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RESUMEN

El bioetanol es considerado una alternativa para reemplazar a los
combustibles derivados del petrdleo, ya que se considera una fuente de energia

sustentable y ecoldgica.

En el presente trabajo se evalla el potencial de las hojas de agave, un
residuo de la industria tequilera, como materia prima para la produccion de etanol.
Esta transformacion es posible al hidrolizar los polisacaridos de este residuo para
obtener azucares simples (principalmente glucosa y xilosa), y después
fermentarlos. Ya que S. cerevisiae no es capaz de metabolizar la xilosa
eficientemente, se involucré a P. stipitis, fermentadora de xilosa, para aprovechar

la mayoria de los azucares disponibles e incrementar el rendimiento de etanol.

Al estudiar la hidrdlisis de los polisacéaridos de las hojas de agave se evalué
el tratamiento &cido con diferentes condiciones de concentracion de acido y
tiempo de hidrdlisis a 120°C, y el efecto de este tratamiento en una hidrélisis
posterior con enzimas celulasas y hemicelulasas. Se evalué la capacidad de las
levaduras S. cerevisiae y P. stipitis para fermentar la xilosa y su producciéon de
etanol al fermentar los hidrolizados de hojas de agave obtenidos en cultivo mixto

e individual.

El rendimiento mas alto obtenido fue de 66 gramos de azucares reductores
por 100 gramos de hojas de agave (bs). Este rendimiento se obtuvo al combinar
los tratamientos de hidrolisis con &cido y con enzimas. Se encontro que P. stipitis
fermenta la xilosa, sin embargo su consumo de azucares es muy lento al
compararlo con el de S. cerevisiae. Al fermentar los hidrolizados de hojas de
agave, El crecimiento de P. stipitis se vio inhibido mientras que el de S. cerevisiae
fue muy bueno. Con S. cerevisiae se obtuvo un rendimiento maximo de etanol de
0.48 g/g y una productividad de 1.76 g/Lh, mientras que con P. stipitis el
rendimiento maximo obtenido fue de 0.25 g/g y su productividad de 0.64 g/Lh.



INTRODUCCION

El bioetanol es el producto de la fermentacion alcohdlica de diversos materiales
organicos a través de la accion de microorganismos. En la actualidad, el bioetanol es
considerado como una alternativa viable para reemplazar a los combustibles derivados

del petréleo utilizados para el transporte (Nigam, 2002).

A nivel mundial, el bioetanol ha adquirido un gran valor por la posibilidad de ser
utilizado como combustible, ya sea puro o mezclado con gasolina, proporcionando una
combustion de mejor calidad y mas limpia (Hernandez, 2007). Ademas, es una fuente
renovable de energia ya que sus emisiones y toxicidad son menores que las del

petréleo (Nigam, 2002).

En vista del constante incremento en el precio de petrdleo, debido al
agotamiento de las reservas y a su creciente demanda, la conversion de la biomasa en
bioetanol representa una gran oportunidad de asegurar el abasto energético, reducir la
emision de gases que producen el efecto invernadero y de favorecer la estabilidad en el
precio de los combustibles (Chiang et al., 2008). Por otra parte, el aprovechamiento de
los residuos agroindustriales para la produccion de bioetanol es de gran interés por
diversas razones, ademas de ser una fuente de materia prima renovable y de gran
disponibilidad, es de bajo costo (Hernandez, 2007), por lo que su conversion eficiente
permite reducir los costos en la produccion de este combustible (Nigam, 2002)

Las técnicas empleadas para producir bioetanol a partir de residuos estan
sujetas a limitaciones econdmicas ya que su precio debe ser competitivo con el de los
combustibles derivados del petrdleo (Linde et al.,, 2008), por lo que un reto en la
actualidad, es el desarrollar nuevas tecnologias que permitan realizar esta

transformacion de manera eficiente y econdmica (Hernandez, 2007).



Uno de los residuos agroindustriales que se producen en mayor cantidad en
México son las hojas del agave provenientes de la produccién de Tequila, la industria
tequilera genera cada dia cantidades considerables de estos residuos los cuales con

son desperdiciados por desconocer las alternativas para su uso (Tello, 2001).

Las hojas de agave estan constituidas principalmente de lignocelulosa, esto es,
una matriz formada de lignina, celulosa y hemicelulosa (Ifiguez et al., 2001). La lignina
no es una materia prima para producir bioetanol, por el contrario, la celulosa y la
hemicelulosa son polimeros de azucares de cinco y seis carbonos y son la materia

prima para la produccién de bioetanol (Kumar et al., 2008).

La conversion de lignocelulosa en bioetanol se realiza en tres etapas, en la
primera la celulosa y la hemicelulosa son hidrolizados para obtener azlcares
fermentables. En la segunda etapa estos azucares se fermentan con microorganismos,
generalmente levaduras, y finalmente en la tercer etapa el etanol obtenido es purificado
(Nigam, 2002).

En la primera parte de este trabajo se evaluaron los rendimientos de azlcares
fermentables obtenidos a partir de la hidrélisis de las hojas de agave por hidrdlisis acida
y por hidrélisis enzimatica. En la hidrdlisis con acido se evaluaron la concentracién de
acido y el tiempo de hidrélisis a 121°C. En la hidrélisis enzimatica se evaluaron
diferentes complejos enzimaticos y el tratamiento de las hojas previo a la hidrélisis con

enzimas.

En la segunda etapa se evalud la capacidad de las levaduras Saccharomyces
cerevisiae y Pichia stipitis para fermentar la xilosa comparando su crecimiento en un

medio con este azucar, con su crecimiento en un medio con glucosa.

Finalmente en la tercer etapa se evalud el rendimiento de etanol obtenido al
realizar la fermentacion de los hidrolizados de hojas de agave con un cultivo mixto de
Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis y se compar6 con el rendimiento de etanol

de cada levadura al fermentar individualmente el mismo hidrolizado.



ANTECEDENTES

Biocombustibles

En la actualidad se conocen diferentes tipos de energia obtenidas a partir de
fuentes renovables, una de ellas son los biocombustibles. El término biocombustible se
refiere a cualquier combustible, liquido o gas, producido a partir de biomasa (material
bioldgico principalmente vegetal) destinado al sector de transporte como una alternativa
a los combustibles derivados del petréleo como el diesel y la gasolina (Demirbas,
2008).

La utilizacion de biocombustibles tiene algunas ventajas sobre el uso de
combustibles derivados del petroleo, ya que se consideran no contaminantes,
sustentables y al ser producidos a partir de biomasa, son una fuente de energia
renovable e infinita, ya que al producir biomasa para biocombustibles, se reutiliza el

CO;, liberado en su combustién generando un ciclo de CO, (Demirbas, 2008).

La importancia en el estudio de los biocombustibles estd en el interés en
solucionar algunos de los problemas méas importantes que se presentan en el mundo
actual. En primer lugar, la preocupacion por el futuro del abasto energético, ya que
como se sabe, las reservas de petréleo son hoy en dia un recurso limitado mientras
gue los requerimientos de energia a nivel global crecen en tasas elevadas (Sanchez y
Cardona, 2008).

En segundo lugar estd el cambio climético, provocado por la acumulacion de
diéxido de carbono en la atmdsfera, que es producido en gran medida por la expansion
del sector de transporte y su efecto se ve reflejado en cambios muy notables en el
ecosistema terrestre (Kadar et al., 2004). Por udltimo, la contaminacién ambiental
producida por la generacion de diversos contaminantes provenientes de la combustion

de los combustibles fosiles y que tienen un efecto adverso en la salud de las personas.



Entre estos contaminantes se encuentran los éxidos de nitrégeno, el monoxido
de carbono, hidrocarburos, particulas, aldehidos, benzeno, tolueno, xileno, didxido de
azufre, y metano entre otros (Agarwal, 2007).

Ademas de los biocombustibles existen otras fuentes de energia renovable asi
como la energia solar, la energia eodlica, la energia geotérmica y la energia
hidrotérmica; sin embargo estos tipos de energia tienen la capacidad de generar
Unicamente energia térmica y eléctrica mientras que el 40% del consumo de energia
mundial es en forma de combustibles liquidos, por lo que la investigacion para el
desarrollo de las tecnologias para la produccién de los biocombustibles es de gran

importancia (Tan et al., 2008).

Dentro de los biocombustibles liquidos los mas importantes se encuentran el
bioetanol, el biometanol y el biodiesel. Las principales diferencias entre estos
biocombustibles y los combustibles derivados del petroleo es que estos no contienen
azufre y contienen niveles mayores de oxigeno que van desde el 10% hasta el 45%.
Estas diferencias en su composicion ademas de sus caracteristicas particulares hace
gue los biocombustibles tengan propiedades quimicas muy diferentes a los
combustibles derivados del petréleo y su combustion sea mas eficiente y menos

contaminante (Demirbas, 2008).



Bioetanol

El bioetanol o alcohol etilico es un biocombustible liquido que puede ser
producido a partir de diferentes tipos de biomasa (material vegetal) mediante diversas
tecnologias. Es el biocombustible mas producido en el mundo, en la actualidad su
produccion representa el 94% de la produccion total de biocombustibles del mundo
(Balat et al., 2008).

Actualmente la gran mayoria del bioetanol producido en el mundo es de primera
generacion, esto es, que se produce a partir sustratos ricos en azucar y almidon que a
su vez son una fuente importante de alimento como cafa de azlcar y el maiz (Balat et
al., 2008). Debido a que la utilizacion de estos sustratos como materia prima para la
produccion de biocombustibles puede provocar la elevaciébn del su precio como

alimentos, su utilizacion es controvertida (Tan et al., 2008).

A pesar de que la produccion de etanol a partir de estas materias primas (cafa
de azlcar y maiz) se realiza en gran escala, su costo sigue siendo mayor que el de los
combustibles de petrdleo debido a la enorme inversion que conlleva la produccion de
biomasa, ya que se debe destinar grandes areas de terreno para plantacion de materia
prima y al no utilizarse la totalidad de esta, se siguen generando una gran cantidad de

residuos en su produccion (Tan et al., 2008).

Ante esta situacidén, se propone como una alternativa el bioetanol de segunda
generacion, el cual es producido a partir de biomasa rica en lignocelulosa y que es no
comestible como la madera, hojas y residuos agroindustriales, las cuales son de gran
abundancia y muy baratas ya que en general son tratados como desechos sin ningun
otro interés comercial (Tan et al., 2008). A pesar de este panorama de ventajas que se
presenta con el bioetanol de segunda generacion, las tecnologias para su produccién
aun estan en desarrollo, por lo que aun no es un combustible competitivo (Kumar et al.,
2008).



Ademas del aprovechamiento de residuos agroindustriales, la produccion de
bioetanol a partir de este tipo de materias primas (biomasa rica en lignocelulosa)
permite reducir la concentracién de dioxido de carbono en la atmésfera ya que al crecer
las plantas, estas absorben el didéxido de carbono liberado en la combustion, y este
sera nuevamente utilizado para producir bioetanol convirtiendo todo el proceso en un
ciclo en el cual no hay acumulacion de diéxido de carbono en la atmosfera (Tan et al.,
2008).

La forma mas comun de utilizar el bioetanol es en una mezcla conocida como
E85, esta mezcla contiene 85% de bioetanol y 15% de gasolina, sin embargo también
es posible utilizarlo en mezclas con proporciones muy bajas de etanol como el E10
(10% de etanol) (Balat et al., 2008).

La utilizacion de bioetanol mezclado con gasolina presenta diversas ventajas ya
gue al tener un mayor contenido de oxigeno (alrededor del 35%) permite que se lleve a
cabo una mejor oxidacién de los hidrocarburos de la gasolina lo que lleva una
combustion mas limpia y eficiente reduciendo la emision de particulas y de 6xidos de
nitrogeno. Al utilizarse en formas mas concentradas como en E85 y en forma pura en
motores de combustion interna, es un combustible mas eficiente que la gasolina por
tener un calor de vaporizacion mayor (Sanchez y Cardona, 2008). Sin embargo al
utilizar estas mezclas con un mayor contenido de etanol se requiere realizar
modificaciones en los motores de los automoviles, mientras que la utilizacion de E10 no

requiere ninguna modificacion o modificaciones muy simples (Demirbas, 2008).

La utilizacion de bioetanol como combustible también presenta algunas
desventajas frente a la utilizacion de gasolina. Tiene una menor densidad energética y
es corrosivo hacia algunas partes de los motores. También es miscible en agua, esto
es un problema ya que al contener un poco de agua, su combustion deja de ser tan
limpia y eficiente. Por ultimo, el bioetanol tiene una presion de vapor menor que la de la
gasolina por lo que la ignicion de las maquinas a temperaturas muy bajas puede
resultar dificil (Balat et al., 2008).



Biomasa rica en lignocelulosa como materia prima para la produccién de

bioetanol

“Lignocelulosa” es un término genérico que describe a los principales
compuestos que constituyen a las plantas; celulosa, hemicelulosa y lignina. Esta
materia prima se puede obtener de dos maneras, ya sea cultivando plantas
especialmente para este propdsito, o utilizando residuos agroindustriales ricos en este
material (Knill y Kennedy, 2005). Al ser el principal constituyente de los tejidos
vegetales es un material de gran abundancia, reproducible y econémico, por lo que es
considerada una de las materias primas mas atractivas para la produccion de bioetanol
(Kumar et al., 2008).

La celulosa, componente mayoritario de la lignocelulosa, es un homopolisacarido
conformado exclusivamente por unidades de glucosa (B-D-glucopirandsidos) unidas por
enlaces glucosidicos B-(1-4). La hemicelulosa, segundo compuesto en abundancia, es
un polisacarido conformado por diferentes hexosas como glucosa, manosa, galactosa,
y diferentes pentosas como xilosa y arabinosa (Balat et al., 2008).

En la composicion de la hemicelulosa, la xilosa es el azlUcar predominante,
aunqgue la arabinosa es un también un componente significativo. Su importancia como
materia prima para la producciébn de bioetanol es que al ser ricos en estos dos
polisacaridos (celulosa y hemicelulosa), es posible romper o despolimerizar estas
cadenas (polisacéaridos) y obtener los azUcares (monosacaridos) en forma monomérica
para que finalmente sean convertidos en etanol a través de una fermentacion con

microorganismos (Balat y Balat, 2008).



Figura 1. Estructura quimica de la hemicelulosa (modificado de Wyman et al, 2005).

eSSy

umdad de celobiosa

>4)-8-D-Glcp-(1>4)--D-Glep-(1>

Figura 2. Estructura quimica de la celulosa (modificado de Knill y Kennedy, 2005)



El tercer compuesto en abundancia en la lignocelulosa es la lignina. Esta es un
polimero de unidades aromaticas sustituidas que usualmente esta ligada a las fibras de
celulosa formando un complejo. Estos complejos, asi como las ligninas solas son
importantes ya que le dan a las plantas la caracteristica de resistencia a los ataques
microbianos y a los agentes quimicos. La lignina no tiene ningun interés en el proceso
de produccion de bioetanol por lo que es un subproducto que puede utilizarse en la
generacion de electricidad (Balat y Balat, 2008).

OH OCH;

s CH,OH o
OH
o

OCH; OH CH,0OH

Figura 3. Estructura quimica de la lignina (Knill y Kennedy, 2005)

La forma en que estos tres compuestos se acomodan dentro de la lignolcelulosa
es en forma de una matriz en la que la celulosa actia como esqueleto principal
proporcionando la rigidez del material, mientras que la hemicelulosa constituye las
ramificaciones de este esqueleto. La funcion de la lignina es la de realizar la union

entre estas cadenas (Olsson y Hahn-Héagerdal, 2005).

La lignocelulosa se puede obtener de diversas plantas. Debido a esto, la
composicion de ésta dependera del tipo de planta que provenga, asi como de la edad y
las condiciones de crecimiento de dicha planta. La composicion promedio de la
lignocelulosa en peso seco es del 40-45% de celulosa, 20-30% de hemicelulosa y 15-
25% de lignina (Olsson y Hahn-Hégerdal, 2005).



La conversién de lignocelulosa en bioetanol se lleva a cabo en tres etapas. En la
primera se realiza la hidrélisis o despolimerizacion de los polisacaridos de la
lignocelulosa (celulosa y hemicelulosa) obteniendo monosacaridos (principalmente
glucosa y xilosa). En la segunda etapa estos azucares obtenidos de la hidrolisis son
convertidos en etanol mediante su fermentacién con microorganismos. Finalmente en
la tercer etapa se realiza la recuperacion y la purificaciéon del etanol producido (Balat y
Balat, 2008).

Biomasa

(lignocelulosa)

<=

Sacarificacion Azlcares L . Recuperacion
(hidrolisis) fermentables fermentacién Bioetanol y destilacion

=

Bioetanol

puro

Figura 4. Etapas de la conversion de biomasa en bioetanol (Tan et al., 2008)

Hojas de agave como fuente de lignocelulosa para la produccion de bioetanol

El Agave tequilana Weber azul es la materia prima para la produccién de tequila.
Es una especie cultivada en México, en donde tiene una gran importancia econémica
por ser la Unica especie apropiada para la produccién de tequila. Pertenece a la familia
Agavaceae y por su metabolismo se adapta facilmente a climas aridos y semiaridos.

(IRiguez et al., 2001).
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Las hojas de agave provenientes de la produccién de tequila, son uno de los
residuos agroindustriales que se producen en mayor cantidad en México (Gonzalez et
al., 2005). Estas son dejadas en el campo después de cosechar las cabezas del agave
para la produccion del tequila. En el afio 2008 el total de agaves jimados fue de 1900

kTon y se produjo un total de 874 kTon de hojas de agave (lfiiguez et al., 2001).

Debido a los grandes volimenes de hojas de agave que son producidos, su
disposicion se ha convertido en un problema ambiental y econémico por lo que es
importante el trabajo de investigacion acerca de la utilizacion de este residuo. También
Se ha propuesto utilizar estos residuos como alimento animal o como materia prima

para la elaboracion de papel (Ifiiguez et al., 2001).

Las hojas de agave estdn compuestas, en promedio, del 64.8% (bs) de celulosa,
el 5.10% (bs) de hemicelulosa y el 15.9% (bs) de lignina. Esta composicion puede
variar dependiendo de la zona en la que el agave sea cultivado, se ha demostrado que
la composicion del agave depende de varios factores como la temperatura de cultivo, la

humedad y la cantidad de lluvia anual (Ifiiguez et al., 2001).

Conversién de la lignocelulosa en bioetanol

Sacarificacion de la lignocelulosa por hidrolisis con acido

La hidrolisis con acido o hidrolisis acida es la tecnologia mas utilizada y
estudiada para la conversion de lignocelulosa en etanol. Existen dos tipos principales
de hidrdlisis acida, la hidrdlisis con acidos diluidos (utilizando acido en concentraciones
muy bajas) y la hidrdlisis con acidos concentrados (utilizando acido en concentraciones
altas) (Balat y Balat, 2008).
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El tratamiento de hidrdlisis con &cidos diluidos ha sido desarrollado con éxito,
utilizando principalmente &cido sulflrico debido a su bajo costo y a que es menos
corrosivo comparado con el acido clorhidrico. Utilizando soluciones de &cido sulfdrico
en concentraciones de alrededor del 1% y temperaturas de alrededor de 200 °C es
posible obtener rendimientos de glucosa del 55 al 60% del valor teérico a partir de
diferentes materiales lignoceluldsicos. A pesar de esto, debido a las temperaturas
elevadas las pentosas provenientes de las hemicelulosas asi como algunas hexosas
son degradadas rapidamente, esto es una desventaja por dos razones, la primera es la
disminucién en la cantidad de azucares fermentables y por lo tanto de etanol producido,
y la segunda es la formacion de compuestos de degradacion de los azlUcares que son
potenciales inhibidores de la fermentacion (Olsson y Hahn-Hagerdal, 2005).

Para disminuir la degradacion que sufren los azucares, la hidrélisis con acido
diluido se puede realizar en dos etapas. En la primera se hidrolizan las cadenas de
hemicelulosa en condiciones menos severas, entre 170 y 190 °C, y concentraciones
de &cido de 0.5 a 1.2% (p/p). Entonces los sélidos remanentes son separados e
hidrolizados en un segundo paso en condiciones un poco mas fuertes con
temperaturas de 200°C a 230 °C y concentraciones de acido cercanas al 2.5%. Al
haber finalizado las dos etapas de la hidrolisis se pueden tener rendimientos del 50 al
60% de glucosa y alrededor del 90% de los azucares de la hemicelulosa (Olsson y
Hahn-Héagerdal, 2005).

Este tratamiento se basa en numerosos estudios en donde se ha encontrado
gue la hidrdlisis acida de la lignocelulosa en condiciones moderadas produce
principalmente xilosa a partir del xilano dejando la celulosa y la lignina practicamente
sin alteraciones, esto es porque el xilano es mas susceptible a la hidrélisis acida en
condiciones suaves (acido diluido y temperaturas moderadas) debido a su estructura
amorfa comparada con la celulosa, la cual necesita tratamientos mas severos por su

naturaleza cristalina (Balat y Balat, 2008).
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En la hidrolisis con acidos concentrados se obtiene una conversion rapida de los
azucares provenientes de la celulosa y la hemicelulosa con muy poca degradacion.
Este proceso se realiza a temperaturas menores que el proceso con acidos diluidos
pero utiliza tiempos de reaccion mas largos. Se utilizan concentraciones de acido de
alrededor del 70 % y temperaturas cercanas a los 50 °C durante 2 a 4 horas (Balat y
Balat, 2008). La principal ventaja de este proceso es la posibilidad de obtener
rendimientos de azlUcares mas altos, sin embargo, este proceso tiene varias limitantes
como la necesidad de realizar la recuperacion del acido utilizado lo cual es un paso
muy caro y altamente demandante de energia, ademas debido a la naturaleza
corrosiva de los &cidos se necesitan aleaciones caras para la construccion de los
tanques y los intercambiadores de calor. Estas complicaciones han sido el principal
obstaculo para que este proceso pueda ser econdémicamente realizable y debido a esto
se ha perdido un poco el interés en este proceso aunque muchas compafiias aun

intentan implementarlo en el presente (Olsson y Hahn-Hagerdal, 2005).

Durante la hidrélisis &cida de la celulosa las moléculas de glucosa son liberadas
cuando un i6n H* se integra en el enlace glucosidico de la cadena de celulosa llevando
a una ruptura de este enlace mientras una molécula de agua se integra para liberar una
glucosa y un i6n H'. Los oligbmeros residuales liberados son hidrolizados
posteriormente mediante el mismo mecanismo hasta obtener unicamente moléculas de
glucosa. Las regiones amorfas de la celulosa se hidrolizan méas rapidamente que las
regiones cristalinas, por esto se necesitan condiciones de hidrolisis mas severas. Bajo
estas condiciones, algunas moléculas de glucosa también son degradadas y forman
productos como el hidroximetil furfural, acido levulinico, acido formico y acido acético
(Wyman et al., 2005).

ol Glucosa,
elulosay Oligbmeros Xilosa y
hemicelulosa arabinosa

Figura 5. Etapas de la hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa

Productos de
degracacidn
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Figura 6. Mecanismos de la hidrdlisis acida de los polisacaridos (Knill y Kennedy, 2005)

La hidrdlisis acida de la hemicelulosa es, en términos simples, similar a la
hidrélisis de la celulosa. Sin embargo al tener la hemicelulosa una estructura amorfa,
permite que su hidrélisis pueda realizarse en condiciones mas suaves (temperatura y
concentracion de &cido) para liberar a los azucares que la conforman (Wyman et al.,
2005).

En la actualidad el objetivo principal en el estudio de la hidrdlisis &cida como
tratamiento de la lignocelulosa para la produccion de etanol es el de obtener los
rendimientos de azucares mas altos y al mismo tiempo minimizar la degradacion de
estos azucares durante la hidrélisis para lograr que la hidrélisis acida pueda ser un
tratamiento econdmicamente viable para su aplicacion industrial (Balat y Balat, 2008).
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Prehidrdlisis de lalignocelulosa

La primera etapa de la hidrolisis enzimatica de la lignocelulosa consiste en la
reduccion de tamafio del material que se desea hidrolizar, asi como de un
pretratamiento cuyo objetivo es alterar o remover cualquier componente estructural que
dificulte el trabajo de las enzimas y por lo tanto facilitar el ataque de éstas a las
cadenas de celulosa y hemicelulosa durante la hidrdlisis enzimética. Ademas de esto,
el pretratamiento permite incrementar el area superficial de la celulosa, modificando su
cristalinidad y haciéndola mas accesible a las enzimas (Olsson y Hahn-Hagerdal,
2005).

El pretratamiento es considerado una etapa determinante para una conversion
de lignocelulosa en etanol exitosa ya que un pretratamiento adecuado permitird mejorar
el rendimiento de la hidrdlisis, disminuir la degradacion de los azUcares obtenidos,
evitar la formacion de productos inhibidores de la fermentacion y por dltimo reducir
costos (Balat y Balat, 2008).

Diferentes tipos de pretratamiento han sido propuestos incluyendo tratamientos
fisicos, fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos. De estos tratamientos sobresalen algunos
como la prehidrdlisis &cida, la prehidrdlisis alcalina y la explosion de vapor (Balat y
Balat, 2008).

La prehidrodlisis de la lignocelulosa con éacido, por lo explicado en el capitulo
anterior, funciona también como un pretratamiento para la hidrélisis enzimética ya que
en condiciones moderadas (170-190°C, H,S0,0.5-1.2%) es posible recuperar los
azucares obtenidos de la hidrolisis de la hemicelulosa ademas de los azlcares que se

obtengan posteriormente en la hidrolisis enzimética de la celulosa (Balat y Balat, 2008).

Es posible utilizar altas temperaturas (entre 200 y 230 °C) lo cual ayuda a
incrementar la digestibilidad de la celulosa aunque se puede tener pérdida de los

azucares generados por su degradacion. En general los tratamientos de prehidrdlisis
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con acido permiten obtener rendimientos mayores de azUcares a partir de materiales

lignocelulésicos (Balat y Balat, 2008).

Una alternativa a la prehidrélisis con acido es realizar un tratamiento térmico
solamente con agua. La mayor ventaja de usar este tratamiento, comparado con el
tratamiento con &cido, es que la degradacion de los azucares es mucho menor (Dien et
al., 2006).

La explosion de vapor es otro pretratamiento considerado muy atractivo y ha
sido aplicado exitosamente a diferentes tipos de materiales lignoceluldsicos. Este
tratamiento consiste en someter el material lignocelulésico a altas presiones y
temperaturas entre 160 y 250°C durante tiempos cortos desde segundos hasta
minutos, enseguida de esto la presion se libera y el material explota por la
descompresion. Las altas temperaturas promueven la formacion de acidos organicos a
partir de grupos acetilo presentes en el material y estos acidos realizan una hidrolisis
del material. El resultado de este tratamiento es la hidrdlisis parcial de la hemicelulosa y
la redistribucion de la lignina en la celulosa lo cual aumenta su digestibilidad. Sin
embargo, las altas temperaturas utilizadas promueven la degradacion de azucares por
lo cual es importante conocer el material lignocelulésico que se desea degradar y con

base en esto establecer los parametros del proceso (Olsson y Hahn-Hagerdal, 2005).

A pesar de que la explosién de vapor ha sido utilizada exitosamente para
pretratar maderas duras y residuos agricolas como la paja, los resultados de este
pretratamiento en las maderas suaves no es considerado muy efectivo. Para aumentar
la efectividad de la explosion de vapor como pretratamiento para las maderas suaves
se utilizan catalizadores como acido sulfurico o dioxido de azufre en concentraciones
de 0.5-6% (p/p). Esto permite incrementar la digestibilidad de la celulosa, favorecer la
hidrolisis de la hemicelulosa y disminuir la degradacion de los azlcares. Los
rendimientos de azucares con este pretratamiento llegan a ser de 65-80% (Olsson y
Hahn-H&agerdal, 2005).
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También se pueden utilizar otros catalizadores como el amoniaco, Se ha
encontrado que al calentar la lignocelulosa impregnada de amoniaco liquido en una
proporcion de 1-2kg de amoniaco por kilogramo de biomasa, y calentando entre 50-
90°C alrededor de 30 minutos entre 1 y 2 atm, se logra la descristalizacion de la
celulosa sin remover la lignina presente ni hidrolizar importantemente la hemicelulosa.
Este pretratamiento se ha encontrado efectivo en materiales con bajo contenido de
lignina y no es muy efectivo en el caso opuesto. La ventaja de este método es la baja
degradacion de azulcares, sin embargo el costo del amoniaco y la necesidad de su
recuperacion son una desventaja para este pretratamiento (Olsson y Hahn-Hagerdal,
2005).

Después de realizar la explosion de vapor se obtiene un residuo insoluble el cual
es principalmente celulosa y lignina. Las ligninas forman una barrera que evita que las
enzimas tengan acceso a la celulosa, ademas disminuye la accién de las enzimas
mediante su adsorcion por interacciones no especificas e irreversibles, por lo que se
investiga la posibilidad de remover estas ligninas en un tratamiento adicional entre la

explosion de vapor y la hidrolisis enzimatica (Olsson y Hahn-Hagerdal, 2005).

Finalmente esta la prehidrdlisis alcalina la cual es un pretratamiento en el que se
utilizan temperaturas y presiones mas bajas que en la prehidrélisis con acido y la
explosién de vapor, incluso pueden llevarse a cabo en condiciones ambientales aunque
requiere de tiempos de reaccion mas prolongados, desde horas hasta dias. Una
limitacion de este pretratamiento es que la base utilizada se convierte en sales que son

irrecuperables (Balat y Balat, 2008).

La caracteristica del pretratamiento alcalino es que puede remover la mayoria de
la lignina sin tener ningun efecto negativo importante en la celulosa y la hemicelulosa,
incrementando el area superficial interna de la celulosa y disminuyendo su cristalinidad
(Balat y Balat, 2008).
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Sacarificacién de la lignocelulosa con enzimas (hidrélisis enzimatica)

La hidrdlisis con enzimas es una alternativa para realizar la sacarificacion de la
lignocelulosa, en general es un proceso lento ya que el trabajo de las enzimas esta
limitado por diversas caracteristicas del sustrato como el contenido de hemicelulosa y
lignina, el area superficial y la cristalinidad de la celulosa. Se considera esencial realizar
un buen pretratamiento o prehidrélisis del material lignoceluldsico ya que sin éste, los
rendimientos de hidrélisis son muy bajos (alrededor del 20%) (Balat et al., 2008).

El costo de los procesos enziméaticos de hidrélisis es menor, comparado con los
procesos que involucran tratamientos acidos o alcalinos, ya que se llevan a cabo a
temperaturas alrededor de los 50 °C y a pH alrededor de 5 sin tener el problema de
utilizar reactivos corrosivos. También produce rendimientos de hidrélisis mas altos. Sin
embargo tienen la desventaja de que el costo de los complejos enzimaticos es muy
alto, sin embargo, se espera que su costo sea cada vez menor y asi lograr que estos

procesos sean econémicamente factibles (Balat y Balat, 2008).

Diversos parametros influyen en la conversion enzimética de la lignocelulosa,
parametros fisicos como el pH, la temperatura, la adsorcidon, parametros quimicos
como el nitrégeno, el fosforo, y la presencia de compuestos fendlicos y otros
compuestos que pueden tener un efecto inhibitorio hacia las enzimas (Kumar et al.,
2008), y finalmente parametros estructurales del sustrato lignocelulésico que se esta
hidrolizando, dichos parametros son el contenido de lignina y hemicelulosa, el area

superficial y la cristalinidad de la celulosa (Balat y Balat, 2008).

Un elemento importante en la hidrolisis enzimatica de los polisacaridos es la
cantidad de lignina presente. Segun el mecanismo de ataque de las enzimas, éstas se
unen al sustrato por adsorcibn formando un complejo enzima-sustrato. Se ha
demostrado que las enzimas celulasas también se unen permanentemente a la lignina
formando complejos enzima-lignina, lo cual reduce la cantidad de enzima disponible

para actuar en la celulosa. (Wyman et al., 2005).
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La conversion de celulosa en glucosas es llevada a cabo por tres grupos de
enzimas; endoglucanasas, celobiohidrolasas (exoglucanasas) y B-glucosidasas. Las
endoglucanasas catalizan la ruptura de los enlaces internos de la cadena de celulosa al
azar, mientras que las celobiohidrolasas catalizan la ruptura de enlaces a partir de los
extremos de la cadena. Las p-glucosidasas solo utilizan como sustrato celo-

oligosacaridos y celobiosas para liberar monémeros de glucosa (Kumar et al., 2008).

ccloblohﬂrdnn Balucosidasa Endo pf-glucanasa

OH
OH ﬂ &
HO
0
HO d Fo \ _OH
OH

OH

Figura 7. Hidrdlisis enzimética de la celulosa (modificado de Wyman et al., 2005).

La complejidad de la estructura de la hemicelulosa hace de la hidrolisis
enzimatica un proceso de mayor complejidad comparado con el de la celulosa,
requiriendo un mayor grado de coordinacién entre las enzimas involucradas. Una gran
mayoria de los trabajos de investigacién sobre hemicelulasas se enfocan en la accion
de las xilanasas ya que el xilano, debido a la complejidad estructural, es mas

complicado que otros polisacéaridos de las plantas (Wyman et al., 2005).

Las principales enzimas que participan en la degradacion del xilano son la endo-
1,4-B-xilanasa, B-xilosidasa, a-glucoronidasa, a-L-arabinofuranosidasa y acetil-xilano
esterasa. Los principales productos obtenidos con la accién de estas enzimas son

xilobiosa, xilotriosa, y residuos de 2-4 xilosil sustituidos (Wyman et al., 2005).
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Figura 8. Hidrdlisis enzimatica de la hemicelulosa (modificado de Wyman et al., 2005).

En la degradacion de los glucomananos y los galactomananos estan
involucradas las enzimas 3-manasa y la f-manosidasa, y los productos principales de
su accién son la manobiosa, la manotriosa y varios oligosacaridos (Wyman et al.,
2005).
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Fermentacion de hidrolizados de lignocelulosa

Una vez que se han obtenido azucares a partir de la hidrdlisis del material
lignocelulésico se lleva a cabo la fermentacion de estos azlcares. La fermentacion es
un proceso bioldgico en el cual los azucares son convertidos en etanol por la accion de

microorganismos principalmente levaduras (Demirbas, 2008).

Debido a que los hidrolizados de lignocelulosa contienen no solamente la
glucosa proveniente de la celulosa, sino también una mezcla de varios monosacéridos
como xilosa, manosa, galactosa, arabinosa o algunos oligosacaridos provenientes de la
hemicelulosa, de los cuales la xilosa es el mas abundante, es importante que en la
fermentacion estos azlcares también sean convertidos en etanol para incrementar la

eficiencia del proceso de conversion de lignocelulosa en etanol (Balat y Balat, 2008).

Al tener una mezcla de azucares en los hidrolizados de lignocelulosa en los
cuales la glucosa y la xilosa son los azucares mas abundantes, se requiere un
microorganismo capaz de fermentar ambos azucares o utilizar un cultivo mixto en el
gue una levadura fermentadora de glucosa se cultive junto a una levadura

fermentadora de xilosa (Taniguchi et al., 1997).

Pichia stipitis es una de las levaduras que mejor fermenta la xilosa, sin embargo
su tasa de fermentacion de glucosa es menor que la de los microorganismos
fermentadores de glucosa como Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis.
Ademas se ha encontrado que el desempefio durante la fermentacion de las levaduras
fermentadoras de xilosa depende significativamente del nivel de oxigenacién del medio
de cultivo. Por lo tanto se puede considerar el nivel de oxigeno un parametro
importante para la obtencion de un buen rendimiento de etanol a partir de una mezcla
de glucosa y xilosa con un cultivo mixto de Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis
(Taniguchi et al., 1997).
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Durante la fermentacion, la glucosa es metabolizada a través de la glucolisis
donde una molécula de glucosa es metabolizada para producir dos moléculas de
piruvato. En condiciones anaerdbicas el piruvato se reduce a etanol mientras se libera
CO.. El rendimiento teorico de etanol es de 0.511 y el de CO, de 0.489 segun la

estequiometria de la reaccion CgH;,06 — 2C,Hs0OH + 2CO, (Bai et al., 2008).

Figura 9. Ruta para el metabolismo de la glucosa (modificado de Hahn-Héagerdal et al,
1994)
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Saccharomyces cerevisiae es uno de los microorganismos que mejor fermentan
la glucosa y es una de las levaduras mas efectivas para producir bioetanol, ya que su
utilizacion tiene ciertas ventajas como su alta productividad de etanol a partir de
hexosas y su alta tolerancia al etanol y a otros compuestos inhibidores que se forman
durante la hidrélisis acida de la lignocelulosa. Sin embargo las cepas silvestres de esta
levadura no pueden utilizar pentosas, como la xilosa y la arabinosa, ni oligosacéridos
provenientes de la celulosa, lo cual es una desventaja en la fermentacién de los
hidrolizados de lignocelulosa. Existen cepas de Saccharomyces cerevisiae capaces de
fermentar la xilosa pero se requiere de modificaciones genéticas en su metabolismo
para incrementar su consumo de xilosa y obtener altos rendimientos de etanol (Balat y
Balat, 2008).

Entre las levaduras fermentadoras de xilosa Pichia stipitis es una de las mas
estudiadas para fines de aplicacion industrial, ya que se ha encontrado que fermenta la
xilosa rapidamente con rendimientos altos de etanol. Ademas no tiene ningun
requerimiento de vitaminas para fermentar este azucar y es capaz de fermentar otros
azucares incluyendo la celobiosa (Nigam, 2001). La estequiometria de la reaccion es
3CsH1005 —»5C,Hs0OH + 5CO,, en base a esta el rendimiento tedrico de etanol es
de 0.511 y el de CO, de 0.489 (Bai et al., 2008).

Esta levadura metaboliza la xilosa mediante la conversion de la xilosa en xilitol
utilizando la enzima xilosa reductasa, seguido de la conversion del xilitol en xilulosa
utilizando la enzima xilitol deshidrogenasa. Otras levaduras capaces de metabolizar la
xilosa son Candida sheatae y Candida parapsilosis y lo hacen utilizando esta misma via
(Balat y Balat, 2008).

A pesar de que estas levaduras tienen la capacidad de metabolizar la xilosa, su
tasa de produccion de etanol a partir de glucosa es al menos cinco veces menor que la
de Saccharomyces cerevisiae, ademas, su cultivo requiere de oxigeno y su tolerancia
al etanol es de 2 a 4 veces menor que para Saccharomyces cerevisiae (Sanchez y
Cardona, 2008).
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Figura 10. Ruta de metabolismo de la xilosa (modificado de Hahn-Hagerdal et al, 1994)

Otros microorganismos estudiados para la produccién de etanol, son Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca y Zymomonas mobilis, de estos Zymomonas mobilis es el mas
estudiado ya que se considera que posee algunas caracteristicas que lo harian un
microorganismo fermentador superior a S.cerevisiae, debido a que en una fermentacion
Z. mobilis produce menos biomasa y destina una mayor cantidad de carbono para
producir etanol. El inconveniente de Z. mobilis es que, al igual que Saccharomyces

cerevisiae, no puede fermentar la xilosa (Bai et al., 2008).

Durante la fermentacién, ademas de producir etanol y CO,, se producen otros
suproductos como el glicerol que se produce en niveles de 1% (w/v), acidos organicos
y alcoholes superiores. La produccién de estos subproductos, asi como la produccién
de células nuevas y la acumulacion de etanol en el medio provocan que la levadura
pueda sufrir estrés. Otro tipo de estrés puede ser provocado por la deficiencia de

nutrientes, alta temperatura y por contaminacién del medio producida por compuestos
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provenientes de la degradacion de los azucares durante la hidrolisis de la lignocelulosa.
Todos estos factores pueden tener como efecto la disminucion en el rendimiento del

etanol producido (Bai et al., 2008).

En el caso de los hidrolizados de agave, una fermentacion eficiente depende de
la cantidad de estos compuestos presentes en los hidrolizados la cual a su vez,
depende del material hidrolizado y del método de hidrdlisis, ya que existe una gran
variedad de compuestos toxicos generados durante la hidrélisis de los materiales
lignoceluldsicos. Estos compuestos inhibidores se pueden clasificar en tres grupos:
acidos débiles, derivados del furano y compuestos fendlicos (Palmqvist y Hahn-
Hagerdal, 2000).

Por lo tanto un factor importante que se debe considerar es el microorganismo
seleccionado para realizar la fermentacion, ya que cada microorganismo presentara
una tolerancia diferente a cada compuesto inhibidor (Palmgvist y Hahn-Hagerdal,
2000). Los diferentes compuestos inhibidores encontrados en los hidrolizados de
materiales lignocelulésicos se pueden agrupar dependiendo de su origen. Un primer
grupo incluye compuestos liberados durante la hidrdlisis y los pretratamientos,
compuestos tales como el acido acético, terpenos, alcoholes y compuesto aromaticos

como los taninos (Olsson y Hahn-Hagerdal, 1996).

Un segundo grupo de compuestos inhibidores incluye compuestos producidos
durante la hidrélisis debido a la degradacién de los azucares, compuesto como el
furfural, hidroximetil furfural, acido levulinico, acido férmico, entre otros (Olsson y Hahn-
Hagerdal, 1996). Un tercer grupo incluye a los compuestos producidos por la
degradacion de la lignina, en este grupo estan incluidos una gran variedad de
compuestos poliaromaticos (Olsson y Hahn-Hagerdal, 1996). Finalmente estan los
compuestos inhibidores producidos durante el proceso de fermentacién como el etanol,

el &cido acético, el glicerol y el &cido lactico (Olsson y Hahn-Hagerdal, 1996).
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De todos estos compuestos se considera que aquellos con un efecto inhibitorio
mas importante son el acido acético y los productos de la degradacion de la lignina
(Olsson y Hahn-Héagerdal, 1996).

El &cido acético se forma a partir de la hidrolisis de los monosacaridos liberados
durante la hidrdlisis de la porcidbn hemicelulésica de la lignocelulosa. Su efecto
inhibitorio es dependiente del pH del medio, en el pH éptimo para la fermentacion con
levaduras (pH 4 — 5) el &cido acético se encuentra en su forma no disociada. Esta
condicion le permite penetrar la membrana celular y llegar al citoplasma celular donde
se disocia, al tener el citoplasma un pH mayor, resultando en una disminucion del pH
intracelular lo cual trae como resultado que el gradiente de protones de la membrana
no se pueda mantener y como resultado ocurre un desacoplamiento entre la
produccion de energia y los sistemas de transporte que dependen del gradiente de

protones (Hahn-Hagerdal et al., 1994).

Para reducir el efecto negativo que tienen estos compuestos en la fermentacién
se han propuesto diversos tratamientos que permiten reducir la concentracion de estos
compuestos inhibidores e incrementar la fermentabilidad de estos hidrolizados. Dentro
de los métodos propuestos existen métodos biolégicos, como tratamientos con enzimas
o tratamientos con hongos como Trichoderma reesei con los cuales se remueven

diversos compuestos inhibidores (Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000).

También existen métodos fisicos como la extraccion de los compuestos
inhibidores con solventes organicos, y métodos quimicos como la adicion de bases
para incrementar el pH seguido de la adicion de un acido para reajustar el pH original
permitiendo en el proceso la precipitacion de los compuestos téxicos (Palmqvist y
Hahn-Hé&gerdal, 2000).
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Tolerancia de las levaduras al etanol

Cuando las células estan expuestas al etanol responden ajustando su
metabolismo. No solamente se inhibe el crecimiento de las células y la produccion de
etanol, sino también se produce en la célula un estado de inestabilidad por la respuesta
tardia de las células de levadura a la inhibicién al etanol. Los mecanismos de la
inhibicion por etanol aiin no son muy claros en muchos aspectos, especialmente a nivel
genético (Bai et al., 2008).

A pesar de que existen muchas discrepancias entre los diferentes estudios
realizados acerca de la inhibicion por etanol, es comUunmente aceptado que las
membranas de algunos organelos y de las células mismas son el principal sitio de
ataque del etanol. Los acidos grasos, especialmente los insaturados como los &cidos
oleico y palmitoleico, son componentes esenciales de la membrana y contrarrestan la
inhibicion por etanol incrementando la fluidez de la membrana en compensacion de la

pérdida de fluidez provocada por el etanol (Bai et al., 2008).

La inhibicién del crecimiento de las levaduras varia con la concentracion del
etanol y la temperatura, mientras que la temperatura disminuye, aumenta la tolerancia
al etanol. La mayoria de los microorganismos no pueden tolerar concentraciones de
etanol superiores a los 100 g/L (Balat y Balat, 2009). Para Pichia stipitis, la
concentracion maxima antes de que ocurra una inhibicidn total en su crecimiento es de
65 g/L a 25°C, mientras que algunas cepas de Saccharomyces cerevisiae, como en la
del sake, a concentraciones de etanol de 120 g/L la actividad celular ain no se ha

inhibido por completo (Hahn-Hagerdal et al., 1994).

Se ha sugerido que el efecto inhibitorio del etanol se debe a una acumulacién
de acetaldehido y acetato, a cambios en la membrana celular, y al efecto osmético del

etanol en la célula (Hahn-H&agerdal et al., 1994).
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A concentraciones de acetaldehido superiores a 0.5 mM se inhiben las funciones
celulares debido a la reaccion de este con grupos amino. Ya que el etanol es producido
y reasimilado durante la fermentacion de la xilosa, el efecto inhibitorio esta relacionado

con el efecto del acetaldehido (Hahn-Héagerdal et al., 1994).

Durante la oxidacion del etanol se forman NADH y acetaldehido lo que conduce
a un desbalance redox. La via mas comun es por la cual la enzima aldehido
deshidrogenasa convierte el acetaldehido en acetato mientras que reduce el NAD+. El
acetato es acumulado, excretado o puede ser oxidado a través del ciclo de los acidos

tricarboxolicos (Hahn-Hagerdal et al., 1994).

El etanol también tiene efecto en la funcionalidad de la membrana, éste se
asocia a la fase polar por lo que repele agua de las membranas. Este efecto depende

en gran medida de la composicion del medio (Hahn-Hagerdal et al., 1994).

El curso de este trabajo de investigacion esta dirigido hacia la evaluacion del
potencial de las hojas de agave, un residuo agroindustrial importante en México, para
ser utilizado como materia prima para la produccion de bioetanol. Partiendo de las
tecnologias de hidrdlisis utilizadas en diferentes sustratos lignoceluldsicos, es posible
valorar su aplicacién para ser adaptadas en base a las caracteristicas de las hojas de
agave en particular. Asimismo, es importante trabajar en la busqueda de
microorganismos que ademas de fermentar la glucosa, tengan la capacidad de
convertir eficientemente la xilosa en etanol, y que puedan adaptarse a las condiciones

de fermentacion en los hidrolizados de lignocelulosa.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el potencial de las hojas de Agave tequilana Weber para ser utilizadas

como materia prima para la produccion de bioetanol

Objetivos particulares

Evaluar el rendimiento de azucares fermentables obtenidos a partir de la
hidrélisis de las hojas de agave realizada por dos métodos de hidrdlisis distintos;

hidrolisis acida e hidrodlisis enzimatica.

Determinar el rendimiento de etanol obtenido al fermentar los hidrolizados de las

hojas de agave con un cultivo mixto de Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis.

Comparar el rendimiento de etanol obtenido a partir de la fermentacion de los
hidrolizados de agave con el cultivo mixto con el rendimiento de etanol obtenido con

el de cada levadura individualmente en los mismos hidrolizados.

Determinar si se consume la xilosa en la fermentacién de los hidrolizados de

hojas de agave con el cultivo mixto.

HIPOTESIS

Al realizar la hidrélisis de las hojas de agave se obtendra un sustrato con una
mezcla de azucares en el cual, la glucosa y la xilosa seran los mas abundantes,
entonces, al realizar la fermentacion de este sustrato con un cultivo mixto de
Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis se consumiran estos dos azlcares y se
obtendra un rendimiento de etanol superior al que se puede obtener al realizar la

fermentacioén individualmente con cada levadura.
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METODOLOGIA

En la Figura 11 se esquematiza el trabajo realizado y la metodologia utilizada.

Hojas de agave

v

Pretratamiento

Hidrélisis acida

Reduccién de tamafio y
calentamiento con agua a
120°C por 15 minutos

H2S0O4 de 0.1, 0.25,0.5,... 4 %
30, 60 y 90 minutos
120°C

A

A

H|Qr0IJ§|s 24hr a 50°C con
enzimatica . .
complejos enzimaticos
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rendimientos de hidrélisis

Cuantificacion de azlcares
reductores y evaluacion de

A
Caracterizacion de
azlcares en
hidrolizados por
HPLC

;

Preparacion de
hidrolizados para
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Separacion de solidos
y adicién de nutrientes
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Determinacion de
contenido de humedad

Cepas de
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P. stipitis

Reactivacion
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Evaluacion de su crecimiento
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medio con xilosa
medio con glucosa y xilosa
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cerevisiae y P. stipitis
para fermentacion

v

Fermentacion de hidrolizados de agave con:

Cultivo de S. cerevisiae
Cultivo de P. stipitis y
Cultivo mixto de ambas cepas

Evaluacion del crecimiento
de S. cerevisiae y P. stipitis
en los hidrolizados

v

Cuantificacion de etanol y evaluacion
de rendimiento de la fermentacién

Figura 11. Esquema de trabajo y metodologia utilizada
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Preparaciéon de las muestras de agave

Se trabaj6é con hojas de Agave tequilana Weber de Ledn Guanajuato. Las hojas
se almacenaron en hielo durante 24 horas hasta su llegada al laboratorio en donde se
almacenaron a -18°C. Se desconoce la edad exacta de la planta de agave de la cual se

obtuvieron las muestras utilizadas, se estima entre 6 y 8 afios.

Una vez en el laboratorio, las hojas de agave se seccionaron hasta obtener
fragmentos de 0.5 cm por lado. Una vez seccionadas las hojas, los fragmentos
obtenidos homogeneizaron en un solo recipiente. Los fragmentos se almacenaron a -18
°C hasta ser utilizados. Para este estudio se utilizaron solamente tres cuartas partes de

cada hoja, la base y el cuerpo de las hojas, se descartaron las puntas.

Determinacion del contenido de humedad de las hojas de agave

Se tomo6 una muestra de los fragmentos de agave cortado para determinar el
contenido de humedad promedio de las hojas de agave, este pardmetro se determiné
por el método de secado en estufa. Por quintuplicado se pesaron 25 gramos de agave
en un pesafiltros a peso constante (secado en una estufa a 100°C durante 24 horas y
posteriormente enfriado en un desecador durante 4 horas), se registré el peso exacto
de la muestra de agave y del pesafiltros. Los pesafirtros con la muestra de agave se
introdujeron en una estufa a 100 °C durante 24 horas, posteriormente se dejaron enfriar

en un desecador durante 4 horas y se pesaron nuevamente.

El contenido de humedad del agave se determiné calculando la diferencia de
peso en porcentaje (gramos de humedad/100 gramos de hojas de agave) entre la

muestra de agave seco agave humedo y de la muestra de agave una vez seca.
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Hidrdlisis de los polisacaridos de las hojas de agave

Pretratamiento de las hojas de agave

Se pesaron 66 muestras de agave de 40 gramos y se colocaron en matraces
Erlenmeyer de 125 mL de capacidad, a cada matraz con agave se le adicionaron 40
mL de agua destilada (1mL de agua destilada por 1g de agave(bh) ). Los matraces se
taparon y se introdujeron en un autoclave en donde se calentaron a 120 °C durante 15
minutos. Se utilizé un autoclave HIRAYAMA. Concluido el tratamiento térmico los
matraces con las muestras de agave pretratadas se enfriaron y se almacenaron en

refrigeracion.

Hidrolisis acida de los polisacéaridos de las hojas de agave

Se realizé la hidrolisis 4cida de las hojas de agave (pretratadas) con acido
sulfarico diluido a 120 °C. Se prepararon tres lotes de muestras de agave. En cada lote
se probaron las concentraciones de acido sulfarico de 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,
3.5y 4 % (v/v). La duracion del tratamiento térmico fue diferente para cada uno de los
tres lotes, se probaron los tiempos de hidrdlisis de 30, 60 y 90 minutos. Cada ensayo

se realiz6 por triplicado.

Para ajustar las concentraciones de &cido para la hidrdlisis a cada matraz con la
muestra de agave pretratada se le adicion6 &cido sulfarico concentrado (98%) en la
cantidad necesaria para obtener las concentraciones deseadas para la hidrolisis. La
cantidad de &cido sulfurico 98% adicionada se determind considerando el agua
adicionada a las muestras de agave en el pretratamiento y el agua propia de las hojas

de agave segun el valor obtenido en la determinacion de humedad.

El calentamiento de las muestras se realizé en un autoclave a 120 °C. Finalizado
el tratamiento térmico se evalud el rendimiento de la hidrdlisis cuantificando los
azucares reductores producidos con el tratamiento acido utilizando el método del acido

dinitrosalicilico o método de DNS (anexo). El rendimiento de hidrolisis se determiné
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como los gramos de azUcares reductores obtenidos en 100 gramos de hojas de agave

Secas.

Hidrdlisis acido-enzimatica de los polisacaridos de las hojas de agave

El tratamiento acido enzimatico de las hojas de agave consistié en dos etapas;
La primera consistié en una prehidrélisis con acido de las hojas de agave, y en la
segunda se realizd el tratamiento con enzimas. La prehidrdlisis con &cido se realizo
como se describe en el capitulo anterior utilizando las concentraciones de acido
sulfarico de 0.1, 0.25, 0.5, 1y 1.5 % (v/v) y un control sin acido. Se realizaron dos lotes
de hidrélizados, el primero se hidrolizé durante 30 minutos y el segundo durante 60. La

hidrolisis se realiz6 a 120 °C.

Una vez realizados los tratamientos de hidrdlisis de los residuos de agave, éstos
se enfriaron en un bafio de agua con hielo, entonces se ajusté el pH de cada
hidrolizado a un valor de 5.5 con una solucién de hidroxido de sodio concentrada. Se

utilizé este pH por ser el 6ptimo de trabajo de las enzimas.

A cada muestra de agave prehidrolizado se le adicion6 un complejo de enzimas
celulasas marca Celluclast y un complejo de enzimas celulasas y hemicelulasas marca
Viscozyme. Cada complejo se adicion6 en una concentracion de 1mL por cada 100
gramos de hojas de agave (bs). Una vez adicionadas las enzimas los matraces se
colocaron en incubacién durante 24 horas a 120 rpm. La incubacién se realiz6 a 50 °C
ya que esta es la temperatura 6ptima de trabajo para las enzimas.

Terminado el periodo de incubacién las muestras se almacenaron en
refrigeracion durante un periodo de 24 horas hasta que la materia solida se asentara,
entonces se tomd una muestra del sobrenadante y se realizé la cuantificacién de los

azucares reductores producidos en la hidrélisis.
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Caracterizacion y cuantificaciéon de azucares producidos en la hidrolisis de los
polisacéaridos de las hojas de agave

Cuantificacién de azucares reductores por el método del acido 3,5-dinitro
salicilico (DNS)

La cuantificacion de los azucares producidos durante la hidrdlisis se llevd a cabo
mediante el método del acido dinitrosalicilico (Mollet, 1996). Para realizar la
cuantificacion se coloca en un tubo de ensayo una alicuota de 1mL de la muestra con
azucares reductores que se desea analizar, a esta muestra se le adiciond 1mL de
reactivo de acido dinitrosalicilico (DNS). A continuacion los tubos con la muestra y el
reactivo se introdujeron en un bafio maria en ebullicion y se dejaron calentar durante 5
minutos, pasado este tiempo los tubos se introdujeron en un bafio con hielo para
detener la reaccion. A cada tubo se le adicionaron 10 mL de agua destilada y se
determiné la absorbancia de cada muestra a 540 nm frente a un blanco de la misma
reaccion preparado con agua destilada en lugar de la muestra. El valor de absorbancia
determinado debe entrar en el rango entre 0.1 y 1.2, de lo contrario, se realizo la
dilucion adecuada de la muestra. La determinacion se realiz6 en un espectrofotbmetro
GBC y se utilizé el software CINTRAL.

Caracterizacién de azucares en los hidrolizados de hojas de agave por
cromatografia de liqguidos de alta eficiencia ( HPLC)

Se utilizé una bomba PERKIN ELMER Binary LC pump 250 con un detector de
indice de refraccion PERKIN ELMER series 200 y un integrador PE NELSON model
1022. Se utilizé una columna (CH) phenomenex P/NO 00G-4378-E0. Se utiliz6 una
fase de acetonitrilo y agua en proporcién de 80:20 a un flujo de 1 mL/min. Se utilizaron
reactivos grado HPLC.
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La preparacion de las muestras se realizé el mismo dia de su inyeccién en el
cromatografo de liquidos. Para la determinacion se tomaron 2 mL de cada muestra
centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, una vez centrifugadas las

muestras se filtraron utilizando microfiltros millipore de tamafno de poro de 45 um. Las

muestras filtradas se depositaron en microtubos eppendorf de capacidad de 2 mL y se

almacenaron en refrigeracion hasta ser inyectadas en el cromatografo.

Evaluacion de rendimientos de hidrolisis de los polisacaridos de las hojas

de agave

Al realizar la cuantificacion de azucares reductores en los hidrolizados de hojas
de agave por el método de DNS se obtiene la concentracién de azucares reductores
en gramos de azucares reductores por litros de muestra. A partir de este dato
determind el rendimiento de la hidrdlisis expresado en gramos de azucares reductores

obtenidos de la hidrdlisis de 100 gramos de agave en base seca.

El calculo se realiz6 utilizando las ecuacion siguiente:

g de azlcares reductor a.?) ml de musstra Fdtlluctén

mL e musstra 1o e . g hojar de agave (&) * 100
g

El resultado de esta ecuacién es el rendimiento de la hidrélisis expresado como
los gramos de azucares reductores obtenidos de la hidrélisis de 100 gramos de hojas

de agave (bs)
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Evaluacion de la capacidad de Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis para

crecer en un medio preparado con glucosay xilosa como fuentes de carbono

Se evalud la capacidad del las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pichia
stipitis para fermentar dos azucares distintos, glucosa y xilosa. El crecimiento de cada
levadura se evalu6 individualmente en tres medios distintos, uno con glucosa como
fuente de carbono, otro con xilosa, y otro con una mezcla de los dos en
concentraciones iguales. Las fermentaciones se realizaron en condiciones

anaerobicas.

Se utilizé un medio de cultivo preparado con extracto de levadura al 1% (p/v),
peptona de soya al 2% (p/v) y azUcar al 2% (p/v). Este medio se preparé en un matraz
de 500 mL (matraz A) disolviendo 6 gramos de peptona de soya y 3 gramos de extracto
de levadura en 200 mL de agua destilada. En otro matraz (B) por separado se
disolvieron 6 gramos de azucar en 100 mL de agua destilada. Los dos matraces se
taparon y esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos. Los dos matraces se enfriaron a

temperatura ambiente y una vez frios se mezclo su contenido.

Para preparar el medio con glucosa se disolvieron 6 gramos de glucosa en el
matraz B. Para preparar el medio con xilosa se disolvieron 6 gramos de xilosa en el
matraz B. Para preparar el medio mixto se disolvieron 3 gramos de glucosa y 3 gramos

de xilosa en el matraz B.

Para evaluar el crecimiento de las levaduras durante la fermentacién se
determinaron tres parametros: el incremento de la densidad éptica del medio, el conteo
de células viables de levadura y el consumo de azlcares. Para determinar estos
parametros se realizé un muestreo a lo largo de la fermentacion realizandose cada dos
horas durante las primeras doce horas de fermentacion, y después cada 24 horas
contadas a partir del tiempo de inicio de la fermentacién. EI muestreo se realizd hasta
gue se consumié el total de los azucares fermentables en el medio o hasta que la

actividad de los microorganismos se detuvo.
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Reactivaciéon de las cepas de Saccharomyces cerevisiae y Pichis stipitis

Para realizar la fermentaciéon se utilizé una cepa de Saccharomyces cerevisiae
aislada durante la produccion de tequila y la cepa de Pichia stipitis ATCC 58785. Para
reactivar las dos cepas se realizé un cultivo de cada una en medio YPD a 28°C durante
12 horas con agitacion a 120 rpm. Una vez crecidas las cepas se tomo6 una asada de
cada cultivo y se sembré en un agar inclinado de PDA (Papa-Dextrosa acidificado)
acidificado con una solucion de acido tartarico al 10% (p/v) en el cual, se incubaron a
28°C durante 24 horas, pasado este tiempo los cultivos se guardaron en refrigeracion a
4°C hasta ser utilizados. A partir de estos cultivos se prepararon los cultivos iniciadores

de la fermentacion.

Ensayos de fermentacion con Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis
en medio con glucosa, en medio con xilosay en medio mixto (con glucosa y

xilosa)

Pare realizar la fermentacion se prepard un cultivo iniciador de cada levadura en
100 mL de medio YPD. Cada cultivo se preparé inoculando el medio YPD con tres
asadas de los cultivos de cada cepa crecidos en agar inclinado PDA. Una vez

inoculados los medios se incubaron a 28°C durante 12 horas con agitacion de 120 rpm.

Para iniciar la fermentacién se inocularon 300 mL de cada medio (de glucosa,
xilosa y mixto) con 30 mL de cultivo iniciador, se inocularon los tres medios con cada
levadura (tres medios con Saccharomyces cerevisiae y tres medios con Pichia stipitis).
Una vez inoculados los medios se tomé una muestra de 5 mL en un vial estéril para
evaluar los parametros de crecimiento y los matraces tapados se colocaron en

incubacion a 28 °C sin agitacion.

Después de inocular los medios se tomo6 una muestra de 5 mL de cada medio
inoculado, las muestras se recolectaron en viales estériles. Estas muestras tomadas al
momento de la inoculacion de los medios corresponden al tiempo cero (t0) o inicio de la

fermentacion. A partir de este momento se tomé una muestra de cada medio cada dos
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horas durante las primeras 12 horas de fermentacion, a partir de este momento se
tomd una muestra cada veinticuatro horas a partir del tiempo cero. A cada una de las
muestras tomadas se le determinaron los parametros de crecimiento, densidad Optica,

conteo de células viables y azucares reductores.

Fermentacion de los hidrolizados de hojas de agave con Saccharomyces
cerevisiae y Pichia stipitis

Para realizar los ensayos de fermentacion utilizaron dos hidrolizados de hojas
de agave preparados a partir de los métodos de hidrolisis con los cuales se obtuvieron
los rendimientos de azucares reductores mas altos. La hidrdlisis se realizd conforme a
la metodologia descrita en el capitulo correspondiente. Después de haber realizado el
tratamiento de hidrdlisis de los residuos de agave, los hidrolizados se mantuvieron en
reposo a 4 °C durante 24 horas para permitir el asentamiento de los solidos presentes
en los hidrolizados, una vez precipitados los solidos en los hidrolizados estos se

decantaron en recipientes estériles.

En tres matraces estériles de 500 mL se virtieron 225 mL de hidrolizado. A cada
matraz con hidrolizado se le adicionaron 75 mL de una solucion estéril de nutrientes
con extracto de levadura al 8 % (p/v) y peptona de soya al 4 % (p/v). El volumen final
de los hidrolizados fue de 300 mL y la concentracion final de estos compuestos fue de
2y 1% (p/v) respectivamente.

Cada matraz se inocul6 a partir de un cultivo iniciador de levadura, el primero se
inoculé con Saccharomyces cerevisiae, el segundo con Pichia stipitis y el tercero se

inoculd con las dos.

Cada cultivo iniciador se prepar6é en un medio con 50 mL del hidrolizado de
agave y 50 mL de medio YPD. Este medio se inocul6 con tres asadas del cultivo puro
de levadura y se coloco en incubacion a 28°C durante 12 horas con agitacion a 120
rom. Se preparé un cultivo iniciador de Saccharomyces cerevisiae y uno de Pichia
stipitis.
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Una vez transcurrido el periodo de incubacién de los cultivos iniciadores se
inocularon los hidrolizados de agave. Para esto se tomé una alicuota de 30 mL del
cultivo iniciador en un tubo de centrifuga estéril, esta alicuota se centrifugé a 1300 rpm
durante 5 minutos a 4°C para separar las células del medio, una vez centrifugada la
muestra el sobrenadante se descartd. Se tomaron 15 mL de hidrolizado del matraz de
fermentacion y con en este se resuspendid el paquete de células. Una vez
resuspendidas, el hidrolizado se devolvié al matraz de fermentacion. De esta manera
se inocularon el medio para Saccharomyces cerevisiae y el medio para Pichia stipitis.
El medio para la fermentacion mixta se inoculé con el paquete de células obtenido al
centrifugar 15 mL del cultivo iniciador de Saccharomyces cerevisiae y 15 mL del cultivo
iniciador de Pichia stipitis.

Despues de inocular los medios se colocaron en incubacion a 28°C sin
agitacion. Se tomé una muestra de 5 mL del medio de fermentacién cada 12 horas a
partir del momento de la inoculacion, a partir de estas muestras se realiz6 el conteo de
células viables de levadura durante la fermentacion, se evalué el consumo de los

azucares en el hidrolizado y se cuantifico el etanol producido.

Evaluaciéon del crecimiento de las levaduras durante la fermentacion

mediante la determinacion de la densidad 6ptica del medio de fermentacién

La densidad optica de los medios de fermentacidbn se determiné en un
espectrofotometro a 600 nm. La lectura se realiz6 directamente en la muestra, en caso
de que el valor de absorbancia registrado fuera mayor a 1.2 la muestra se diluyo con
agua destilada hasta que su valor de absorbancia estuviera dentro del intervalo de 0.1
a 1.2 de absorbancia. Como blanco se utilizé6 agua destilada. Con los valores de
absorbancia obtenidos se realizé una grafica con el tiempo de fermentacién en el eje de
las abscisas y las absorbancias registradas en el eje de las ordenadas. Para determinar
el valor grafico de absorbancia de las muestras que se diluyeron, los valores de

absorbancia obtenidos se multiplicaron por el nUmero de veces que se diluyeron.

39



Conteo de células viables de Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis

durante la fermentacién

Para realizar el conteo de células se utilizé el método de conteo de células por
dispersion en placa: En una caja de Petri con agar PDA se vierten 100 pL de una
muestra del medio de fermentacion. A continuacién con la ayuda de un asa de vidrio
estéril en forma de “L” los 100 pL de medio se extienden uniformemente en toda la
superficie del agar. A continuacion las cajas de Petri con agar y muestra se incuban a
28°C durante 24 horas, después de esto se cuenta el nUmero de colonias que se
observan en la placa. Este método establece que un resultado valido es cuando se
cuentan entre 25 y 250 colonias por caja, para esto se realizan varias diluciones de la
muestra de la cual se desean contar las levaduras presente y se siembra todas en las
placa con agar PD. Las diluciones de las muestras se realizan con agua peptonada
tomando 1 mL de la muestra que se desea diluir y colocandolo en un tubo de ensayo
con 9 mL de agua peptonada, de esta manera cada dilucion se realizé en un orden de
10.

Después de 24 horas de incubacion se realizé el conteo de células en cada
placa de agar, tomando en cuanta aquella en la que el nimero de colonias esté entre
25y 250. Una vez contado el nimero de colonias se calcula el nUmero de colonias en
un mililitro del medio tomando en cuenta el volumen de la alicuota sembrada en la
placa y el factor de diluciébn que corresponde al nimero de veces que se diluy6 la

muestra diez veces.

'EEFCE{H}L = niimere de colonias X 1Qndmers dediluciones

Una vez obtenidos los datos del conteo de células viables de levadura se traz6
una grafica de unidades formadoras de colonias de levadura por mL de medio
(UFC/mL) en el eje de las ordenadas, contra tiempo de fermentacion.
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Evaluacién del consumo de azlcares durante la fermentacion

A partir de las muestras tomadas durante la fermentacién se cuantificaron los
azucares en el medio. Esta determinacion se realiz6 por el método de cuantificacion de
azucares reductores o DNS explicado anteriormente. Para el andlisis se utilizaron 2 mL
de muestra y se colocaron en microtubos Eppendorf para centrifuga de 2 mL. Las
muestras se centrifugaron a 13,000 rpm y 4°C durante 5 minutos. Una vez
centrifugadas se tomo el sobrenadante para el andlisis.

Para el analisis se construyé una grafica de concentracion de azucares en el
medio como variable dependiente contra el tiempo de fermentacion (variable

independiente).

Cuantificacion de etanol por cromatografia de gases y evaluacion de

rendimientos en la fermentacion

Se utilizé un cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890N con un inyector
Agilent Technoloogies 7683. Se utilizé una columna INNOWAX JW19091N-133 de
dimensiones de 30.0m x 250 pum x 0.25 pm. El software utilizado fue Chemstation Plus.
Para el andlisis se utilizé6 una rampa de temperaturas en la columna de 1 minuto a 80°C
y 3 minutos a 150 °C con una rapidez de calentamiento de 15 °C/min, el tiempo total de
analisis fue de 8.67 minutos. El inyector se utilizé a 222°C, 10.70 PSl y flujo de 64.7
mL/min. La temperatura del detector fue de 275°C con un flujo de H, de 40.0mL/min y
un flujo de aire de 400 mL/min.

Para preparar las muestras que se inyectaron en el cromatografo de gases se
destilaron 30 mL del medio de fermentacion con un equipo de destilacién simple, una
vez destiladas las muestras se filtraron con una malla Millipore de 0.45 pum. Cada
muestra se analizd por triplicado. El rendimiento de etanol de la fermentacién se
determind como el cociente de los gramos de etanol producidos en la fermentacion

entre los gramos de azUcares consumidos por el cultivo utilizado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Hidrolisis de los polisacaridos de las hojas de agave

Se determind la cantidad de azucares reductores obtenidos a partir de diferentes
meétodos de hidrdlisis de las hojas de agave. Los resultados se expresan como
rendimiento calculado en gramos de azucares reductores obtenidos en 100 gramos de
hojas de agave secas. El contenido de sdlidos determinado en las hojas de agave de

24.5 % (g/g), en base a este dato se realiz6 el célculo de rendimiento.

Figura 12. Rendimientos de hidrélisis acida y acido-enzimatica (con prehidrélisis con acido) de las hojas
de agave. La hidrdlisis acida y la prehidrdlisis acida se realizaron a 120 °C. El pretratamiento se realiz6
con agua a 120 °C durante 15 minutos. La hidrdlisis enzimatica se realiz6 con una mezcla de los

complejos enzimaticos Viscozyme y Celluclast durante 24 horas a 50 °C.
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En la Figura 12 se observa el rendimiento de la hidrélisis de las hojas de agave
de cada uno de los métodos de hidrélisis evaluados. En las curvas correspondientes a
los tratamientos de hidrdlisis con acido durante 30, 60 y 90 minutos se observa el
rendimiento se incrementa conforme aumenta la concentracion de acido utilizada desde
0.1% hasta 1.5% en donde se llega al rendimiento méaximo. Al aumentar la
concentracion de acido, los rendimientos obtenidos son cada vez menores. En éstos
tres casos, es mayor incremento en el rendimiento sucede entre las concentraciones de
acido de 0.5% a 1%. Ademas, el rendimiento obtenido con H,SO4 al 1% en los tres

casos es muy similar al rendimiento maximo obtenido utilizando H,SO,4 al 1.5%.

Al aumentar el tiempo de hidrélisis los rendimientos también se incrementan. Al
comparar los rendimientos entre las series de hidrolisis acida con 30 y 60 minutos, se
registra un incremento en los rendimientos de casi el 10%. Esto mismo se observa
entre las series de 60 y 90 minutos, sin embargo, en éste caso el incremento en los
rendimientos es menor, tan solo el 2%. Con base en éstas observaciones, bajo las
condiciones de hidrdlisis estudiadas (acidez y temperatura), el tiempo Optimo de

hidrolisis es de 60 minutos.

En las series de la hidrdlisis acida de 30 minutos, se observa que se obtienen
rendimientos mas altos cuando se lleva a cabo un pretratamiento de las hojas de
agave. Esto explica la importancia del realizar pretratamiento para tener procesos de
hidrélisis mas eficientes.

En la misma grafica (Figura 12) se representan los rendimientos de la hidrolisis
acido-enzimatica (hidrolisis enzimatica con prehidrdlisis 4cida). En las dos series se
observa que los rendimientos de la hidrdlisis acido-enzimatica son mejores que los
obtenidos con la hidrdlisis con acido. Ademas, las concentraciones de &cido utilizadas

son menores lo que disminuye el gasto en reactivos considerablemente.

En el tratamiento acido-enzimatico con prehidrolisis de 30 minutos se obtiene un
rendimiento méximo al utilizar una concentracién de acido de 1%. Al incrementar la

concentracion de acido a 1.5% el rendimiento disminuye considerablemente (disminuye
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en un 3%). Esto mismo se observa al realizar la prehidrolisis de 60 minutos, aunque en
este caso, la disminucién en el rendimiento al utilizar una concentracion de 1.5 % es

aun mayor (disminuye en un 6%).

La realizacion de prehidrolisis durante 60 minutos, permite alcanzar el
rendimiento maximo de hidrélisis utilizando concentraciones de acido desde 0.1% hasta
0.5%, lo cual no sucede en la prehidrélisis de 30 minutos. En éste caso, el rendimiento
maximo solo se alcanza al utilizar una concentracion de acido de 1%. Al utilizar
concentraciones de acido muy bajas (0% y 0.1%) en la prehidrdlisis, los hidrolizados
obtenidos tuvieron una gran turbidez y un gran namero de sélidos en suspension, lo

cual hizo dificil su manipulacién posterior para llevar a cabo la fermentacién.

Los resultados obtenidos hacen evidente que la hidrélisis acido-enzimatica es un
mejor tratamiento para las hojas de agave ya que permite obtener rendimientos
mayores que los tratamientos de hidrélisis con &cido. También es importante que en
parte de la hidrdlisis acida se utilice concentraciones de acido mayor a 0.25% ya que
esto permite tener hidrolizados mas limpios. Asi mismo es importante realizar un
pretratamiento de las hojas de agave ya que facilita la hidrolisis lo cual permite la

obtencion de mejores rendimientos.
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Caracterizacion y cuantificacion de azucares en los hidrolizados de hojas de
agave

Para realizar la caracterizacion de azUcares se escogieron dos hidrolizados de
hojas de agave con los cuales se obtuvo el maximo rendimiento de azuUcares
reductores. Los dos hidrolizados escogidos fueron obtenidos a partir de la hidrolisis
acido-enzimética, el primero hidrolizado, hidrolizado HA1E, prehidrolizado durante 30
minutos con acido sulftrico al 1%, y el segundo hidrolizado, hidrolizado HAO.25E,
prehidrolizado durante 60 minutos con acido sulfdrico al 0.25%. En ambos casos se

llevé a cabo el pretratamiento de las hojas de agave.

.. 52.4
Concentracion

de azucares
en hidrolizados
de hojas de
agave
(/L) 28 230

51 58

Xilosa fructosa glucosa

W Hidrolizado HA1E u Hidrolizado HAD.25E

Figura 13. Concentraciones de xilosa, fructosa y glucosa, en los hidrolizados de hojas de agave HALE y
HAO.25E, cuantificados por HPLC. Los resultados se expresan en gramos de azlcar por litro de
hidrolizado.

Como se observa en la Figura 13, la composiciéon de los dos hidrolizados
analizados es muy similar. La concentracion total de azlUcares fermentables
determinada en los dos hidrolizados es de 82 gramos por litro para el hidrolizado HA1E
y de 81 gramos por litro para el hidrolizado HAO.25E.
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Los azUcares encontrados en los hidrolizados son glucosa, fructosa y xilosa. De
estos, la glucosa es el azlcar predominante. Su concentracion representa el 65% del
total de azlcares encontrados. El segundo azlicar mas abundante es la fructosa
fructosa que representa el 28% del total de azlcares presentes. Finalmente la xilosa

encontrada en concentraciones de 7% del total de azulcares en los hidrolizados.

Al inicio del experimento se esperaba que al realizar la hidroélisis de las hojas de
agave se obtuvieran principalmente glucosa y xilosa, sin embargo en los resultados
obtenidos la xilosa se encuentra en concentraciones muy bajas. Contrariamente a lo
gue se esperaba, la fructosa se encuentra en cantidades muy grandes. A pesar de que
se esperaba encontrar un poco de este azucar proveniente de los restos de
polifructanos en las hojas de agave, no se esperaba que su presencia fuera tan

importante en los hidrolizados.

Al comparar el dato de concentracion de azucares fermentables cuantificados
por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) de 82 g/L con el dato de
concentracion de azucares reductores cuantificados por el método del acido 3,5-
Dinitrosalicilico (DNS) de100 g/L se encontrd una diferencia en los resultados de 18
g/L, esta diferencia se puede deber principalmente a la inexactitud del método de DNS
ya que al utilizar este método es posible tener interferencias por algunos compuestos
presentes en los hidrolizados que den un falso resultado.

Al comparar los resultados obtenidos con estudios de hidrdlisis realizados con
otros materiales lignoceluldsicos encontramos que el porcentaje de azucares obtenidos
a partir de la hiddlisis es alto. Es importante sefialar que no es posible realizar una
comparacién muy estricta entre estos estudios ya que tanto la biomasa utilizada, asi
como las condiciones de hidrdlisis son diferentes en cada trabajo. En el estudio de la
hidrolisis acida de la paja de trigo (Linde et al., 2008), eucalipto (Vieira et al., 2007) y
bagazo de cafia (Aguilar et al., 2002), se han reportado concentraciones de azucares
fermentables de 14 g/L, 17 g/L y 24.6 g/L respectivamente en los hidrolizados. Una

caracteristica comun en éstos tres procesos es que para realizar la hidrélisis se
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utilizaron relaciones de 1g de material a hidrolizar por 20 mL de solucién &acida. Esto
ocasiona que los azucares obtenidos estén en baja concentracion y que sea necesario
incluir en sus procesos la concentracion de los sustratos obtenidos. En éste estudio se
utilizé una relacion de sustrato-solucion acida de 1g de material a hidrolizar por 7 mL de
solucion &cida y se obtuvo un hidrolizado con una concentracibn de azlcares

fermentables de 82 g/L.

En la caracterizacion azucares de los hidrolizados en los trabajos mencionados
se ha encontrado que el azucar mayoritario en todos los casos es la xilosa. En el
hidrolizado de eucalipto se reportan concentraciones de 15.2 g/L de xilosa y 1.65 g/L de
glucosa (Vieira et al., 2007), para el hidrolizado de bagazo de cafia de 21.6 g/L de
xilosa y 3.0 g/L de glucosa (Aguilar et al., 2002). Esto mismo se ha reportado en la
hidrolisis de la paja de trigo (Linde et al., 2008), y para el “swithgrass” (Chiang et al.,
2008). Con los hidrolizados de hojas de agave ocurre lo opuesto, siendo la glucosa el
azucar mayoritario. Una razon por lo que esto puede ocurrir ser el tipo de biomasa que
se estd utilizando, ya que al comparar el contenido de celulosa y hemicelulosa en los
sustratos reportados en estos estudios se encuentra que tienen un contenido de
hemicelulosa al menos cuatro veces mayor que las hojas de agave, y a su vez, un

contenido menor de celulosa.

Otra razon puede ser el tipo de tratamiento de hidrdlisis, ya que en los cuatro
casos mencionados, el tratamiento de hidrolisis ha sido solamente con &cido. En el
caso de la hidrdlisis de la fibora de maiz realizada con tratamiento acido-enzimatico
(Dien et al., 2006), se ha reportado la hidrélisis del 82% del glucano y el 48% del xilano
presentes en este sustrato. Al igual que en presente trabajo, la liberacion de glucosa en
el proceso de hidrélisis es mayor que la reportada en los tratamientos acidos en los
estudios mencionados anteriormente por lo que la utilizacidon de enzimas puede ser una

clave para obtener mayores rendimientos de azucares en estos procesos.
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Evaluacion de la capacidad de Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis para

crecer en un medio preparado con glucosay xilosa como fuentes de carbono

En las fermentaciones realizadas con Saccharomyces cerevisiae se encontrg
gue su crecimiento fue diferente en cada medio. En la Figura 14, se representan
graficamente los valores obtenidos del incremento en la densidad Optica del medio de

fermentacion lo cual se atribuye el incremento en el numero de células de la levadura.

Figura 14. Incremento en la densidad optica del medio de fermentacion con la levadura Saccharomyces

cerevisiae en medios preparados con diferentes fuentes de carbono a 28°C en condiciones anaerébicas

Ya que el medio preparado con glucosa se puede considerar como un medio
ideal para el crecimiento de las levaduras, el crecimiento observado en este medio
puede utilizarse como patron para evaluar el crecimiento de las levaduras en los otros

medios.

Como se observa en la Figura 14, S. cerevisiae tiene un crecimiento muy
limitado en el medio con xilosa si se compara con su crecimiento en el medio

preparado con glucosa. En ésta grafica el incremento en la densidad Optica del cultivo
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de S. cerevisiae en el medio con xilosa se observa como una linea constante. Al
realizar el conteo de células para comprobar su viabilidad, se encuentra que esta
levadura esté activa ya que el nimero de células viables se mantiene constante aln a

las 55 horas de fermentacién como se observa en la Figura 15.

También se observa que el incremento en la cantidad de células viables al inicio
de la fermentacion en el medio con xilosa es limitado asi como la cantidad de células
viables a lo largo del resto de la fermentacion al realizar la comparacion de la cantidad
de células viables durante la fermentacion en el medio con glucosa. Este resultado

refleja que la capacidad de S. cerevisiae para fermentar la xilosa es muy limitada.

Figura 15. Conteo de células viables de Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacion en medios
preparados con diferentes fuentes de carbono a 28°C en condiciones anaerdbicas determinado por el

método de dispersion en placa

Esto se confirma al revisar las graficas correspondientes al crecimiento de
S.cerevisiae en el medio mixto (con glucosa y xilosa) en la que el incremento en la
densidad éptica del medio sigue la misma tendencia que en el medio con glucosa, sin
embargo su crecimiento en el medio mixto alcanza la fase estacionaria al llegar a un
valor cercano a la mitad de la fase exponencial en el crecimiento con glucosa, es decir

que al fermentar en este medio se produce casi la mitad de biomasa de la que se
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produce en la fermentacién de la glucosa. Esto significa que la fermentacion ha llegado
a una fase estacionaria cuando se ha consumido la glucosa utilizable y el Unico azucar

disponible es la xilosa.

Al evaluar el crecimiento de P. stipitis con los mismos parametros (densidad
Optica y conteo de células viables) en los tres medios de cultivo, se observa que en los
tres casos la cinética de su crecimiento es muy similar, por lo que se puede decir que
metaboliza los tres azlcares con la misma facilidad. Una observacién importante es
gue en ninguna de las tres fermentaciones con P. stipitis se observa una cinética de
crecimiento como en el caso de S. cerevisiae en el que las fases de crecimiento
(adaptacion, exponencial y estacionaria) estan muy marcadas, por el contrario, es dificil

distinguir con claridad cuando termina cada etapa y comienza la siguiente.

Figura 16. Incremento en la densidad dptica del medio de fermentacion con la levadura Pichia stipitis en

medios preparados con diferentes fuentes de carbono a 28°C en condiciones anaerébicas

50



En la Figura 16 se encuentra la misma tendencia en las tres grafica trazadas,
esto parece indicar que la fermentacion de la glucosa y de la xilosa es realizada
simultineamente por P. stipitis ya que de no ser asi, la grafica correspondiente a la
fermentacion del medio mixto presentaria una tendencia diauxica en la que se consume
inicialmente un solo azucar hasta que se agota y el crecimiento del microorganismo
entra en una fase estacionaria y de adaptacion para comenzar a consumir el siguiente

sustrato.

En la Figura 17 se representa graficamente el incremento de la células de
levadura de P. stipitis a lo largo de la fermentacion, lo que se observa es que el valor
maximo de células se alcanza alrededor de las 100 horas de fermentacion mientras
qgue en la fermentacién con S. cerevisiae el valor maximo se alcanza alrededor de las
12 horas de fermentacion. Esto es un claro indicador de la rapidez con la que ambas
levaduras metabolizan los azUcares disponibles ya que los valores maximos de UFC se

alcanzan cuando la totalidad del sustrato ha sido consumida.

Figura 17. Conteo de células viables de Pichia stipitis durante la fermentaciéon en medios preparados con
diferentes fuentes de carbono a 28°C en condiciones anaerdbicas determinado por el método de

dispersion en placa
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Es evidente que la rapidez con la que P. stipitis metaboliza los azlcares es
considerablemente menor que la rapidez con la que lo hace S. cerevisiae. En el caso
de P. stipitis, esto representa una desventaja para la produccion de bioetanol ya que
entre varios factores deseables en los microorganismos fermentadores, la rapidez con
la que llevan a cabo la transformacion de los sustratos en productos es un factor muy

importante.

En la Figura 18 se muestra el consumo de azlcares de P. stipitis y de S.
cerevisiae durante la fermentacion de los distintos medios estudiados. Como se puede
observar, el consumo de xilosa de S. cerevisiae es muy poco, sin embargo consume la
totalidad de la glucosa con gran rapidez. En el caso de P. stipitis se observa que

consumio los dos azucares en su totalidad y en el mismo tiempo.

Figura 18. Consumo de azUcares de Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis durante la fermentacion
de medios preparados con diferentes fuentes de carbono a 28°C en condiciones anaerdbicas
determinado por el método del acido dinictosalicilico (DNS) para la cuantificacion de azlcares

reductores.
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Al observar los resultados mostrados sobre el metabolismo de la glucosa y la
xilosa con S. cerevisiae y P. stipitis se encuentra que éstos coinciden con la
informacion reportada en la literatura consultada (Taniguchi et al., 1997). S. cerevisiae
consume la glucosa mas rapido que P. stipitis, y por el contario no consume la xilosa.
Por otro lado P. stipitis tiene la capacidad de fermentar la glucosa y la xilosa

indistintamente aunque su consumo es lento.

Un factor importante es la cantidad de sustrato que cada microorganismo
destina hacia la produccion de biomasa. Al realizar una comparacion de la cantidad de
biomasa producida durante las fermentaciones, se observa que P. stipitis se produce
casi el doble de la cantidad de biomasa producida con S. cerevisiae, esto también
representa una desventaja para P. stipitis como microorganismo fermentador ya que es
deseable un microorganismo que produzca menos biomasa y mas etanol durante la

fermentacion.

En la Tabla 1 se muestran los valores biomasa producida en funcion de la
cantidad de sustrato (Y x/s) determinados para S. cerevisiae y P. stipitis. Durante las
fermentaciones realizadas. En éstos valores se muestra que P. stipitis tiene una mayor

produccion de biomasa que S. cerevisiae con la misma cantidad de sustrato.

Tabla 1. Rendimientos de biomasa en funcion del sustrato consumido determinados para S. cerevisiae y

P. stipitis durante las fermentaciones en medio de glucosa, xilosa y mixto (glucosa y xilosa)

Ensayo Y X/S

(UFCx10%qg)

S. cerevisiae en glucosa 1.69

S. cerevisiae en medio mixto 3.59

S. cerevisiae en xilosa 2.97

P. stipitis en glucosa 13.20

P. stipitis en medio mixto 12.50

P. stipitis en xilosa 9.97
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Fermentacion de hidrolizados de hojas de agave con las levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis

Al realizar la fermentacién se los hidrélizados de hojas de agave con los cultivos
de S. crevisiae, P. stipitis y el cultivo mixto (con las dos levaduras) se encontré que la
participacion de ambas levaduras al utilizar el cultivo mixto es desigual. Los resultados
sugieren que S. cerevisiae es la levadura que domina la fermentacion y es el

microorganismo que consume los azucares.

Como se observa en la Figura 19, S. cerevisiae tiene un buen crecimiento en los
hidrolizados de agave ya que incrementa rapidamente su biomasa y consume la
totalidad de los azucares disponibles, excepto la xilosa, en 20 horas (Figura 20). Esta
misma cinética se observa al utilizar el cultivo mixto (de S. cerevisiae y P. stipitis) en
donde los la totalidad de los azucares son consumidos a las 20 horas de fermentacion,
sin embargo en éste caso, el incremento de biomasa no ocurre en la misma magnitud
gue ocurre en el caso del cultivo de S. cerevisiae, sino que para el cultivo mixto, el
incremento de biomasa es tan solo la mitad del observado en el cultivo de S. cerevisiae

a pesar de que se parte de un numero de células mayor al utilizar el cultivo mixto.
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Figura 19. Conteo de células viables de Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis durante la
fermentacion individuales y mixtas en hidrolizados de hojas de agave HALE a 28°C en condiciones

anaeroébicas determinado por el método de dispersién en placa.

La explicacion a esta diferencia en incremento de biomasa se encuentra al
analizar el crecimiento de P. stipitis en los hidrolizados HALE y HAO0.25E en donde el
conteo de células no se incrementa a lo largo de toda la fermentacién. Esto es un claro
indicador de que el crecimiento de P. stipitis es inhibido por el hidrolizado de agave, ya
gue a pesar de saber que su crecimiento es mucho mas lento que el de S. cerevisiae

en un medio preparado, en el hidrolizado de hojas de agave es nulo.

Al comparar la actividad de P. stipitis en los dos hidrolizados de agave
encontramos que a pesar de que en ninguno de los dos logra realizar una fermentacion
exitosa, su actividad es diferente en cada hidrolizado. En la Figura 19 se observa que al
crecer en el hidrolizado HA1E la cantidad de células viables de P. stipitis se mantiene
constante durante las primeras 80 horas de fermentacion, y llegado este tiempo
comienza a disminuir (entra en fase de muerte). En este punto de la fermentacién P.

stipitis tan solo ha consumido el 35 % de los azucares disponibles (Figura 20).
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En el hidrolizado HAQ.25E la cantidad de células viables comienza a decrecer
desde el inicio de la fermentacion (Figura 19), esto significa que el hidrolizado HA0.25E
tiene un efecto de inhibicion en el metabolismo de P. stipitis mayor que el efecto
inhibidor del hidrolizado HA1E.

Este efecto de inhibicion puede ser provocado por algunos compuestos
provenientes de la degradacidon de azulcares y ligninas durante la hidrolisis con acido.
La razdn por la que este efecto sea mayor hacia P. stipitis es, como se explico en la
parte de antecedentes, que las cepas de S. cerevisiae se caracterizan por tener una
mayor tolerancia hacia estos compuestos inhibidores. La razén por la que el efecto de
inhibicion del hidrolizado HAO.25E es mayor que el del hidrolizado HAL1E puede ser el
tiempo de prehidrélisis que fue de 60 min para HA0.25E y de 30 min para HA1E, lo

gue se ve reflejado en una mayor degradacion de compuestos.

Figura 20. Consumo de azlcares durante la fermentacion del hidrolizado de hojas de agave HALE y
HAO0.25E a 28°C en condiciones anaerobicas. Las fermentaciones se realizaron con cultivos de
Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis y con cultivo mixto. Las determinaciones se realizaron por

cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

56



A pesar de que S. cerevisiae presenta una cinética similar al fermentar los dos
hidrolizados, el conteo de células en el hidrolizado HA1E alcanzé un valor mayor que el
conteo en el hidrolizado HAO0.25E a pesar de que en ambos cultivos se partié del
mismo numero de células. Esto significa que posiblemente también exista un efecto de
inhibicion en S. cerevisiae el cual es mayor en el hidrolizado HAO0.25E. Sin embargo el
desempeiio de S. cerevisiae al crecer en los dos hidrolizados es muy bueno ya que la
fermentacion es realizada completamente y en un tiempo corto, por lo que de haber un

efecto inhibitorio la adaptabilidad de S. cerevisiae observada es muy buena.

Al analizar el consumo de cada cultivo, de cada azucar especifico en las Figuras
21, 22 y 23, encontramos que en las fermentaciones con S. cerevisiae la glucosa y la
fructosa son consumidos simultdneamente, mientras que la xilosa no es consumida aun
después de agotarse por completo la glucosa y la fructosa. En cambio en la
fermentaciones con P. stiptis se observa que esta levadura comienza por consumir la
glucosa exclusivamente, y después de 120 horas de fermentacién aun no ha terminado

de consumir este azlcar y por lo tanto la fructosa y la xilosa permanecen intactos.

Figura 21. Consumo de azucares durante la fermentacién de los hidrolizados de hojas de agave HALE y
HAOQ.25E a 28°C en condiciones anaerobicas con S. cerevisiae.
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Figura 22. Consumo de azlcares durante la fermentacion de los hidrolizados de hojas de agave HALE y
HAO.25E a 28°C en condiciones anaerobicas con P. stipitis

Figura 23. Consumo de azlcares durante la fermentacion de los hidrolizados de hojas de agave HALE y
HAOQ.25E a 28°C en condiciones anaerobicas con cultivo mixto de S. cerevisiae y P. stipitis
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Estas observaciones son una indicacién de que el cultivo mixto utilizado no es el
adecuado, ya que la cepa de P. stipitis utilizada se encuentra en desventaja en la
fermentacion por lo que es necesario utilizar una cepa con una capacidad mayor de
adaptacion a este tipo de medios (hidrolizados de hojas de agave), ya que a pesar de
tener la capacidad de consumir la xilosa la inhibicibn del medio evita que realice la

fermentacion.

En el caso opuesto, a pesar de que S. cerevisiae presentdé una buena
adaptacion al crecer en los hidrolizados de hojas de agave, esta levadura no puede
consumir la xilosa tras haber consumido el resto de los azlUcares. Como se ha
mencionado previamente en el capitulo 2 (antecedentes), la modificacion genética de
este microorganismo para incrementar su capacidad para metabolizar la xilosa es una
buena alternativa lo que permitiria aprovechar la capacidad de adaptacion de esta

levadura observada en este estudio.
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Cuantificacion de Etanol por cromatografia de gases y evaluacion de

rendimientos en la fermentacion

En la cuantificacién del etanol producido por cada cultivo en los hidrolizados de
hojas de agave se encontré que tanto en los hidrolizados HAL1E y HAO.25E los cultivos
de S. cerevisiae y los cultivos mixtos (S. cerevisiae y P. stipitis) tienen un rendimiento
de produccion de etanol muy bueno. En la Tabla 2 se presentan los datos de la
concentracion final de etanol en cada medio de fermentacion y el rendimiento final de

etanol determinado en funcién del azlicar consumido.

Tabla 2. Concentracion final de etanol producido en las fermentaciones de hidrolizados de hojas de
agave con cultivos de S. cerevisiae, P.stipitis y cultivo mixto, y rendimientos de produccion de etanol de
cada cultivo

Productividad

Ensayo (f)iﬂglcggtg;\g:]%rll Y P/S Y x/S Y P/X [etanol]/tiem o
(g/L) (9/9) (9/9) (9/9) @y

S. cerevisiae en HALE 34.76 0.45 0.09 5.11 1.74
P. stipitis en HA1E 12.71 0.25 0.17 1.50 0.64
Cultivo mixto en HA1E 34.41 0.45 0.07 6.18 1.72
S. cerevisiae en HAQ.25E 39.59 0.48 0.05 9.47 1.76
P. stipitis en HA0.25E 6.91 0.20 0.12 1.69 0.35
Cultivo mixto en HA0.25E 34.33 0.48 0.05 9.24 1.72

Por el contrario los rendimientos de etanol con el cultivo de P. stipitis son muy
bajos, ademas de considerar que no consumié todos los azucares disponibles por lo
gue el rendimiento se determiné a las 150 horas de fermentacion, una vez que el

conteo de células viables de este cultivo se encontrd considerablemente disminuido.
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Al comparar los valores de rendimiento de etanol obtenidos se encuentra que los
rendimientos de los cultivos de S. cerevisiae y el mixto son muy buenos. El rendimiento
tedrico maximo para fermentacion es de 0.51 gramos de etanol / gramos de azUcar.
Los valores obtenidos son de 0.45 gramos de etanol / gramos de azucar con estos dos
cultivos en el hidrolizado HAL1E y de 0.48 gramos de etanol / gramos de azucar en el
hidrolizado HAQ.25E. Los rendimientos obtenidos coinciden con los valores reportados
en la literatura para las fermentaciones de hidrolizados de lignocelulosa con S.
cerevisiae (Olsson y Hahn-Héagerdal, 1996), en este estudio se reporta un rendimiento
para esta levadura de 0.48 gramos de etanol / gramos de azucar. Como se discutié en
el capitulo anterior, la actividad de las levaduras en el cultivo mixto es dominada por la
levadura S. cerevisiae por lo que el rendimiento de etanol reportado para este cultivo

se le atribuye a esta levadura.

En la Figura 19 se observa que la cantidad de biomasa producida durante la
fermentacion es menor en el hidrolizado HAO0.25E que en el HAL1E, ademas el tiempo
en el que se consumié la totalidad de los azucares (excepto la xilosa) es el mismo. Esto
explica que en la fermentacion del hidrolizado HAQ.25 el rendimiento de etanol obtenido
sea un poco mayor que en el hidrolizado HALE ya que en primero se consumio la
misma cantidad de azlcares y produjo menos biomasa en la fermentacion. Esto se

confirma al observar los valores de Y x/s en la tabla 1.

Los rendimientos de etanol (Y p/s) obtenidos con los cultivos de P. stipitis en los
dos hidrolizados, 0.25 en el hidrolizado HALE y 0.19 en el hidrolizado HAO.25E, son
muy bajos al compararlos con el valor maximo tedrico de rendimiento (0.51 gramos de
etanol / gramos de azucar) y con los con los cultivos de S. cerevisiae de 0.45 y 0.48
gramos de etanol / gramos de azucar. A pesar de esto, su desempefio se encuentra
dentro de los parametros reportados para esta levadura, en donde se reportan
rendimientos de 0.21-0.44 gramos de etanol / gramos de azucar (Olsson y Hahn-
Hagerdal, 1996).
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Por dltimo, al evaluar la productividad de etanol determinada para cada cultivo
(Tabla 2) encontramos que S. cerevisiae tiene una mayor capacidad para producir
etanol que P stipitis, lo que la hace un microorganismo superior para la produccién de
etanol ya que ademas de producir etanol con un rendimiento alto, lo hace rapidamente.
El valor de productividad de S. cerevisiae en fermentaciones de hidrolizados de
lignocelulosa es de 1.5 g/Lh (Olsson y Hahn-Hagerdal, 1996). El valor obtenido en este
trabajo es un poco mas alto de 1.7 g/Lh.

Es importante comparar éstos valores de rendimiento y productividad para S.
cerevisiae con los valores reportados para otro microorganismos utilizados para este
propdsito. Dentro de estos microorganismos se menciona a Zymomonas mobilis, con
este se han reportado valores productividad de 3.5 g/Lh. Por otro lado, también se ha
estudiado la fermentacion de hidrolizados de lignocelulosa con Pachysolen tannophilus,
Klyveromyces marxianus, y Escherichia coli. Los dos primeros producen etanol con
rendimientos bajos comparados con los obtenidos con S. cerevisiae en este trabajo
(0.12-0.29 y 0.24-0.30 gramos de etanol / gramos de azucar). Con el tercero, se han
reportado rendimientos de 0.36-0.51 gramos de etanol / gramos de azUcar
respectivamente, sin embargo tiene la desventaja de que da rendimientos muy bajos
(0.03 a 0.67 gramos de etanol / gramos de azucar) (Kadar et al., 2004) y (Olsson y
Hahn-H&agerdal, 1996).
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CONCLUSIONES

Los tratamientos acido-enzimaticos son mas eficientes que los tratamientos
acidos para la hidrélisis de los polisacaridos de las hojas de agave, a partir de estos se
obtuvieron rendimientos de 66 gramos de azucares reductores por 100 gramos de

hojas de agave (bs)

Este rendimiento maximo se obtuvo realizando una prehidrélisis con acido en
concentraciones de 0.1 a 1% durante 60 minutos a 120 °C seguido de un tratamiento

con enzimas durante 24 hrs.

El pretratamiento de las hojas de agave es una etapa importante para facilitar la

hidrélisis e incrementar los rendimientos de azlcares obtenidos.

Los azucares encontrados en los hidrolizados de hojas de agave son glucosa en
53 g/L, fructosa en 23 g/L y xilosa en 6 g/L.

S. cerevisiae se adapto bien al fermentar los hidrolizados de agave y logro
metabolizar la totalidad de los azlcares disponibles (excepto la xilosa) con un
rendimiento de 0.48 g/g y una productividad de 1.7 g/Lh por lo que es un buen

microorganismo para este proposito.

Pichia stipitis tuvo un desempefio deficiente ya que su adaptabilidad hacia los
hidrolizados de agave es muy baja y su rendimiento de 0.25 g/g y productividad de
0.64 g/Lh son muy bajos.

Las hojas de agave son una buena fuente de biomasa para la producciéon de
bioetanol ya que a partir de su hidrolisis se obtienen sustratos con una gran cantidad de

azucares y ademas, estos hidrolizados son fermentables.

La utilizacién de un cultivo mixto de S. cerevisiae y P. stipitis no tuvo un buen

resultado ya que no se logré fermentar la xilosa.
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RECOMENDACIONES

Para proponer la utilizacién de las hojas de agave es importante el estudiar el
método de hidrélisis propuesto en agaves de diferentes regiones ya que la composicion
de la fibra de las hojas de agave puede hacer que los métodos de hidrdlisis varien

dependiendo de las condiciones de ambientales en las que el agave sea cultivado.

También es importante considerar la posible aplicacion de este estudio a otro
para la bioconversién de las hojas de los agaves provenientes de la produccién del
mezcal que al igual que las hojas del agave pueden ser una materia prima potencial
para la produccion de bioetanol ademas de ser una alternativa para el aprovechamiento

de estos residuos.

Dado que el propdésito de este trabajo es realizar una evaluacion de las hojas de
agave como posible fuente de biomasa para la produccion de etanol, es posible
optimizar los métodos de hidrélisis propuestos, para esto es necesario realizar ensayos

de hidrdlisis nuevos utilizando como base los hallazgos mostrados en este trabajo.

Ya que el objetivo que se plante6 en éste trabajo fue el de utilizar fermentar
todos los azucares disponibles en los hidrolizados de agave (especialmente la xilosa),
es importante buscar microorganismos que puedan fermentar éste azlcar y que tengan
la capacidad de adaptarse mejor a estos medios de cultivo y que produzcan etanol con

rendimientos mas altos.

Por ultimo, se puede considerar el trabajo con microorganismos modificados
genéticamente, ya que esto permitiria aprovechar las cualidades de un microorganismo
para crear uno nuevo con capacidades mejoradas para los fines propuestos. En este
caso es importante mejorar la capacidad de S. cerevisiae para consumir xilosa ya que
se encontrd que es un microorganismo que puede producir etanol con buenos

rendimientos ademas de tener una gran adaptabilidad a los hidrolizados de agave.
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ANEXO

Célculo realizado para determinar la cantidad de acido sulfurico 98% a adicionar
a las muestras de agave pretratadas para obtener las concentraciones de acido
deseadas para realizar la hidrolisis.

Se utilizé la ecuacién mostrada a continuacion para determinar la cantidad de

acido sulftirico a adicionar:

[p agave X (g@mﬁfgf? E‘FEWJ] + mbl H20 adicionada = mi de M0 enmewsira

(Conc. de H,50, deseada)imL de H,0 total)
* 8%

mb de Ha 50, 98% a adicianar =

* = concentracién de acido sulfirico concentrado

Realizacion de curva patron para cuantificacion de azucares reductores por el
meétodo de DNS

Para realizar la cuantificacion se realiza una curva patron con el azicar que se
desea cuantificar. Se deben preparar al menos cinco puntos de esta curva que
correspondan a las concentraciones de 0.2 a 2 miligramos de azucar por mililitro de
muestra. Una vez preparadas las soluciones se toma una alicuota de cada solucién y
se realiza la reaccion con el reactivo de DNS de igual manera que se realiza con las
muestras. Una vez preparadas las muestras se determiné su absorbancia a 540 nm

con un espectrofotbmetro ...

Con los datos obtenidos de la curva patron se realiza la regresion lineal de la

curva y se obtiene la ecuacién siguiente:

Abgerbanciade la muestra=m | 8 :iegéuws&(gmb — grd.al erigen
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Esta ecuacion permite relacionar los valores de absorbancia obtenidos en la
reaccion de DNS con la concentracion de azUcares reductores de una muestra. Para
esto se despeja la variable independiente de la ecuacién (concentracion de azucares) y
se sustituyeron los valores de absorbancia obtenidos en las muestras que se desea

analizar.

El reactivo DNS se prepara disolviendo 1g de &cido 3,5-dinitrosalicilico en 50 mL
de agua destilada, se adicionan 20 mL de sosa 2 N y se disuelve muy bien. Una vez
disuelto se adicionan 30 g de tartrato doble de sodio y potasio y se disuelve bien. Este
reactivo se afora a 100 mL con agua destilada y se almacena en frasco ambar

protegida de CO..

Realizacion de curva patron para cuantificacion de fructosa, glucosay xilosa por
metodo de HPLC

Para realizar la cuantificacion de los azucares se realizaron curvas patron para
cada azucar que se midid, una de glucosa, una de xilosa y una de fructosa. Se
utilizaron cinco puntos para realizar cada curva patron, estos cinco puntos

correspondientes a las concentraciones de azucar de 50, 35, 25, 1y 5 g/L.

Para preparar las soluciones estandar correspondientes a los puntos de la curva
patrén se parti6 de una solucion estandar al 10 g/L de cada azucar (glucosa, xilosa y
fructosa), estas soluciones se prepararon pesando exactamente 10 gramos de cada
azucar en un matraz aforado de 100 mL. Una vez pesados los tres azlcares se
adicion6 agua desionizada hasta llegar a la marca del aforo del matraz. A partir de esta
solucion estandar se realizaron las diluciones necesarias para obtener las
concentraciones deseadas mencionadas anteriormente. El agua desionizada se filtro
utilizando una membrana millipore de tamafo de poro de 0.45 nm antes de ser utilizada

para preparar las soluciones.
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Preparacién de medio PDA (Papa-Dextrosa acidificado)

El medio de Papa-Dextrosa acidificado se prepar6 disolviendo 3.9g de medio
preparado deshidratado en 100mL de agua destilada seguido de su esterilizacion a
121°C por 15 minutos, una vez estéril se dejo enfriar hasta 50°C y se adicionaron 1.4
mL de una solucién de &cido tartarico al 10%(p/v). Después de mezclar bien se virtieron
10 mL de agar en tubos de ensayo con taparrosca estériles de capacidad de 25 mL, se
dej6 enfriar el agar manteniendo los tubos con una inclinaciéon de 25° con respecto a la

horizontal.
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