 9
Grdfica 5.9 Eficiencia Celulcl{tica de Trichoderma sp. en los dos tratamientos.

CMC, === ~+=s=Papel Filtro.




{a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Aserrin 2 1% Act. en Papel Filtro Act. en CMC
D1ad {mg Glu/ml) {mg Glu/ml) {mg Glu/ml)

0 0.00 0.00 0.00
1 0.80 0.71 0.34
2 1.60 0.34 0.34
3 2.00 0.71 1.45
4 1.20 1.08 0.34
5 0.34 0.34 0.00
6 0.72 0.34 0.34
7 1.10 0.71 0.34
8 1.45 1.45 0.34
9 0.34 0.71 0.00
10 0.78 0.34 0.00

A (b)
TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

~Sustrato Aserrin 2 1% Act. en Papel Filtro Act. en CMC
\\BTEN\\\ﬁt> {mg Glu/ml) (mg Glu/ml} (mg Glu/ml)

0 0.00 0.00 0.00
1 2.05 0.72 ‘ 0.34
2 2.05 0.34 0.72
3 2.46 1.60 1.22
4 1.60 0.72 0.72
5 1.63 0.72 0.15
6 1.10 0.34 0.34
7 0.72 0.34 0.73
8 0.34 0.34 0.00
9 0.00 0.34 0.00
10 1.10 . 0.00 0.34
Glu = Glucosa CMC = Carboximetilcelulosa

Cuadro 5.10 Actividad Celulolftica de Trichoderma Sp.
en Aserrin 2 al 1 % p/v.
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ACTIVIDAD CELULOLITICA (mg Glucosa/ml)

Tratamiento QuImicq

Aempama.

1.0 DIAS

7 8 9
Eficiencia Célulolftica de
Aserrin 2 ~—p~— .

Gra&fica 5,10

ACTIVIDAD CELULOLITICA (g Glucosa/ml)
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{a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Trigo 1 $ Act. en Papel Filtro Act. en CMC
bia {mg Glu/ml) {(mg Glu/ml) {mg Glu/ml)

0 0.00 0.00 0.00
1 1.21 0.90 0.30
2 3.29 1.80 0.65
3 2.50 0.75 1.10
4 '1.63 3.75 3.00
5 1.63 0.60 0.00
6 1.63 3.75 0.34
7 1.00 0.10 0.10
8 0.80 0.00 1.50
9 0.40 0.60 0.00

10 0.80 1.10 0.34

{b)

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

hstrato Trigo 1 & Act. en Papel Filtro Act. en CMC
D13 (mg Glu/ml) {mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 ‘ 0.00 0.00 0.00
1 2.10 0.75 0.30
2 4.13 1.46 0.60
3 3.00 1.08 0.40
4 2.20 5.00 0.40
5 2.40 1.20 0.00
6 2.40 1.35 0.15°
7 2.00 0.00 0.00
8 1.20 2.20 1.10
9 0.90 0.75 0.75
10 0.70 0.65 0.80
Glu = Glucosa CMC = Carboximetilcelulosa

Cuadro 5.11 Actividad Celulolftica de Trichoderma vi-
ride en Trigo al 1 % p/v.
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Tratamiento Quimico
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(a)
TRATAMIENTO QUIMICO

ustrato Mafz 1 % Act. en Papel Filtro Act. en CMC
D1d (mg Glu/ml) (mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

’

0 0.25 0.25 0.00
1 1.20 1.00 . 0.90
2 2.50 2.60 1.25
3 1.00 "4.60 1.84
4 2.50 6.00 3.30
5 2.00 0.80 - 0.15
6 1.20 1.10 0.40
7 2.90 1.10 0.00
8 2.80 0.70 1.50
9 1.60 1.10 0.34
10 1.60 1.80 0.70

(b)
TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

Sustrato Mafz 1 § Act. en Papel Filtro Act. en CMC
Dia (mg Glu/ml) {mg Glu/ml) (mg Glu/ml)

0 0.25 0.25 0.00
1 3.75 0.65 1.50
2 5.00 1.10 2.60
3 5.00 2.00 3.70
4 3.75 8.60 4.80
5 4.10 3.00 0.15
6 3.00 1.80 0.15
7 3.30 1.80 1.80
8 2.80 0.70 1.50
9 2.40 0.70 0.34
10 2.00 2.20 0.34
Glu = Glucosa : CMC = Carboximetilcelulosa

Cuadro 5.12 Actividad Celulolftica de Trichoderma vi-
ride en Mafz al 1 % p/v.
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Tratamiento Quimico
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(a)

TRATAMIENTO QUIMICO

(mg Glu/ml)

{(mg Glu/ml)

ustrato Aserrfn 1 1 % Act. en Papel Filtro Act. en CMC
pia {mg Glu/ml)

0

OWvwoo~ItLtoto -

[N

0.00
0.43
0.00
0.25
0.00
0.00
0.00
0.35
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.75
0.00
0.00
0.00
0.24
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
1.85
0.00
0.00
0.00

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

ustrato Aserrfn 1 .2% Act. en Papel Filtro Act. en CMC
pDia {mg Glu/ml)

(b)

{mg Glu/ml)

{mg Glu/ml)

CWVWORONANHRWNEO

[

0.25
0.35
1.10

0.72

0.34
0.34
0.00
1.20
0.34
0.00
0.00

'0.00
0.34
1.46
0.70
0.70
0.20
0.00
1.00
0.34
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.72
0.00
0.40
0.00
1.10
0.00
0.00
0.00

Glu = Glucosa

Cuadro 5.13

CMC = Carboximetilcelulosa

Actividad Celulolftica de Trichoderma vi-
ride en Aserrin 1 al 1 y 0.2 % p/v, res--

pect

ivamente.
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ACTIVINAD CFLULOTITICA  (mg Glucosa/ml)

1

Tratamiento Quimico

ACTIVIDAD CELULOLITICA (mg Glucosa/ml)

DIAS
9. 10

2 3 4 5 6 1 8
Gr&fica 5.13

Aserrin 1 ~@-~—

Tratamiento Fisico y Quimico

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Eficiencia Celulolftica de Trighoderma viride en los dos tratamientos.
Papel Filtro =—s=.—

CMCi ===

DIAS

10




ustrato Aserrin 2 1 %
Dfa (mg Glu/ml)

(a)

TRATAMIENTO QUIMICO

Act. en Papel Filtro Act. en CMC

(mg Glu/ml) (mg Glu/ml)
0 0.00 0.00 0.00
1 2.20 1.10 0.34
2 0.34 0.70 0.00
3 0.00 0.00 0.00
4 0.00 0.00 0.00
5 0.37 0.34 0.00
6 0.00 0.00 0.00
7 0.71 0.00 0.34
8 0.34 0.34 1.10
9 0.00 0.00 0.00
10 0.00 0.00 0.00

TRATAMIENTO FISICO Y QUIMICO

(b)

(mg Glu/ml)

CWOIANEBWNEO

-

0.00
0.43

~1.60

1.10
0.72
0.00
0.00

~1.46

2,00
0.34
0.00

0.00
0.34
1.10
1.05
0.00
0.00
0.00
1.84
1.46
0.34
0.00

ustrato ‘Aserrin 2 .5% Act. en Papel Filtro Act. en CMC
D1a (mg Glu/ml) ‘ (mg Glu/ml)

0.00
0.34
0.00
0.00
0.72
0.00
0.00
0.34
2.60
0.00
0.00

Glu = Glucosa

Cuadro 5.14

CMC = Carboximetilcelulosa

Actividad Celulolftica de Trichoderma vi-
ride en Aserrfn 2 al 1 y 0.5 % p/v, res--

pect

ivamente.
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Trichoderma sp.

Trichoderma viride

Sustrato Conc. OptimajActividad en | Actividad | Conc. Optimdﬂhctividad en | Actividad
- de Sustrato|Papel Filtro | en C.M.C. |de Sustrato]|Papel Filtro| en C.M.C.
(%) {mg Glu/ml) }(mg Glu/ml) (%) (mg Glu/ml) j(mg Glu/ml)

T. Qufmico
Trigo 1.0 1.45 1.89 1.0 3.75 3.00
Mafz 1.0 0.72 1.08 1.0 6.00 3.30
Aserrin 1 1.0 1,20 1.08 1.0 0.75 1.85
Aserrfn 2 1.0 1.45 1.45 1.0 1.10 1.10

T. Fis. y Quim, :

. Trigo . 1.0 1.60 1.08 1.0 5.00 1.10
Maflz 1.0 1.20 0.74 1.0 8.60 4.80
Aserrin 1 1.0 1.60 1.60 0.2 1.46 1.10
Aserrfn 2 1.0 1.60 1.22 0.5 1.84 2.60

Tabla 5.2 Actividad Celulolftica m&xima en la Concentracién Optima de los Sustratos.




Al analizar los resultados de las Tablas 5.1 vy
5.2, observamos que a partir de los aserrines 1 y 2, se ge-
neraron bajas concentraciones de azdcares que se consumlan
répidamente; a pesar de la actividad celulolfitica que pre-
sentaron las dos cepas de Trichoderma. En cambic la acti-
vidad celulolftica elevada presentada en los sustratos pre-
tratados ffsica y quimicamente de mafz y trigo, ocasioné
la obtenci6n de altos rendimientos de azficares reductores
facilitando su concentracién posterior, por lo que se eli-
' gieron &stos Gltimos sustratos como fuente de celulosa &p-
tima.

5.1.4 Identificacifn de Azdcares.

Los azficares obtenidos de la degradacién celulo-
1lftica de trigo y mafz, fueron identificados a partir del
concentrado de los mismos, por medio de Cromatograffa en =
?apel obteniendo: glucosa y trazas de celobiosa y xilosa;
como se muestra en la Fig. 5.1 y en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3 patos de la Cromatograffa de los Azdcares.

Azdcares Testigo Exper imentalnente

Arabinosa 0.45

Celobiosa 0.19

Galactosa 0.33

Glucosa 0.38

Manosa ‘ -0.44

Xilosa : ¢.50

Problema: Matz 0.38 ‘

Trigo 0.50 S

0.38
0.18

RE Velocidad de migracién de la muestra

L

Velocidad. de migrécién del solvente

Los resultados de la Tabla 5.3 nos muestran una
similitud entre los cromatogramas obtenidos de los hidro-
lizados de mafz y trigo, identificdndose la glucosa como
el azGcar predominante en los dos. Por esta razfn, se de-~
cidi6 mezclar ambos concentrados de azficares y utilizarlos
como tnica fuente de carbono en la fermentacién alcohd~-
lica.
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Trigo

Maflz

Xiloca

Manosa

Giucosa

Galactosa .

Celobiosa

Arabinosa

Figura 5.1 Cromatograffa en Papel, de Azficares.
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5.2 FERMENTACION ALCOHOLICA.

5.2.1 Efectividad de la Cepa Productora de Etanol.

Para probar la efectividad de §. cerevisiae var.
ellipsoideus y la concentracién 6ptima de azficares, se -
inoculs el medio lfquido para levaduras -Medio No. 5- va-
riando la concentracién de glucosa (10, 13 y 15 % p/v) =~
mostrindose los resultados en la Tabla 5.4 representados
en la grafica 5.15. La efectividad mixima de la cepa se -
encontr8 usando una concentracién de az@car del 13 % p/v,
ya que como se muestra en la Tabla 5.5 se obtuvo la méxi-
ma concentracién de etanol en menor tiempo.

Tabla 5.4 Utilizacién de la gluco-
sa por S. cerevisiae.
pia Concentracién de Glucosa
10 % 13 & 15 %
0 10.00 13.00 15.00
1 9.80 11.83 14.70
2 7.90 11.30 13.30
3 6.00 10.90 12,00
4 4.00 8.00 10.80
5 2.50 7.20 10.00
6 1.55 6.10 9.00
7 0.50 0.60 6.50
8 0.40 0.55 1.00
- Tabla 5.5 Efectividad de la cepa productora de Etanol

a diferentes concentraciones de azficar.

Conc. Inicial|Conc. Final [Tiempo de Fer=-| Produccidn de
‘de AzGcares |de Azficares | mentacién Etanol
(% p/v) (% p/v) (dfas) (8 v/v)
10 0.5 7 5.0
13 0.6 7 6.6
15 1.0 . 8 6.8




% de Glucosa

16

14

Conc. 10% ~O-
Conc. 13% ~0—
Conc. 15% —a-—

A DIAS

A A T . A

A
1 2 3 4 5 6 . 7 8

Gréfica 5.15 Utilizaci6n de la Glucosa a diferentes
concentraciones por S. cerevisiae var.
ellipsoideus.



La comparacién de la utilizacifn de los azficares
por Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus, entre el -
concentrado de los azficares provenientes del hidrolizado =~
de mafz y trigo {concentracién inicial de 11.12 % p/v) y -
la correspondiente concentracibn &ptima encontrada (con~
centracibn inicial de 13 % p/v), se muestra en la grifica
5.16 y en la Tabla 5.6.

Tabla 5.6 Utilizacién de los
"~ Azficares por S. cerevisiae.

pia Patrén Problema

$ Azficares s Azdcares
.0 13.00 11.12
1 11.83 9.80
2 11.30 8.80
3 10.90 7.70
4 8.00 5.00
5 7.20 3.00
6 6.10 1.50
7 0.60 0.45
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concentracidén 6ptima de glucosa, por
. 'S. cerevisiae.



5.2.2 Produccibn de Etanol a partir del Hidrolizado.

En base a los resultados anteriores se procedid

a cuantificar el etanol producido en el hidrolizado de

mafz y trigo cada 24 horas, durante la fermentacifn. La =~
concentracién inicial de azdcares en el hidrolizado fué de

11.12 % p/v, obteniéndose 5.5 % v/v de etanol, el trans~

curso de la fermentacién se puede observar en la grifica -

5.17 y en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7 Fermentacién Alco-

h6lica del Hidrolizado.

Dfa % Azfcares & Etanol
0 11.12 0.00
-1 9.51 0.90

2 7.76 1.44

3 5.53 1.86

4 3.81 2.44

5 2.00 3.46

6 0.71 4.80

7 0.45 5.50

96



% de

Glucosa

14

12

10

o J>7
| 6
i ’
b -}-5
A4
S 44 .
1]
1
r'
5
b +3 0
=

Y 4. - - r'e 4 b

v . 4 v I L

1 2 3 a 5 6 DIAS

Grifica 5.17 Fermentacidn Alcoh6lica del
Hidrolizado de Mafz y Trigo.
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{a) {b) (c)

Etanol

Etanol ‘ ’ v

Etanol

Isopropanbl o Isopropanol Isopropanol

N

e J

Figura 5.2  Cromatogramas de la Cuantificacién de Etanol; (a) a partir del

13 % de glucosa; (b) a partir del 15 % de glucosa; (c) a par-
tir del 11.12 % de azGcares del hidrolizade—de mafz y trigo.




6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS



6.1 DEGRADACION CELULOLITICA.

En base a los resultados mostrados en el capitu-
lo anterior y resumidos en la Tabla 5.1, se puede observar
en general para las dos cepas de Trichoderma que:

a) El tratamiento alcalino a temperatura eleva-
da aumenté la disponibilidad del sustrato al
ataque enzimitico, independientemente de su
concentracién, a diferentes tiempos. Estas -
observaciones confirman los resultados de -
Cabello y Conde.s

b) La concentracién 6ptima de cada sustrato, en
los dos tratamientos efectuados, fué€ de 1 %
p/v exceptuando los aserrines tratados ffsi-
ca y quimicamente utilizados para Trichoder=-
ma viride. Esta concentracién fué la que -
present8 mayor produccién de az@Gcares reduc-
tores totales, por esta razén se escogib pa-
ra evaluar la actividad celulolftica de los
microorganismos como se muestra en las gri-
ficas 5.7 a 5.14,

El an8lisis de los resultados de actividad celu-
lolftica nos indica que el tratamiento fisico y quimico de
los sustratos increment$§ notablemente la actividad en pa-
pel filtro de las dos cepas, en cambio la actividad en -~
carboximetilcelulosa disminuy8 ligeramente aunque &sto no
afect6 en la produccién de az@cares, ya que en general se
observé en todas las grificas un aumento de é&stos con el -
pretratamiento efectuado. Esto se puede explicar en base
al incremento de la disponibilidad del sustrato tratado o-
casionando que la enzima generada sea totalmente utilizada
para la degradacifn de &ste. En la Tabla 5.2 se puede ob-
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servar que la cepa de T. viride presenta una actividad ce-
lulolftica mayor que la de Trichoderma sp. '

Asi mismo, los valores miximos de azdcares obte-
nidos para T. viride son 4.13 y 5.00 mg/ml en trigo y mafz
respectivamente, en cambio para T. sp. es 4.74 mg/ml tanto
en trigo como en aserrfn 1. En las grA&ficas 5.7 y 5.9 se
observa la utilizacibn de los sustratos Sptimos para Tri--
choderma sp., en donde se aprecia que en cada m&ximo valor
de az(cares obtenido hay una répida disminucién de éstos,
por lo que el tiempo de recoleccién es muy corto. En las
grdficas 5.11 y 5.12 de sustratos Sptimos para Trichoderma
viride los miximos valores que se presentan permanecen es-

tables por m&s tiempo, por lo que la recoleccién se faci-
lita. '

En general en todas las gr&ficas presentadas du-
rante el estudio de la degradacién enzimética del residuo
celulésico se observd que después de cada perfodo de ripi-
da formacién de glucbsa, la hidrélisis es muy lenta. Este
fenbmeno diversos autores lo explican diciendo que después
de agotada la paxte amorfa de la celulosa, la parte cris-
talina restante es m&s diffcil de hidrolizar, asi como la
inhibicifn de la p-glucosidasa por el constante aumento de
celobiosa y glucosa en el medio y por el consumo de la -
glucosa producida, por parte del microorganismo.20

De acuerdo al an&lisis anterior se eligif como
microorganismo a Trichoderma viride y como sustratos 8pti-
mos a mafz y trigo en la obtencién del concentrado de azf-
cares. El empleo del aserrin como sustrato en esta inves-
tigacién no pudo llevarse a cabo, debido a las razones ex-
puestas en el Cap. de Resultados. La actividad celulolf-
tica registrada en los aserrines nos indica que si se fa-
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vorece la induccibn del complejo "celulasa" de los micro-

" organismos, pero sus bajos rendimientos de azficares obte-

nidos, nos muestran una inhibicién de las enzimas o que -~
los pretratamientos efectuados no fueron efectivos; por lo
que su utilizacién como sustratos, dependeri de la suscep-
tibilidad de la fibra de celulosa a ser atacada y &sto se
podrfa lograr encontrando un pretratamiento m&s efectivo,

que permita romper la estructura molecular tan compacta -~
que exlste entre la lignina y la celulosa.

En el Cromatograma presentado en el capftulo an~
terior (Fig. 5.1) se puede observar que la cepa de Tricho~
derma viride, produjo en su metabolismo de fermentacién de
la celulosa exclusivamente glucosa al utilizar mafz, y en
el caso de trigo se obtuvieron varios azficares, diferen-
cidndose su concentracién de acuerdo a su Rf e intensidad
de sus manchas: glucosa y trazas de celobiosa y xilosa.

6.2 FERMENTACION ALCOHOLICA.

La concentracidn 8ptima de azdcares se eligi$ en
base a la efectividad de la cepa (Tabla 5.5) en donde se
observa que al usar una concentracién de azdcar del 15 &
p/v se obtenfa la m&xima concentracién de etanol pero en
un tiempo de fermentacibn m&s prolongado; en cambio al em~

'plear una concentracién de azdcar del 13 $ p/v se dismi-
nufa el tiempo de fermentacién, obteniéndose una concentra-
cién de etanol muy similar a la mé&xima encontrada.

Por lo dicho anteriormente, se escogié§ la concen-
tracién del 13 % como la S6ptima, dadas las condiciones de
trabajo al concentrar el hidrolizado no se pudo obtener la
concentracién de azficares Sptima (13 %) por lo que se tra-
bajé con una concentracién inicial del 11.12 % p/v de azd-

101



cares.

En los cromatogramas obtenidos durante la fermen-
tacién alcohSlica en el hidrolizado de mafz y trigo (Fig.
5.2), se apreci6 que la levadura produce en su metabolismo
de degradacién en anaerobiosis, exclusivamente a diferen-
tes concentraciones etanol, de acuerdo al consumo de los -
azlcares presentes en el medio; por lo que en el dltimo -~
dfa de la fermentacibn, la concentracién de &stos es mini-
ma obteniéndose un m&ximo en la generacién del alcohol =~
{grafica 5.17).

Al comparar los rendimientos obtenidos de eta--
nol, a partir del medio patrén (glucosa) y del hidroliza-
do de mafz y trigo, se puede analizar la eficiencia de la
utilizacién de estos azficares por la levadura, obteniendo
6.6 y 5.5 8 v/v de etanol respectivamente, &sto nos re-
presenta un 97 % del valor préctico de la efectividad de -
la utilizacién de los azfcares del hidrolizado, por la ce-
pa.

De acuerdo a la cantidad de sustrato empleado y
los rendimientos de azfcares y etanol obtenidos, podemos
decir que a partir de 100 g de sustrato {(mafz y trigo pre-
’ tratados ffsica y quifmicamente) obtuvimos 50 g de az@cares
reductores y por consiguiente 18.86 g de etanol. Debe to-
marse en cuenta que no toda la cantidad de sustrato fué u-
tilizada por el microorganismo, ya que al obtener la m&xi-
ma concentracién de azficares y separar el hidrolizado del
microorganismo se observS que quedaba cierta cantidad de -
sustrato residual que no pudo ser cuantificado.

Los valores mostrados en las diferentes tablas -
(capftulo 5) son los resultados obtenidos de 1la media de 3
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réplicas. La reproducibilidad de estos datos estd limitada
por varios factores, como variaciones imprevisibles de -
aereacién, la utilizacién de varios matraces, la confiabi-
lidad de las técnicas empleadas, y las diferencias quimi-
cas de los sustratos usados (contenido de humedad, é&poca =~

de cosecha, etc.).
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7. CONCLUSIONES



7.1 RESUMEN,

La necesidad de buscar nuevas fuentes alternati-
" vas de energfa, a partir de materia orgénica de desecho -~
(biomasa} y generar productos de alto valor energético co-
mo el etanol, hizo de este trabajo su principal objetivo,.

Se estudiaron diferentes residuos celulésicos ~
{aserrin, paja de trigo y rastrojo de malz) como posibles
sustratos en la obtencidén de etanol, eligiendo un proceso
biol6gico de transformacibn, que consistif en tres etapas:

a) Deslignificacién del residuo celulésico me-
diante un tratamiento alcalino.

b) Degradacién o Sacarificacién de los residuos
mediante la hidr6lisis enzim&tica, utilizan-
do Trichoderma viride.

c) Fermentacidn Alcoh6lica de los azficares pro-
venientes de la hidr6lisis, usando Saccharo-
myces cerevisiae var. ellipsoideus.

v El mafz y el trigo fueron los sustratos m&s sus-
ceptibles ala degradacidn celulolitica y por consiguiente
se utilizaron en la obtencién de etanol, obteniéndose un -
rendimiento de1.5.5 %'v/v. Para poder utilizar el aserrfn

- con este fin es necesario efectuar una deslignificacién -

mds efectiva utilizando tratamientos m4s dr&sticos que -
rompan la cristalinidad de la celulosa.

7.2 CONCLUSIONES.

A pesar de las restricciones en cuanto a la dis-
ponibilidad de material y equipo, gque existieron en la rea-
lizacién del presente estudio, se pueden inferir las si~ -
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gquientes conclusiones:

1) Bl mé&todo estudiado en esta investigacién -
permite el aprovechamiento de residuos vege-~
tales poco utilizados, incrementando su va-
lor mediante la elaboracién de productos de
interés industrial.

2) De los diversos materiales celulfsicos em=--
pleados, el rastrojo de maiz y la paja de -
trigo presentaron los resultados mis satis-
factorios como fuentes de biomasa, a partir
de cuyo procesamiento se puede obtener eta~
nol con fines energéticos.

3) La disponibilidad de rastrojo de maiz y pa-
ja de trigo es abundante en México, teniendo
una distribucién homogé&nea, ciclos de produc=-
cién aceptables y un elevado contenido de =

celulosa.

4) 'La celulosa,pqsee un gran potencial de uti-
lizacifn como fuente alternativa de energia
en la produccién de etanol como carburante =
para automéviles, pudiendo llegar a ser &ste
una forma de energfa complementaria y/o com-
'petitiva a la obtenida por el petrfleo (ga-
-golina). :

5) La sacarificacién con Trichoderma viride, -
indica que se obtiene glucosa en mayor pro-
porcibn que otros azficares, como consecuen-
cia de utilizar como fuente de carbono a los
residuos celulbSsicos, al segregar un comple=-
jo de celulasa rico en sus tres componéntes:
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Endocelulasa (Cx), Celobiohidrolasa (Cl) y
f~Glucosidasa.

6) Dada la calidad de los azficares producidos
'en el hidrolizado de los residuos de maiz y
trigo se puede obtener el alcohol etilico a
partir de la utilizacién de &stos por la le-
vadura Saccharomyces cerevisiae.

7) De lo realizado en este estudio, se puede a-
preciar que los mé&todos microbiol6gicos pre-
sentan un enorme potencial para la fabrica-
cibn de productos energéticos, y en el caso
investigado (generacién de etanol) las con-~
diciones de obtencién no son dr4sticas; por
lo que pensamos que la Biotecnologfa consti-
tuye una alternativa energética bastante -~
viable, por emplear recursos renovables poco
utilizados.

A partir de este breve estudio, consideramos gque
se deben realizar nuevas investigaciones para optimizar -
las condiciones empleadas o cambiar el enfoque de ataque,
mediante cultivos mixtos, tratamientos microbiol6gicos, u-
. tilizacién de mutantes o procesos alternativos, que esta-
blezcan el aprovechamiento integral del material celulbsi-
co, no sblo en cuanto a la formacifn de un producto ener-
gético, sino considerando la utilizacibn de los desechos
de estos procesos, los cuales pueden ser empleados como -
fertilizantes, complementos alimenticios para animales, -~
etc., permitiendo que dichos procesos sean econfmicamente
viables.
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