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Resumen

Ante la problematica mundial que representa la escasez de recursos no renovables
como los Hidrocarburos, principal fuente de los combustibles utilizados en la mayoria
de transportes, y basado en la experiencia internacional, un programa de produccién
de Bioetanol como biocombustible en México, es necesario con el fin de realizar una

transicién hacia sistemas de transporte sustentable.

Debido a las dificultades técnicas, ambientales y econdmicas que surgen al producir
este Biocombustible a partir maiz, cafia de azucar y trigo, entre otras fuentes, se ha
optado por buscar nuevas tecnologias. La produccién de Bioetanol a partir del
bagazo es una tecnologia que se encuentra en desarrollo, por o que es necesario

buscar nuevos recursos que permitan desarrollarla 'y optimizarla.

El objetivo de esta tesis es realizar el aislamiento de distintas cepas a partir de
muestras de bagazo de tequila y pulque, seleccionar las dos mejores y
caracterizarlas considerando los siguientes parametros: pH, temperatura vy
concentracion inicial de glucosa, con el fin de obtener las condiciones optimas bajo
las cuales el rendimiento obtenido en la produccion de Etanol es mayor.
Posteriormente producir etanol con el bagazo de agave azul (BAB por sus siglas en

inglés) como materia prima y las levaduras seleccionadas.

Se obtuvieron alrededor de 38 cepas aisladas a partir de pulque y de bagazo para
las. Una vez aisladas fueron secuenciadas y se identificaron como

Saccharomycescerevisiae y Kluyveromyces marxianus.

Posteriormente se hicieron fermentaciones variando los parametros de temperatura,

pH y concentracioninicial de glucosa.



El trabajo se realiz6 en el Laboratorio 314 del Conjunto E en la Facultad de Quimica,
Departamento de Biotecnologia y Alimentos bajo el Proyecto de Babethanol.

Introduccion

En la actualidad los biocombustibles se hacen presentes de manera creciente en las
agendas de produccion e inversion privadas y en las politicas publicas estatales de

paises desarrollados y en desarrollo.

Varios factores confluyen en la explicacion de la importancia creciente que estan
adquiriendo los biocombustibles: 1) La busqueda de fuentes alternativas de energia,
para reducir la dependencia de los combustibles fosiles, no renovables, basicamente
petréleo, apoyandose en el uso de biomasa. 2) La tendencia al aumento en los
precios del petréleo y su impacto en los paises importadores netos de combustible, |
que buscan disminuir su dependencia energética. 3) Los efectos nocivos al medio
ambiente, provocados a partir de las emisiones de gases de efecto invernadero
(GEI). Y 4) Los acuerdos internacionales para controlarlas emisiones de gases de
efecto invernadero (GEIl), que comprenden el compromiso para el uso en

proporciones crecientes de combustibles no contaminantes.

El Bioetanol ha surgido como una alternativaenergética importante, principalmente en
el sector de transporte, donde se usa en mezclas con la gasolina o nafta

convencional, substituyéndola parcialmente como carburante.

Debido a las dificultades técnicas, ambientales y econdmicas que surgen al producir
este Biocombustible a partir maiz, cafia de azucar y trigo, entre otras fuentes, se ha
optado por buscar nuevas tecnologias. La produccidn de bioetanol a partir de
residuos agroindustriales es una tecnologia que se encuentra en desarrollo, por lo
que es necesario buscar nuevos recursos que permitan desarrollarla vy

optimizarla.(Goldstein & Gutman, 2010)



En este trabajo se aislaron distintas cepas fermentadoras a partir de muestras de
bagazo de tequila (Agave tequilana) y pulque, se seleccionaron las dos mejores y se
estudio el efecto de pH, temperatura y concentracién de glucosa, con la finalidad de
encontrar las condiciones 6ptimas de crecimiento y produccion de etanol en un
medio sintético y se evalud la capacidad de fermentacién en un medio con bagazo de
agave azul BAB (por sus siglas en inglés Blue Agave Bagasse). Para el analisis se
emplearon técnicas de: cromatografia de gases para la determinacion de la
concentracion,el método de acido dinitrosalicilico (DNS) para determinar la

concentracion de azucares reductores.

Al mismo tiempo las cepas seleccionadas fueron identificadas genéticamente,
empleando la amplificacion de la region espaciadora interna transcrita ITS (por sus
siglas en inglés InternalTranscribedSpacer), comoSaccharomycescerevisiae Yy

Kluyveromyces marxianus.



Hipotesis

El aislamiento de microorganismos, a partir de medios con presencia de etanol
(pulque) o en materiales como el bagazo de agave, que han estado en algun punto
del proceso de fermentacidn delAgave tequilanapermitira obtener cepas capaces de

fermentar principalmente glucosa proveniente de residuos agroindustriales para su

uso en la produccion de bioetanol.

Objetivos
- Objetivo General

Aislar e identificar cepas provenientes de muestras de pulque y bagazo de agave,
para posteriormente utilizarlas en la produccién de bioetanol con bagazo de Agave

tequilianacomo materia prima.

- Objetivos Particulares

+ Aislar microorganismos a partir de muestras de pulque y de bagazo de agave.

« Seleccionar e identificar las cepas.

+ Caracterizar las mejores cepas con los siguientes parametros: temperatura,
pH y concentracion de glucosa a las cuales el rendimiento de etanol es
mayor.

* Realizar la hidrolisis enzimatica y la fermentacion con bagazo de agave
(previamente tratado) utilizando las cepas seleccionadas.



Antecedentes

Biocombustibles. Contexto Internacional

El incremento en el uso de los combustibles fosiles ha sido responsable del efecto
invernadero debido a las emisiones de gases, y ha creado un dafio serio al medio
ambiente. La inestabilidad actual en los suministros del petroleo, asi como las
constates fluctuaciones en los precios del mismo (Figura 1), han provocado un interés
generalizado en fuentes de energia alternativas; mas economicas sustentables y

respetuosas con el medio ambiente.

El sector de transporte es donde se consume la mayor proporcion de energia, 30% de
la energia global, y el 99% de esta energia es provista por el petrdleo (EIA 2007);
debido a esto, en este sector es donde es necesaria una alternativa energética a corto
plazo.(Goldstein & Gutman, 2010)

Délares americanos por barril

Figura 1. Histérico del precio anual de pétroleocrudo (1987-2012), en el mes de Septiembre.
(Promedio de tresprecios; Brent Fechado, Intermedio de Texas Oeste y Dubai Fateh) Fuente: World
Bank tomado de http://www.indexmundi.com/es/precios-de-mercado

Al parecer no existe una alternativa que pueda competir completamente al petréleo
en términos de costos y conveniencia para el sector de transporte. Sin embargo, en
la actualidad, los biocombustibles como el etanol y el biodiesel estan surgiendo como
alternativas importantes empleadas en vehiculos eléctricos/hibridos y vehiculos de

gas natural.



Un conjunto de elementos, y rasgos tecno-econdmico y regulatorios que caracterizan
a laproduccion de biocombustibles a nivel global son:

a) Laproducciéon de biocombustibles forma parte de alguna de las cadenas de
produccionagroindustriales consolidadas (principalmente las de granos oleaginoso,
maiz y cafa de azucar), y como tal, compite por el uso alimentario de estos cultivos y
esta influenciada por la dinamica conjunta de estos complejos. En muchos casos,
s6lo son un subproducto de la actividad principal de la cadena ( y/o una alternativa
en el uso de parte de las resultantes de la primera industrializacion de granos
oleaginosos, segun la evolucion de los precios mundiales y de los contextos
regulatorios e impositivos locales).

b) Las inversiones privadas en estas producciones estan fuertemente condicionadas
por la evolucion de los precios relativos internacionales de las materias primas
agricolas y del petroleo, teniendo en cuenta que el costo de la materia prima explica
el 50% del costo total en la produccion del bioetanol y el 75% en la de biodiesel.

En todos los casos, se trata de mercados fuertemente regulados y reglamentados, en
donde la obligatoriedad del cruce de naftas y diesel con biocombustibles impulsa la
produccion (y/o la importacion) de los mismos. En los principales paises
industrializados existen fuertes subsidios estatales y barreras arancelarias para
promover su produccion.

c) Las tecnologias disponibles para la produccion de los biocombustibles de primera
generacion (basados en biomasa usada para la produccion de alimentos) son
accesibles y difundidas. Las alternativas en el uso de biomasa para la produccion de
biocombustibles de segunda o tercera generacion existen principalmente en
proyectos demostrativos o plantas pilotos. Entre las nuevas tecnologias, las
derivadas de la biotecnologia moderna abren importantes oportunidades potenciales
para la produccion de biocombustibles que no compitan con los usos alimenticios de
los cultivos. Se destacan las asociadas a enzimas celuldsicas para la producciéon de
etanol a partir de biomasa celul6sica (rastrojo de maiz, bagazo, residuos de madera,
aserrin, entre otros) y de residuos industriales y municipales. Empresas
multinacionales lideres en los agronegocios y en la produccion de insumos

biotecnolégicos estan realizando importantes inversiones en la exploracién de



nuevas alternativas tecnoldgicas, y los gobiernos de paises industrializados
implementan programas de apoyo para el desarrollo de estas alternativas.

d) El tipo de biocombustibles producido, en cada pais, depende de la oferta de
materia prima (clima, situacion geografica, conformacion de la produccion
agropecuaria), de las tecnologias disponibles y de las politicas publicas de fomento.
Los principales paises productores de biocombustibles son EEUU (etanol de maiz),
Brasil (etanol de azucar de cafa) y la Unién Europea (biodiesel). Diversos paises
participan en la oferta de etanol (Australia, Canada, China entre otros);en biodiesel
se registra una fuerte expansion en paises del sudeste asiatico (Malasia, Indonesia,
Singapur y China), de América Latina (Brasil y Argentina) y de Europa del Este
(Rumania y Serbia)(Goldstein & Gutman, 2010).

Biocombustibles. Definicion y Tipos.

Existe una variedad de biocombustibles, de materias primas para su produccion y de
tecnologias de proceso con diversos grados de llegada al mercado. La produccion
actual, como se sefialo previamente, se basaen su mayor parte, en materias primas

usadas para la alimentacion humana o animal.

Biocombustibles de primera generacion.Son aquellos producidoscomercialmente
usando tecnologias convencionales. Las materias primas basicas son
azucares,almidones o aceites vegetales, provenientes de semillas o granos de
cultivos tales como el maiz, la cafia de azucar, el trigo, semillas de soja o girasol,
aceite de palma. El biocombustible mas comun es el bioetanol, que representa
actualmente mas del 80% de la produccion mundial de biocombustibles liquidos,
seguido del biodiesel, y, mas distanciado el biogas.

Biocombustibles de segunda generacion.Se obtienen a partir de una variedad de
materias primas no alimentarias que incluyen biomasa de deshecho, tallos de trigo,
rastrojo de maiz, madera, pastos perennes, plantas celuldsicas, cultivos energéticos
o biomasa de cultivos especiales, residuos organicos municipales. Para su

produccion se usan tecnologias llamadas de biomasa a liquidos (BalL), por



conversiontermoquimica (principalmente para producir biodiesel), o por fermentacién
(para la produccion de etanol celulosico). Los procesos productivos son mas
complejos. Muchos biocombustibles en esta categoria se encuentran en etapa de
desarrollo, tales como el bioetanol, el biohidrogeno, el diesel Fischer-Tropsch, o el
diesel biohidrogeno.

Biocombustibles de tercera generacion.Son aquellos producidos a partir de algas
cultivadas para obtener biodiesel del aceite de alga. La tecnologia de proceso - una
vez obtenido el aceite de las algas a través de métodos por solventes, prensado o
con enzimas- es la misma tecnologia usada para la produccién de biodiesel de
segunda generacion. Se incluye también en esta categoria la produccion de
biopropanolobio-butanol, los que se estima que no seran comercialmente viables
antes del 2050, para los que pueden utilizarse las mismas materias primas que para
el etanol.(Goldstein & Gutman, 2010)

Bioetanol.

El Etanol ha sido parte de la cultura humana desde el principio de los tiempos, pero
no fue hasta el final del siglo XIX que fue usado por primera vez como combustible.
En la actualidad casi todo el bioetanol producido a partir de recursos renovables es
producido en Brasil, Canada y EUA. En la ultima década, tan solo en Estados
Unidos, la produccion de bioetanol se incrementé de 6.2 (afio 2000) a 50 billones de
litros/ por afo (afio 2010).(D. Kumar & Murthy, 2011). Asi mismo se observa un
incremento de la produccién de etanol en las potencias productoras de este
biocombustible (Figura 2).



BIOETANOL-MERCADOS MUNDIALES
(en millones de galones)

2005 2006 2007 2008 2009
I: PRODUCCION
EEUU (maiz) 3.904 4.884 6.521 9.309 10.699
Brasil (cafia de azucar) 4.163 4.531 5.524 6.547 6.915
Canada (trigo y maiz) 76 99 187 237 279
China (trigo y maiz) 301 425 448 516 542
UE (cafia de azucar, maiz, trigo, otros) 432 486 703 803
India (cafia de azucar) 335 501 577 443 298
TOTAL MUNDIAL 8.780 10.873 13.742 17.754 19.536
Il: EXPORTACIONES NETAS
Brasil (cafia de azucar) 720 867 930 1.039 945
China (trigo y maiz) 38 267 34 28 35
TOTAL MUNDIAL 794 1.134 964 1.068 980
Precios de exportacion (délares por
galén)* 1,31 1,72 1,55 1,74 1,60

Notas: * Precio de Etanol anhidirco de Brasil
El total de las exportaciones netas es la suma de todas las exportaciones netas positivas

Figura 2. Produccion de Bioetanol en mercados mundiales. Tomado de (Goldstein & Gutman, 2010)

El etanol puede ser usado como combustible para transporte empleandolo en
mezclas con la gasolina o nafta convencional, substituyéndola parcialmente como
carburante; las mezclas mas usadas en la actualidad son E25, E15 y E10, es decir,
gasolina al 75%, 85% y 90% mezclada con €25, e10 y e15 (mezclas con 25%, 15% y
10% de bioetanol, respectivamente. (Goldstein & Gutman, 2010)

El bioetanolde primera generacion como se menciond previamente se produce a
partir de materias primas ricas en azucares (cafa de azucar, remolacha azucarera)
y/o productos que puedan facilmente convertirse en azucar, como el almidon
proveniente de maiz, trigo y otros cereales. El proceso de produccion se basa en la
fermentacién del azucar empleando levaduras. La produccion de bioetanol a partir de
granos utilizan la cascara del grano (maiz) o el grano completo (trigo). La molienda
puede ser seca o humeda, proceso este ultimo de mayor complejidad. En ambos
casos el almidon es convertido en azucar a partir de procesos enzimaticos. Las
siguientes etapas son similares al proceso a partir de azucares: fermentacion usando

levaduras y otros microorganismos, para obtener alcohol. Varios subproductos se



generan en estos procesos, principalmente alimentos para animales ricos en

proteinas.

Sin embargo, los retos como las limitaciones en la disponibilidad y suministro de
materias primas, cuestiones como alimento vs combustible, costos elevados de
materias primas, uso de tierras y aguas frescas, inversiones intensivas en la
agricultura, han conducido a la investigacion de bioetanol de segunda generacidn

(también llamado etanol celulésico), a abordar estas preocupaciones.

La biomasa lignocelulosica (residuos agricolas, desechos forestales, desechos
municipales y algunos industriales), dado su abundancia y bajo costo, son
alternativas potenciales para utilizarse como materias primas en la produccion de
etanol de segunda generacién. La produccion del etanol celuldsico, mediante la
conversion biologica, consta de tres pasos criticos: 1) el pretratamiento de la
biomasa, 2) la hidrdlisis de los polimeros de azucar (celulosa, hemicelulosa, etc) a
monomeros, y 3)la fermentacion de mondémeros de azucar a etanol (Figura 3).(D.
Kumar & Murthy, 2011)
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Figura 3 . Proceso de Produccion Genérico de Etanol Celuldsico. La figura ilustra las operaciones
unitarias mas comunes en las plantas de produccion etanol. Modificada de (D. Kumar & Murthy, 2011)

Agrorresiduos

Las materiales lignoceluldsicos estan compuestos principalmente de celulosa,
hemicelulosa, lignina, (las cuales sirven de marco estructural y son la mayor parte, en

peso, de la planta); ademas de extractos y cenizas compuestos de minerales.

Muchas materias primas provenientes de biomasa, pueden ser usadas en la
produccion de biocombustibles, produccion de energia y otros productos como los
bioplasticos; debido a que son recursos renovables, tienen una disponibilidad
inmediata y anualmente se generan 200 billones de toneladas a nivel mundial. Estas
incluyen residuos agricolas lignocelulosicos, cultivos comestibles y no comestibles, y
corrientes de residuos (Ej. Bagazo de la Industria azucarera y tequilera, de productos
industriales, y algunos otros).
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La composicion de la biomasa lignocelulésicavaria entre las diferentes especies,
pero por lo general consiste de ~25% lignina y ~75% de polimeros de carbohidratos
(celulosa y hemicelulosa) y en minima parte de extractos y cenizas compuestos de
minerales; y es la mayor fuente renovable de carbohidratos conocida hasta el
momento. Las porciones celuldsicas y hemiceluldsicas pueden ser separadas de la
lignina y depolimerizadas por hidrdlisis para obtener mondmeros de azucar,

principalmente glucosa, xilosa y arabinosa.(Garrués et al, 2010)

Celulosa

La celulosa es el componente mayoritario y constituye la base estructural de las
células vegetales. Se trata de un polimero de elevado peso molecular formado por
moléculas de glucosa unidas por enlaces [((1,4)-glucosidicos (Figura 4). Estos
enlaces forman fibras impenetrables por el agua y resistentes al ataque quimico. La
celulosa forma largas cadenas debido a la fluctuante ordenacion espacial de los
puentes de hidrégeno, que se unen en forma de haz. La celulosa posee gran
importancia industrial. Se obtiene preferentemente de la madera o de la
paja.(Garrués et al., 2010)

©OH Celulosa
polif 1.4'-D-|3 -D glucopirandsido)

Figura 4. Estructura de la celulosa.Tomada de
http://www.efn.uncor.edu/dep/biologia/intrbiol/macromoleculas/azucar.htm

Hemicelulosa
La hemicelulosa esta siempre acompafiando a la celulosa y se encuentran sobre

todo en las paredes celulares. A diferencia de la celulosa, la hemicelulosa o poliosa
esta compuesta por diferentes azucares formando cadenas mas cortas y ramificadas.
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Estos azucares se pueden dividir en diferentes grupos como las pentosas (xilosa,
arabinosa), hexosas (glucosa, manosa, galactosa), acidos hexuronicos (acidos
glucorénico, metilglucorénico y galacturonico) y deoxihexosas (ramnosa y fucosa).
(Figura 5). La cadena principal de una poliosa puede consistir en una sola unidad
(homopolimero), como por ejemplo los xilanos o en dos o mas unidades
(heteropolimero), como los glucanomananos. La naturaleza ramificada de la
hemicelulosa la hace amorfa y mas facil de hidrolizar que la celulosa. El contenido de
hemicelulosa, tanto por cantidad, como por variedad difiere mucho en funcion de las
especies.(Garrués et al., 2010)

Figura 5. Estructura de la Hemicelulosa. Tomada dehttp://www.doitpoms.ac.uk/tlplib/wood/printall.php
Lignina

Después de la celulosa, la lignina es el polimero mas abundante en el mundo vegetal
y su funcién es proporcionar la rigidez a la pared celular, asegurar proteccién contra
la humedad, los agentes atmosféricos y el ataque de microorganismos, ademas de
actuar como elemento de unién de las fibras de celulosa. La lignina es un compuesto
formado por un tipo de moléculas distintas de los azucares. Es un polimero
tridimensional amorfo, constituido a partir de unidades de fenilpropano que se unen
entre si por enlaces tipo alquil-aril-éter o carbono-carbono (Figura 6). Su estructura y
composicidn, asi como su contenido relativo en la biomasa lignoceluldsica, dependen

de las diferentes especies.(Garrués et al., 2010)
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Figura6. Estructura de la lignina.Tomada de http://5e.plantphys.net/article.php?ch=t&id=24

Componentesminoritarios

Ademas de los componentes mayoritarios mencionados, la biomasa lignocelulésica
contiene otros productos y por ellos los porcentajes de los componentes principales
no siempre suman el 100%. A pesar de estar presentes en menor proporcion existen
otros compuestos (extractivos y cenizas) que poseen gran influencia en las
propiedades y en los procesos de conversion de la biomasa lignocelulosica.
Pertenecen a diferentes clases de compuestos quimicos, aunque, simplificando, se
pueden dividir en dos tipos: extractivos y cenizas.

Los extractivos son los componentes organicos de bajo peso molecular. Se llaman
asi porque se pueden extraer por lavado con agua o con solventes organicos. Se
incluyen dentro de este grupo: carbohidratos de bajo peso molecular, terpenos
acidos alifaticos y aromaticos , alcoholes, flavonoides, lignanos, alcaloides, ligninas
solubles, ceras, etc. Sus funciones en la célula vegetal son las de proteccion exterior
y reserva de nutrientes.(Garrués et al., 2010)

Las cenizas son la fraccidn inorganica del material cuya composicién esta
principalmente formada por sales inorganicas de calcio, potasio, sodio, magnesio y

silice.

Influencia de la composicion estructural sobre el aprovechamiento energético

La composicién estructural de la biomasa tiene influencia sobre el poder calorifico de
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la materia, siendo la energia desprendida superior en aquellos recursos con mayor
porcentaje de lignina. Por otro lado los residuos lignocelulésicos con mayor contenido
de lignina precisan de mayor tiempo de residencia para reaccionar completamente

(por la complejidad de la estructura).

Durante el almacenamiento de la biomasa, se produce un cambio en la calidad del
combustible debido a fendmenos quimicos y biolégicos. La evolucion de la
proporcion de los tres componentes (lignina, celulosa y hemicelulosa) es un indicador
de la degradacién de la materia. Asi el primer compuesto en degradarse es la
hemicelulosa, siendo el porcentaje de lignina el que vaya aumentando durante el
proceso de almacenamiento (Richardson et al., 2002).

Puesto que la biodegradabilidad de la celulosa es superior a la de la lignina, la
proporcion entre los contenidos de celulosa y lignina es un parametro importante
cuando se seleccionan materiales para su conversion bioquimica. Para producir
bioetanol de segunda generacion, se prefiere una biomasa con un alto porcentaje de
celulosa o hemicelulosa. De hecho, por cada tonelada de pasto se puede producir
hasta 280 litros de bioetanol mientras que a partir de madera solo se alcanzan 205
litros por tonelada, como resultado del alto contenido de lignina (McKendry, 2002). La
lignina es el residuo que quede tras la fermentacion de los azucares a

bioetanol.(Garrués et al., 2010)

Agave tequiliana

El género Agave (sensu stricto) es una monocotiledonea, endémica de América. De
sus aproximadamente 200 especies, 150, es decir mas del 75%, se encuentran en
México. En nuestro pais, los agaves han tenido y tienen una gran importancia
econdmica y cultural, se han aprovechado durante siglos como fuente de alimento,
bebida, medicina, combustible, cobijo, construccion de viviendas y elaboracion de
implementos agricolas, entre otros usos. Ademas el género Agave tiene una amplia
distribucion, se encuentra en mas del 75% del territorio, sin embargo, su distribucion

es altamente asimétrica, hay regiones que poseen mas especies que otras. (Consejo
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Regulador del Tequila 2011)

El Agave tequiliana Weber es una planta xerdfila (Qque crece en zonas aridas y
calidas) de hojas de color azul-verdoso, delgadas y casi planas (Figura 7); mide
aproximadamente 1.25 m de largo y 10 cm de ancho y tiene una espina terminal de

color rojo oscuro de 2 cm (Granados, 1993., Bautista-Justo M et al., 2001).

El tequila es uno de los aguardientes mas famosos en México y a nivel mundial,
cuyo consumo se ha incrementado en los ultimos afios (Guzman, 1997). Se obtiene
a partir de la planta Agave tequiliana Weber, mejor conocido como Agave azul. La

parte utilizada para la elaboracion del tequila es la pifa.

El tequila se clasifica en dos tipos de auerdo a su elaboracion: tequila 100% de
agave, es en el que se usan exclusivamente los azucares del Agave tequiliana
Weber var. Azul para su produccion y el tequila, al que se le adicionan hasta un 49%
de otros azucares que no son de agave como glucosa, piloncillo o sacarosa (Pinal y
Gschaedler, 1998., Bautista-Justo M et al., 2001).

Figura 7. Agave tequiliana variedad Weber. Tomada de
http://hablemosdetequila.com/tequilapedia/?p=524

Es importante sefalar que el crecimiento sostenido que la industria tequilera ha
manifestado a lo largo de los ultimos afos, un desarrollo econémico y social para las
regiones productoras; en datos del Consejo Regulador de Tequila, la produccion total
de tequila durante el primer semestre de 2012 se ubico en los 135.3 millones de litros
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a 40 % (v/v). De esta cantidad 74.6 millones de litros (55.1% del total) corresponden
a la categoria tequila y 60.7 millones (44.9 % del total) a la 100% de agave. Para
junio del afio en curso se han procesado 466 mil 600 toneladas de Agave tequilana
Weber variedad azul para la produccidn de ambas categorias de tequila. 285 mil 700
toneladas se utilizaron para la categoria 100% de agave y el resto (180 mil 900) para
la categoria tequila. (Consejo Regulador del Tequila, 2011)

Bagazo

El bagazo es una fibra residual, que queda despues de cocer, moler y extraer los
jugos fermentables del agave (Figura 8). Por cada litro de Tequila que se produce se
generan aproximadamente 1.5 Kg de bagazo en base humeda, por lo que se
generan importantes volumenes de este, convirtiendose en un problema econémico y

ambiental. (Gonzalez Garcia et al., 2005)

Figura 8 . Bagazo de Agave téquiliana variedad Weber. Tomada de
http://tequilasabeapasion.blogspot.mx/2012/06/tequilapedia.html|

Las fibras de agave estan compuestas principalmente de Celulosa (42%),
Hemicelulosa (12%), lignina (7.2%), nitrogeno total (3%), Pectina (1%), Azucares
Residuales (10%) y otras sustancias. Tiene un pH= 5.4 y una humedad promedio de
71%. (Consejo Regulador del Tequila, 2009)

La vision acerca del bagazo ha cambiado a través de los afios, debido a los
adelantos tecnolodgicos, la inversidn en oportunidades y el margen de ingresos. Al
principio del proyecto Pro-alcohol en los afios setenta, en el que se introdujo el etanol

de cafa de azucar en larga escala en la matriz de combustibles brasilefia y en
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dondeel bagazo fue considerado como un residuo esponjoso con baja eficiencia.

(http://www.brasil.gov.br/energia-es/matriz-energetica/biocombustibles)

Como resultado del incremento en los precios de los combustibles tradicionales,
como ya se menciono anteriormente, el bagazo ha venido a ser considerado como
un excelente candidato para ser utilizado tanto en la generacion de bioelectricidad
como una materia prima muy prometedora para la produccion de bioetanol de

segunda generacion (2G).

Sin embargo, el costo de la produccion de etanol de segunda generacion es todavia
bastante elevado, independientemente del costo de la materia prima lignocelulosica
usada y el desarrollo de un proceso comercialmente competitivo para la tecnologia
2G plantea un reto aunque la integracion con la produccién 1G podria facilitar
enormemente este desarrollo (Goldstein & Gutman, 2010).

Hidrolisis enzimatica

Las rutas para la produccion de etanol a partir de material lignocelulésico son mas
complicadas que aquellas a partir de azucares y almidones, debido a que los
materiales lignocelulosicos contienen, como ya se menciond anteriormente, mas
polimeros de azucares complejos, como celulosa y hemicelulosa, los cuales son mas
dificiles de descomponer quimicamente junto con la lignina. Los procesos que han
sido desarrollados incluyen el pre-tratamiento para separar la biomasa en celulosa,
hemicelulosa y lignina (proceso que por lo general hidroliza la hemicelulosa a
azucares) después hidroliza la celulosa para producir azucares (Figura 9).(D. Kumar
& Murthy, 2011)
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Figura 9. Esquema de la funcion del pretratamiento en la conversién de biomasa para
combustibles.Modificada de (P. Kumar et al., 2009)

La hidrélisis de los polimeros de azucar puede realizarse quimicamente usando
acido o biologicamente usando enzimas. La hidrolisis enzimatica es favorecida sobre
la hidrdlisis acida debido a varios factores, un menor consumo de energia (gas
natural, electricidad), condiciones sencillas de operacion: utilizando incubadoras y
matraces, altos rendimientos de azucares, asi como un capital mas bajo y un menor

costo en el mantenimiento de los equipos.

La etapa correspondiente a la hidrélisis de la celulosa se lleva a cabo por varias rutas
quimicas, como hidrdlisis acida, la cual es bien conocida, o por rutas bioldgicas,
usando enzimas, etapa que esta en desarrollo. Los azucares derivados de la
celulosa y hemicelulosa después son fermentados a etanol, usando levaduras.

Actualmente, algunos aspectos en la produccion de etanol lignocelulosico estan bien
desarrollados. Por ejemplo, tiempo de vapor dilucion acida e hidrdlisis alcalina usado
comunmente como proceso de pre-tratamiento (separacion), la hidrélisis acida diluida
es comunmente usada para la conversidn de hemicelulosa y celulosa a azucares

respectivamente (D. Kumar & Murthy, 2011).
Una de las alternativas considerada mas prometedora para la produccién de

azucares fermentables es la hidrolisis enzimatica. Actualmente, esta tecnologia es

mas cara que otras tecnologias de hidrolisis, pero se cree que tiene el mayor
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potencial en reducciéon de costos, a un nivel competitivo con el etanol producido a

partir de otras fuentes.

Ambos procesos presentan ventajas y desventajas. La hidrdlisis enzimatica se lleva a
cabo bajo condiciones suaves de reaccion, mientras que la hidrolisis acida requiere
altas temperaturas y bajo pH, lo cual conlleva a problemas de corrosion. Mediante la
hidrolisis enzimatica los rendimientos son cercanos al 100% (Ogier et al., 1999).

En la hidrédlisis acida dependiendo del material es dificil llegar a esa conversion,
ademas se producen compuestos inhibitorios durante esta reaccion, mientras que
este problema no se ve en la enzimatica (Lee et al., 1999; Taherzadeh 1999; Wyman
1996).

Por otro lado, la hidrdlisis enzimatica tiene sus propios inconvenientes comparado
con la hidrdlisis acida. El tiempo de hidrélisis enzimatica puede llevarse varios dias
mientras que la quimica solo un par de minutos (Tengborg et al., 2001). Los precios
de las enzimas son mucho mayoresque, por ejemplo el H,SO4 que se usa en la
hidrdlisis acida (Sheehan&Himmel 2001).

En la hidrolisis acida los productos finales no inhiben la reaccion. Sin embargo en la
hidrolisis enzimatica los azucares producidos inhiben la reaccion (Eklund&Zacchi
1995; Hari Krishna &Chowdary 2000; Kadar et al., 2004; Linde et al., 2007). Para
resolver el problema la sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF por sus siglas
en inglés) fue desarrollada. En el cual los azucares producidos en la hidrélisis son
directamente consumidos por los microorganismos presentes (Wyman 1999). Sin
embargo la fermentacion y la hidrolisis, regularmente tienen diferentes temperaturas

de operacion.

El reto principal del proceso enzimatico es la obtencion de altos rendimientos de

azucares y evitar la inhibicién de las enzimas.
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La fermentacion alcohodlica

El etanol o alcohol etilico (CoHsOH), se ha producido en grandes cantidades por
siglos, y ha sido asociado con las bebidas alcoholicas. El empleo de levaduras para
producir bebidas alcéholicas es un proceso muy antiguo. La mayoria de los jugos de
frutas se fermentan por la accion de levaduras silvestres que estan presentes en la
fruta. De estas fermentaciones naturales se han aislado algunas levaduras y debido
a esto la produccién de bebidas alcohdlicas es una gran industria en todo el mundo .
(Bautista-Justo M. et al., 2001)

La fermentacién es un proceso biolégico anaerdbico, donde los azucares simples,
como la glucosa y fructosa son transformados a etanol y dioxido de carbono por la
accion de las levaduras (Voet, 1995). La ruta bioquimica mas comun para la
fermentacién de la glucosa es la glucdlisis o también conocida como ruta de
Embden-Meyerhof (Figura 10). La glucdlisis puede dividirse en tres etapas

principales y varias reacciones enzimaticas.

En la primera etapa de la glucdlisis se forma el gliceraldeido 3-fosfato. En la segunda
etapa ocurre una reaccion de oxidacion-reduccion, se producen enlaces fosfato de
alta energia en forma de ATP y se forman dos moléculas de piruvato. En la ultima
etapa (Fermentacion) se presenta otra reaccion de oxidacion-reduccion y se forman

los productos de la fermentacion: etanol y CO2 (Madigan et al., 1997).
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Figura 10. Esquema de la glucdlisis. Tomada de http://www.biologia.edu.ar/metabolismo/met4.htm

Microorganismos fermentadores

Tanto bacterias como levaduras pueden producir celulasas para la hidrdlisis de
materiales lignocelulosicos. Estos microorganismos pueden ser aerobios o
anaerobios, mesofilos o termdfilos. Los bacterias de los géneros Clostridium,
Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteroides, Erwinia,
Acetovibrio, Microbispora y Streptomyces pueden producir celulasas (Balat et al.,
2008). Las levaduras son la mayor fuente de celulasas y hemicelulasas (Gusakov,
2007).

Las enzimas o el tratamiento acido frecuentemente hidrolizan la lignocelulosa, el
hidrolizado obtenido, mas tarde es utilizado para la fermentacion de bioetanol por
microorganismos como levaduras. Debido a que el hidrolizado lignocelulosico
contiene no solamente glucosa, sino también varios monosacaridos como xilosa,
manosa, galactos, arabinosa y oligosacaridos, es necesario que los microorganismos
fermenten eficientemente estos azucares para una produccion industrial de bioetanol
exitosa (Katahira, 2006).
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La fermentacion involucra microorganismos que usan azucares fermentables como
alimento y en el proceso producen alcohol etilico y otros subproductos. Estos
microorganismos pueden usar tipicamente azucares de 6 carbonos, uno de los mas
comunes es la glucosa. Debido a que los materiales de biomasa lignocelulosica
contienen altos niveles de glucosa o precursores de la glucosa son los mas faciles

para convertir a bioetanol.

Kluyveromyces marxianus

En la actualidad se han aislado diferentes cepas de la levadura Kluyveromyces
marxianus de una gran variedad de habitats lo cual resulta en una amplia diversidad
metabodlica. Como consecuencia diferentes aplicaciones biotecnoldgicas de esta
levadura han sido investigadas. Debido a cualidades como: termotolerancia, grandes
tasas de crecimiento, y menor tendencia a fermentar cuando es expuesta a un

exceso de azucar el futuro biotecnoldgico de esta levadura es muy prometedor.

K. marxianus (Figura 11) fue descrita por primera vez en 1888 por E. C. Hansen
quien en ese tiempo la llam6é Saccharomyces marxianus por Marx, la persona que
originalmente aislo la cepa de las uvas. La edicion mas reciente de “TheYeasts, a
taxonomicstudy” (Kurtzman&Fell 1998), el capitulo del género Kluyveromyces
incluye 15 especies. La gran mayoria de estudios publicados acerca de K. marxianus
no son enfocados hacia su bioquimica, metabolismo o fisiologia, la mayoria de los
trabajos se ha realizado explorando las aplicaciones potenciales de este organismo,

sin investigar lo que ocurre a nivel intracelular.

Tipicamente las levaduras K. marxianus son cultivadas en un sustrato especifico y
las mediciones se llevan a cabo de una manera en la que solo se determinan las
concentraciones del sustrato o del producto mas alla de determinar la concentracion
celular. K. marxianus ha sido usada como fuente de inulinasa, 3-galactosidasa, 3-

glucosidasa y endopoligalacturonasas.
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Estalevadura ha sido ha sidoclasificadacomofermentadorafacultativa, por lo tanto se
le consideraefecto Crabtree- negativo (van Dijken et al. 1993). El efecto Crabtree
consiste en que en presencia de mediosmuybienoxigenadospero con
altasconcentraciones de azucaresfermentables se reprime la sintesis y actividad de
lasenzimasrespiratorias y se produce etanol. (Jones, R.P et al,
1981).EsimportantenotarqueK. marxianus no puede crecer bajo condiciones
anaerdbicas estrictas por lo que se puede decir que la formacion de etanol esta
ligada a la limitacion de oxigeno en el medio. (Fonseca et al., 2008)

Se ha reportado que algunas cepas de K. marxianus llevan a cabo la produccién de
etanol a temperaturas incluso por arriba de 40° C; y tienen un maximo crecimiento a
47° Cyaun pH =5.(Fonseca et al., 2008)
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Figura 11. Microscopia de la levadura Kluyveromyces marxianus

Saccharomycescerevisiae

Sacharomycescerevisiae es el microorganismo mas aplicado y tradicional para la
produccion de etanol. La forma de las células de S. cerevisiae puede ser esférica,
elipsoidal, cilindrica o0 sumamente alargada en agrupaciones de dos, cadenas cortas
0 racimos o bien sin agruparse; pueden formar o no pseudomicelio (Figura 12). La
apariencia de las colonias es muy diversa. Fermentan y asimilan la glucosa y
normalmente también la sacarosa, maltosa y galactosa, no asi la lactosa, ni la xilosa.
Tiene una alta tolerancia al mismo y rendimientos altos de fermentacion, sin embargo
su incapacidad de fermentar xilosa, el segundo azucar mas importante en la

naturaleza, limita su uso en la produccion de biocombustibles.(Kotter&Ciriacy, 1993).
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Existen algunas levaduras como Pichia stiptis y Candida shehateae que pueden
fermentar xilosa y otras hexosas importantes relativamente con altas tasas y
rendimientos, el problema es que tienen poca tolerancia al Etanol y concentraciones

de Etanol superiores a 30/35 g/L inhiben su reaccion (Laplace, 1991).

En la literatura se reportan diversas condiciones a las cuales el rendimiento de la
fermentacién es mayor, en el caso de esta levadura, Saccharomycescerevisiae la
temperatura ideal reportada en la literatura es 37°C y el pH 6ptimo es 5.(Noérgard,
2005)

Figura 12. Microscopia de la levadura Saccharomycescerevisae

Comparacién entre S. cerevisiae y K. marxianus

En 1973 Chassang-Douillet et al. Presentaron un estudio de comparacion fisiolégica
entre S. cerevisiae y K. marxianus usando medio sintético y demostraron el llamado
efecto llamado glucosa, el cual consiste en la represion catabdlica iniciada por esta

molécula, esta ausente en K. marxianus mientras que en S. cerevisiaeesta presente.

Una diferencia entre S. cerevisiae y K. marxianus radica en que para K. marxianus el
ergosterol es el unico esterol presente en esta levadura. Mientras que para S.
cerevisiaeexiste un requerimiento absoluto por ergosterol y otros esteroles, acidos
grasos insaturados y acido nicotinico en cuando se crece en condiciones
estrictamente anaerobias; estos requerimientos no se manifiestan cuando la levadura
crece en condiciones anaerobias o microaerofilas, ya que con la presencia de

oxigeno en concentraciones de por lo menos 1 ppm el microorganismo es capaz de
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sintetizar estos nutrimentos. La anerobiosis absoluta en ausencia de estos
compuestos se manifiesta en baja productividad de alcohol, pobre viabilidad vy
finalmente en imposibilidad de seguir creciendo.

K. marxianus presenta un efecto Crabtree negativo , debido a que no se observa
produccion de etanol después de que un pulso de glucosa es aplicado a las células,

en contraste con lo observado en S. cerevisiae.

Se observa una menor tolerancia al etanol cuando K. marxianus es comparada con

S. cerevisiae y esto es relacionado con la actividad de la ATPasa de membrana.

Las cepas de Kluyveromyces son mas termotolerantes que las de Saccharomyces,
las cuales a su vez pueden producir mayores rendimientos en la produccién de

etanol. (Fonseca et al., 2008)

Metodologia

- Aislamiento de Cepas a partir de muestras de Tequila y de Bagazo

Se realizd un aislamiento a partir de muestras de pulque proveniente de Los
Remedios, Naucalpan, Estado de México, pulque del Estado de Hidalgo y de bagazo
y mosto muerto de Agave tequilana variedad Weber, proveniente de Tequila, Jalisco.
El aislamiento de las cepas se llevo a cabo, realizando cultivos en placas con medio
soélido, usando diluciones de la muestras de pulque y bagazo.

En el caso del pulque se tomé directamente el volumen necesario y se diluyé con

agua, las diluciones fueron 1:10, 1:100 y 1:1000 con un volumen final de 10 mL.
Para las muestras de bagazo, se tom6 una muestra del sdélido, se deposité en un

tubo de ensayo de 10 mL y se le agrego un volumen de 3 mL, los tubos se dejaron

reposar durante 8 horas y posteriormente se tomé el volumen necesario para realizar
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las diluciones correspondientes a 1:10, 1:100 y 1:1000 con un volumen final de 10

mL.
Medio sélido
Ingrediente Porcentaje (m/v) todos
Agar 1.5 %
Extracto de levadura 0.1 %
Glucosa 0.01 %
Sulfato de amonio 0.5%
(NH4)2SO4
Buffer sulfatos cbp.pH=7

De cada una de estas diluciones se tomd 1 mL el cual se deposité en una placa con
medio sélido las placas, fueron incubadas a 30°C durante 24 horas. Se realizaron
resiembras de las colonias que crecieron para obtenerlas puras.

Posteriormente, con las colonias seleccionadas, se realizaron cultivos en tubos de

ensayo con 5 mL con medio liquido a una temperatura de 30°C durante 72 horas.

Medio liquido
Ingrediente  Porcentaje (m/v) todos
Glucosa 10 %
Extracto de levadura 0.5%

Sulfato de amonio (NH4),SO4 | 0.1 %
Fosfato de potasio KH,PO4 0.1 %
Sulfato de magnesio MgSO, | 0.05 %

Del screening realizado se obtuvieron aproximadamente 500 colonias aisladas, de
las cuales se seleccionaron solamente 38 cepas productoras de etanol. Para
identificarlas se emplearon las letras P, Pp, S y SS que corresponden a los
microorganismos aislados de muestras de bagazo provenientes de Jalisco, la letra H
corresponde al pulque del estado de Hidalgo y la letra R al Pulque del Estado de
México.

Posteriormente, con la finalidad de reducir la cantidad de cepas a estudiar, las 38
cepas fermentadoras se estudiaron en funcion del etanol producido y glucosa
consumida. Se tomaron muestras de los cultivos a las 0 24, 48 y 72 horas, en
condiciones estériles, se determin6 el consumo de glucosa, por el método de
azucares reductores (DNS); asi como la produccion de etanol de manera cualitativa,
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utilizando el método de oxidacion de alcoholes primarios con dicromato de potasio
(K2Cr207).Con estos datos se calculo la relacidn estequiométrica etanol/glucosa.
Para la prueba de tincidon simple, la toma de la asada, se llevo a cabo a las 24 horas

de haber iniciado el cultivo, en condiciones estériles.

Determinacién de azticares reductores por Acido3,5- Dinitrosalicilico
(DNS)

Para realizaresta determinacion se colocaron en un tubo Eppendorf, 1 mL de cada
muestra medio liquido, a los respectivos tiempos de incubacion. Se centrifugd la
muestra a 14, 00 rpm durante 5 minutos, se tomaron 100 uL del sobrenadante y se
realiz6 una dilucion con agua destilada 1:20. Posteriormente se tomaron 100 uL de la
dilucion anterior, se agregaron 200 uL de buffer de acetatos pH = 5 y 600 uL de
reactivo DNS. Se agito6 el tubo para mezclar bien y se sometié a calentamiento en un
bafio a 100°C con agitacién magnética durante 5 minutos. Terminados los 5 minutos
se colocaron en un bafio con hielo durante 20 minutos. Después se afiadieron 4 mL
de HyO, y se mezcl6. Se midié la absorbancia a 540 nm en un espectrofotdmetro
UV/VIS Perkin Elmer Lamda 25.

- Oxidacién de alcoholes primarios con dicromato de Potasio (K2Cr207)

Para determinar de manera cualitativa la presencia de etanol en cada cultivo,se
colocé 1 mL de cada muestra del tubo con medio liquido después de las 72 h de
incubacion en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Los tubos se centrifugaron a 14 000 rpm
durante 5 minutos. Se extrajo el sobrenadante y se agregdé CCls en una proporcion
1:1 con el objetivo de extraer el etanol. Después se sometié a agitacion por vortex
durante 1 minuto. Los tubos se dejaron reposar, hasta que se observé la separacion
de 2 fases. Se extrajo la fase organica (fase inferior) y se deposité en un tubo de
ensaye. (El volumen aproximado fue de 0.7 — 1mL, para cada muestra). Se anadio

un volumen de solucion oxidante igual al anterior. Los tubos se calentaron durante 1
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minuto, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se observo el

cambio de coloracion.

- Tincion simple

La morfologia de los microorganismos aislados se observdé en un microscopio
OLYMPUS BX40. Sobre un portaobjetos se colocé una asada del cultivo liquido de
cada muestra. Se esparcio el volumen formando una pelicula homogénea. La
preparacion se fij6 pasando tres veces el portaobjeto a través de la llama del
mechero. Después cada preparacion se cubrio con una pelicula de colorante
safranina durante 1 minuto. Se quito el exceso de colorante con agua. Se dejé secar
al aire. Finalmente se anadié una gota de aceite de inmersiébn y se observo al

microscopio con objetivo de 100x.

Identificacidn genética de las cepas (ITS)

Para conocer el género y especie de las cepas aisladas y seleccionadas se amplificd
la regidn ITS, para lo cual se extrajo el DNA gendmico con solucion DNAzol (Gibco-
BRL)

Los tubos con cultivo de cada colonia 5 mL se centrifugaron por 5 min a 12000 rpm,
posteriormente se calentaron a 80°C por 10 minutos y se enfriaron con N3 liquido.
Se agregd 1mL de DNAzol y se homogeneizaron agitando los tubos por inmersién
aproximadamente 10 veces. (La agitacién fue lentamente, debido a que el DNA se
podia romper). Los tubos se centrifugaron 10 min a 10, 000 rpm a temperatura
ambiente. El sobrenadante (aprox. 0.9 mL) se pas6 a un tubo limpio usando una
pipeta de 1 mL ensanchada de la boca.

Se agrego 0.5 mL de isopropanol (-20°C) y se mezcld por inversidon. Posteriormente
se incubo a temperatura ambiente por 3 minutos. Después se centrifugd 10 min a 10,
000 rpm a 4°C y se eliminod el sobrenadante por decantacion. Se realizé un lavado
con 1mL de etanol (70%) y se centrifugo (2 min/ 10 00 rpm / 4°C) el sobrenadante se
elimind por decantacion. Se dejo secar el precipitado con el tubo abierto por unos 15
minutos, finalmente se afadieron 4ulL de HO.
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- Amplificacion de DNA por PCR

Los cebadores empleados para la amplificacion fueron:
ITS4 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3°

ITS5 5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3"

- Condiciones de PCR34 ciclos
1-. Iniciacion: 3 minutos a 94°C

2-. Desnaturalizacién: 40 segundos a 94°C

3-. Alineacion: 40 segundos a 56°C

4-. Extension:40 segundos a 72°C

5-. Elongacion final: 7 minutos a 72°C
Reactivo Cantidad
Buffer 5x 1x
dNTP’s 10 mM 0.2 mM

Oligo Forward 20 yM 0.4 uM
Oligo Reverse 20 uM 0.4 uM

DNA 100 ng
Taq polimerasa 1L
Agua c.b.p 20 yL

Posteriormente se realizé una reaccion de amplificacion a mayor volumen, 80uL, con

el objetivo de purificar los productos para su posterior secuenciacion.
La secuenciacion se llevé a cabo en la unidad de Biologia Molecular del el Instituto

de Fisiologia Celular de la UNAM. Los datos de secuenciacion se introdujeron a una
base de datos (BLAST NCBI) para su alineamiento y comparacion.

Cromatografia de gases

La determinacion cuantitativa de etanol se realizé en un cromatégrafo de gases

Hewlett Packard 5890 Series Il, Se colocé 1 mL de medio liquido de cada muestra a
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los tiempos de fermentacion indicados. Cada muestra se centrifugé a 14 000 rpm
durante 5 minutos. El sobrenadante se extrajo con una pipeta y se filtro utilizando
una jeringa tipo luerlock,el filtrado se recibidé en un tubo de vidrio. Las muestras se

inyectaron en elcromatografocon las siguientes condiciones de trabajo:

Columna Marca Grace: PORAPAK Q 80/1003 M X 1/8" X 0.85 “ SS

Temperatura del inyector 150 °C
Temperatura del horno 150 °C
Temperatura del detector 170 °C
Volumen de Inyeccién 1uL

Caracterizacion de Cepas.

Fermentaciones

Posterior al analisis de produccion de etanol y en base a la relacion glucosa/etanol se
eligieron dos de las mejores cepas fermentadoras.

Para realizar la caracterizacion de las dos cepas seleccionadas, se realizaron
fermentaciones en matraces Erlenmeyer de 250 mL, con 100 mL de medio liquido y
un pre-indculo de 500 uL, de la cepa respectiva, para cada fermentacion. El pre-
in6culo se crecid durante 24 horas en un medio liquido con 10% de glucosa como
unica fuente de carbono.Se colocdé una asada del microorganismo (conservado

previamente en glicerol a -80°C) y se incubo a 30°C.

Medio liquido para preindculo

Glucosa 10 %
Extracto de levadura 0.5 %
Sulfato de amonio (NH4),SO4 | 0.1 %
Fosfato de potasio KH,PO4 0.1 %
Sulfato de magnesio MgSO, | 0.05 %

Medio liquido 20% de glucosa
Glucosa 20 %
Extracto de levadura 0.5 %
Sulfato de amonio (NH4),SO4 | 0.1 %
Fosfato de potasio KH,PO4 0.1 %
Sulfato de magnesio MgSO, | 0.05 %
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El primer parametro a estudiar fue la temperatura, las fermentacionesse llevaron a
cabo durante 72 horas a 200 rpm, se tomaron muestras de 1 mL en condiciones
estériles, a los tiempos 0, 2, 3, 4, 6, 8, 24, 32, 48, 52 y 72 horas, para construir las
curvas de crecimiento, respecto al consumo de glucosa y la produccion de etanol.
Las temperaturas estudiadas fueron: 25° C, 30° C, 35° C, 40° C y en el caso de K.

marxianus se realizé una temperatura extra a 45° C.

Una vez, obtenida la temperatura 6ptima para el crecimiento de la célula, el siguiente
parametro a analizar fue el pH. Se emplearon las mismas condiciones de volumen,
inoculo y concentracion de glucosa. Para este experimento solo se ajusté el pH
agregando una solucion diluida de NaOH 6 H,SO4, hasta alcanzar el pH de 4.5, 5y
5.5 para ambas cepas. Las muestras fueron tomadas de igual manera, que en el

parametro de temperatura.

Con la temperatura y pH 6ptimos para el crecimiento de las dos cepas elegidas se

analizaron 3 concentraciones de glucosa inicial; 20, 30 y 40%.

Hidrélisis Enzimatica y fermentacion de bagazo de agave azul

La reaccion enzimatica se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 50 mL con una
consistencia de 20% (p/v) en un volumen total de 30 mL, pH 5.5 con agitacion de 200
rom y 50C. La reaccion se inicio al agregar la celulasa y la xilanasa (10 mg de
proteina/g de material seco), Cellic CT2 y Vyzcozyme respectivamente, ambas
proporcionadas amablemente por la compainia Novozyme Se tomaron muestras de
300 uL a diferentes tiempos (0, 2,4,8,24,30 h).

Composicion del producto de la hidrélisis enzimatica del Bagazo de
Agave

Con la finalidad de conocer la composicion de azucares producidos después de la
hidrolisis enzimatica. La muestra se centrifugé a 14000 rpm para eliminar restos
sélidos y posteriormente se pasé a través de un filtro de 0.22 ym. Los azucares
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presentes se determinaron en un cromatografo de liquidos de alta presion (HPLC por
sus siglas en inglés) marca Hewlett Packard 1100. Columna phenomenex Luna 5u
NH2 100 A, fase movil acetonitrilo: agua (85:15) y un detector de dispersién de luz
PL-ELS 1000. Para la identificacion de cada uno de los azucares de interés se

emplearon estandares.

Fermentacion después de la Hidrélisis

Posterior a las 30 horas de hidrélisis se agregd al medio 0.2% de extracto de
levadura y se inocul6 con 200 yL de la cepa R11 y Pp202. Los medios se incubaron
por 72 horas y se tomaron muestras a tiempos 0, 8, 24, 48 y 72h.

Resultados y Discusion.

Identificacién de Microorganismos

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para las 38 cepas de manera
resumida.

Es importante sefalar que existe una variacién en la cantidad de glucosa inicial en
cada determinacién. Esta variacion puede deberse a que al principio de las
fermentaciones los medios se esterilizaban con la glucosa, esto puede provocar la
reaccion de tipo Maillard lo cual interferiria tanto en la cantidad de azucar libre
disponible, como en la determinacion de esta. En la segunda parte del trabajo , es
decir en las fermentaciones con las dos cepas seleccionadas la esterilizacién de los
componentes del medio se realizé por separado de la esterilizacion de la glucosa,
con el fin de evitar el comportamiento observado anteriormente al momento de

determinar la glucosa inicial mediante el método de DNS.

El criterio para elegir a las mejores cepas productoras de etanol fue el rendimiento
maximo posible considerando la relacidnestequiométrica etanol/glucosa: 0.50,
considerando que los valores cont0.05 cumplen con el criterio debido al posible

error experimental.
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Tabla 1.
etanol.Fermentaciones a 72 horas.

Resultados de las 38 colonias seleccionadas por ser productoras de
Temperatura 30°C. Medio liquido con glucosa.

Composicién del medio: Glucosa 20% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v),sulfato de
amonio 0.1% (p/v), Fosfato de potasio monobasico 0.1% (p/v), sulfato de magnesio 0.05%

(p/v).

Cepa | Glucosa | Glucosa Glucosa Etanol % Glucosa | Relacién Imagen por
inicial final 72 | consumida | producido consumida | etanol/glu | microscopia
(g/L) horas (g/L) | (g/L) 72  horas cosa

(g/L)

D12 | 154.3 25.51 128.79 49.76 83.5 0.38

H1a | 228.33 45.93 182.4 56.93 79.9 0.31

H14 | 196.15 78.64 117.51 75.37 59.9 0.64

H17 | 167.38 81.01 86.37 35.13 51.6 0.40

JG4 | 163.87 33.54 130.33 67.89 79.5 0.52

P01 145.74 9.97 135.77 77.8 93.2 0.57

P01 153.78 0 153.78 77.8 100.0 0.50

P02 175.59 0 175.59 31.40 100.0 0.17

P03 | 203.88 0 203.88 111.84 100.0 0.54
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Cepa | Glucosa | Glucosa | Glucosa Etanol % Glucosa | Relacion | Imagen por
inicial final 72 | consumida | producido | consumida | etanol/gl | microscopia
(g/L) horas (g/L) 72 ucosa
(g/L) horas(g/L)
P04 166.67 6.5 160.17 57.23 96.1 0.35
P05 159.88 0.99 158.89 72.3 99.4 0.45
P06 163.94 0 163.94 52.59 100.0 0.32
P201 252.61 9.55 243.06 110.01 96.2 0.45
P201 222.8 37.95 184.85 74.64 83.0 0.40
P202 165.17 18 147.17 214.63 89.1 1.45
P203 198.2 5.92 192.28 127.56 97.0 0.66
P204 | 270.08 21.71 248.37 ND 92.0 -
Pp202 | 150.97 3.09 147.88 75.91 98.0 0.51
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Cepa | Glucosa | Glucosa | Glucosa Etanol % Glucosa Relacion Imagen por
inicial final 72 | consumida | producido | consumida | etanol/glucos | microscopia
(g/L) horas (g/L) 72 a
(g/L) horas(g/L)
R5 156.8 92.1 64.7 44 .98 41.3 0.69
R11 176.18 0 176.18 96.18 100 0.54 : %
| !?;6
R13 187.04 58.69 128.35 58.29 68.6 0.45
R14 166.43 8.11 158.32 74.69 95.1 0.47
« !
Al
R1a 160.85 48.85 110.2 51.76 69.6 0.46
R1b 252.42 120.06 132.36 39.95 52.4 0.30
S02 167.7 10.79 156.91 78.6 93.6 0.50
S03 155.78 22.25 133.53 76.21 85.7 0.57
S05 240.48 62.3 178.18 86.35 74.1 0.48
So07 192.88 77.43 115.45 48.62 59.9 0.42
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Cepa | Glucosa | Glucosa | Glucosa Etanol % Glucosa | Relacién | Imagen por
inicial final 72 | consumida | producido | consumida | etanol/gl | microscopia
(g/L) horas (g/L) 72 ucosa

(g/L) horas(g/L)

S15 | 187.04 86.01 101.03 ND 52.0 -

S18 | 167.2 0 167.2 65.97 100.0 0.39

SS01 | 150.53 0 150.53 67.15 100.0 0.44

SS02 | 146.67 0 146.67 54.83 100.0 0.37

SS04 | 141.14 44.82 96.32 73.73 68.2 0.76

SS05 | 160.14 5.93 154.21 88.33 96.3 0.57

SS06 | 160.06 57.54 102.52 97.39 64.1 0.94

SS15 | 240.85 130.08 110.77 62.14 46.0 0.56

SO010N | 203.78 9.51 194.27 88.33 95.3 0.45

SO011N | 190.67 0 190.67 49.86 100.0 0.26
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Un aspecto importante durante la caracterizacion simple de las cepas, fue su
morfologia, en la tabla 1 se puede observar una amplia variedad de formas, con
diferente patrén de agrupacion, hasta varias morfologias levadurifores, por ejemplo

esféricas, ovoides, elipsoidales y cilindricas.

Las colonias con morfologia cocoide y bacilar fueron descartadas durante la
seleccidon, debido a que se creyo podrian ser bacterias, y como se sabe los
rendimientos maximos en fermentaciones se obtienen utilizando levaduras. Aunque
hay bacterias como Zimomonasmobilis forma bacilar que presenta altos rendimientos

y tolerancia a etanol.

De las 38 cepas de acuerdo al criterio antes sefialado se seleccionaron nueve cepas
(tabla 1, remarcado): D12, P203, Pp202, R11, S02, P201, S02, R14 y P03. Cabe
sefalar que en el caso de las cepas D12 y P203 se eligieron a pesar de que los
valores de la relacion glucosa etanol estaban fuera del criterio establecido, esto
debido a que presentaron una morfologia peculiar que llamoé la atencién en nuestro
grupo de trabajo.

Para identificar el género y especie de cada una, se extrajo el DNA gendmico y se
amplifico por PCR la regién ITS, que es una zona altamente conservada para las
levaduras. La region ITS por sus siglas en inglés (InternalTranscribedSpacer) es la
region con la probabilidad mas alta de una identificacion exitosa en el reino fungi, con
la diferencia del codigo de barras mas claramente definida en la variacion inter e intra
especifica. Esta regiéon es una parte de RNA no funcional, que se encuentra
repetidamente en los genes del RNA ribosomal de la subunidad mayor y menor del
DNA nuclear. Si se lee de 5'a 3’este precursor de transcrito policistronico de ARNr
contiene la secuencia externa 5'no transcrita, 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2,
rRNA 28S y finalmente la secuencia externa 3 no transcrita (Schoch et al., 2012).

Los productos de la PCR para la D12, Pp202 y R11 se muestran en la figura 13.
Como se puede observar el peso molecular de la regién amplificada varia para cada

cepa, lo que indica que los tres microorganismos son diferentes.
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Figura 13. Producto de PCR de la regién ITS de las siguientes colonias en orden de izquierda a
derecha: D12, Pp202 y R11.

También se amplifico la region ITS de las cepas P03, P203, P201, R14 y S02 por el
mismo método y el producto de PCR se envio a secuenciar. Los datos obtenidos se
analizaron en el programa 4peaks (Ver Anexo) para posteriormente introducir las
secuencias de bases nitrogenadas para cada microorganismo en la base de datos
BLAST de NCBI. Esta base de datos es capaz de comparar una secuencia problema
contra una gran cantidad de secuencias que se encuentren en ella. El algoritmo
encuentra las secuencias que tienen mayor parecido a la secuencia problema (Figura
12). El alineamiento de cada una de las cepas en casi todos los casos nos
proporciono el genero y la especie. Sin embargo, para las cepas P03 y R14solo el
género. Esto debido probablemente a una baja cantidad de DNA secuenciado o bien
a algun problema en la calidad del DNA molde, que pudo ser ocasionado por
contaminacion por nucleasas, RNA o sales. (Tabla 2).
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Figura 14. Secuencia de la colonia R11 sentido 5°- 3'vista en el programa 4peaks.

Base N4, Quality: 0

TT CE TAgGTGACCTGCGGA g ATCATTAAA GATTAT GAAT GAATAGATTACT GGGGGAATC GTCT GAAC}\AGGCCTGCGCTT}\ATT GC GC GGCCBGTTCTT GATTCTCT GCT}\T(
P - R C P A E

,l Nl lhﬂmm lmllhhm:mmAmmmm“mmm

(3] —0——10x BRI
Figura 15. Secuencia de la colonia R11 en sentido 3°- 5’vista en el programa 4peaks.
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Figura 16. Secuencia de la colonia Pp202 en sentido 3°- 5'vista en el programa 4peaks.
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Figura 17. Secuencia de la colonia Pp202 en sentido 3°- 5'vista en el programa 4peaks.

Tabla 2. Identificacion de las cepas seleccionadas por secuenciacion de la region

ITS.
AR
D12 Pichia kudravzevi ’W
P03 Kluyveromycessp
P203 Kluyveromyces lactis
P201 Saccharomyces
cerevisiae
Pp202 Kluyveromyces
marxianus
R11 Saccharomycescerevisiae .xi :
R14 Saccharomyces sp. m
S02 Issatchenkiaorientalis l




Una vez identificadas las cepas, se seleccionaron dos de ellas con la finalidad de
encontrar las mejores condiciones de temperatura, pH y cantidad de glucosapara
produccion de etanol. Para estos experimentos se empled un medio sintético rico en
glucosa. Una vez obtenidos los parametros de temperatura y pH, el reto fue producir
etanol a partir de la hidrdlisis enzimatica de bagazo de agave. Para cumplir el
objetivo se seleccionaron las cepas Pp202 Kluyveromyces marxianus y R11
Saccharomycescerevisiae. Se decidié usar una levadura tan conocida como S.
cerevisiae, debido a que en la literatura se reportan rendimientosaltos en
fermentaciones y se sabe que es tolerante a altas cantidades de etanol presente en
el medio, algunos investigadores han analizado el fenomeno de adaptacion de las
levaduras a altas concentraciones de etanol. Lloyd et al. encontraron que levaduras
gue han crecido previamente en presencia de 5% de etanol pueden crecer en medios
que contengan 10% de etanol, en cambio levaduras que son inoculadas
directamente en medios que contienen 10% de etanol no llevan a cabo un
crecimiento. (Dinh, Nagahisa, et al., 2008) Sin embargo, debido a la gran cantidad de
subespecies que presenta se consideré importante caracterizar una cepa
proveniente del pulque.

En el caso de K. marxianus, se sabe que esta levadura tiene un futuro biotecnologico
muy prometedor, no obstante como se menciona en los antecedentes, se sabe poco
acerca de ella, debido a que se analizan sus rendimientos mas alld de sus
caracteristicas, ademas contrario a S. cerevisiae, esta levadura tiene la propiedad de
fermentar pentosas, las cuales estan presenten en la hemicelulosa de los materiales

lignocelulosicos.(Fonseca et al., 2008)(Garrués et al., 2010)

Para evaluar el crecimiento, consumo de glucosa y produccion de etanol de ambas,
cepas se crecieron a 30°C con 20% de glucosa (Figuras 18 y 19). De estos datos se
observa que el comportamiento es diferente, mientras que S. cerevisiae presenta un
consumo total de azucares reductores con una trayectoria exponencial, el consumo
de azucares reductores de K. marxianus no es total, el porcentaje residual es
alrededor del 30% de la cantidad inicial de glucosa.El crecimiento observado a partir

de medir la biomasa es menor en K. marxianus que en S. cerevisiae, la primera llega
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alrededor de nueve unidades logaritmicas, mientras que la segunda solamente
alcanza a superar las cinco unidades. Asi mismo se observa que S. cerevisiae
alcanza la fase log de crecimiento a un menor tiempo que K. marxianus, este factor
puede ser el que determine la diferencia del crecimiento observado. Con estos
resultado se podria inferir que K. marxianus tiene un tiempo de desarrollo mas largo

que el de S. cerevisiae.

Las produccion de etanol es acorde con los dos datos anteriores, S. cerevisiae
alcanza un mayor rendimiento y el comportamiento exponencial es claro, en el caso
de

K. marxianus el rendimiento es menor, alrededor de 50% menos que S. cerevisiae,
ademas se observa que la produccion de etanol aumenta de manera lineal, lo
contrario a S. cerevisiae.Este comportamiento probablemente se deba a que la
temperatura o pH para K. marxianus no seanlas adecuadas, al parecer esta cepa
necesita mas tiempo para completar el consumo de glucosa y produccion de etanol

bajo estas condiciones. (Figuras 18 y19).

Dado este comportamiento se decidio estudiar el efecto de la temperatura y pH sobre

la produccién de etanol y crecimiento de los microorganismos.
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Fermentacién con glucosa de Saccharomyces cerevisiae R11
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Figura 18 Fermentacion con glucosa de Saccharomycescerevisiae.En medio liquido con glucosa a
30°C por 72 horas.Composicién del medio: Glucosa 20% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v),sulfato
de amonio 0.1% (p/v), Fosfato de potasio monobéasico 0.1% (p/v), sulfato de magnesio 0.05% (p/v).

Fermentacion con glucosa de Kluveromyces marxianus Pp202

200+ -6

150 -~ Azlcares reductores

-¥- Biomasa -4
-@- Etanol

100+

Concentraciom (g/L)
(7/6) eseworg

-2

[0}
o
1

0 20 40 60 80

Tiempo (h)

Figura 19. Fermentacién con glucosa de Kluyveromyces marxianus.En medio liquido con glucosa a
30°C por 72 horas.Composicién del medio: Glucosa 20% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v),sulfato
de amonio 0.1% (p/v), Fosfato de potasio monobéasico 0.1% (p/v), sulfato de magnesio 0.05% (p/v).
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Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y produccién de etanol.

SaccharomycescerevisiaeR11

La produccion de etanol a partir de glucosa (20% p/v) con R11 se llevo a cabo a
temperaturas de 25° C, 30° C y 35° C. Se puede observar en la figura 20 quela
mayor concentracion de etanolse alcanza a 30°C y por tanto la concentracion de
glucosa residual es minima. A 30° C la glucosa consumida fue 163.04 g/L y el etanol
producido 75.74 g/L, mientras que a 35° C la glucosa consumida fue 139.15 g/L y
73.08 g/L de etanol producido. La diferencia entre 30 y 35°C aunque pequeia es
significativa.

A las temperatura de 25 y 40°C observa que existe consumo de glucosa en menor
cantidad que en las temperaturas del centro, sin embargo a 25°C la glucosa residual
es mayor que en cualquiera de las otras temperaturas. Y en el caso de la
temperatura 40°C existe una menor cantidad de glucosa residual que a 25°C pero
una menor cantidad de etanol producido. Esto podria explicarse considerando que S.
cerevisiaese encuentra en un ambiente de crecimiento mas comodo a 25°C, su
metabolismo podria comenzar a funcionar de manera mas rapida y necesitar menos
glucosa, pero la mayor parte de la que consume llevarla hasta la produccion de
etanol. Mientras que a 40°C el metabolismos arranca de manera mas lenta, necesita
consumir mas glucosa para ponerse en marcha y por lo tanto se produce menos

etanol.

El resultado de la temperatura ideal para S. cerevisiaedifiere del reportado en la
literatura(Norgard, 2005), se cree que esto puede explicarse debido a que la
temperatura ideal reportada es un promedio de las temperaturas ideales para varias

cepas.
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Figura 20 Fermentaciones en medio liquido con 20% p/v de glucosa con la
levaduraSaccharomycescerevisiae a diferentes temperaturas durante 72 horas. Composicién del
medio: Glucosa 20% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v),sulfato de amonio 0.1% (p/v), Fosfato de
potasio monobasico 0.1% (p/v), sulfato de magnesio 0.05% (p/v).

Kluyveromyces marxianus Pp202

En el caso del estudio de la temperatura ideal paraK. marxianus(Figura 21) los
mayores rendimientos también se obtuvieron entre 30° C y 35°C, a 30° C la
produccion de etanol es de 68.27 g/L, para 35°C la produccion es de 67 g/L, el factor

decisivo fue que existe una menor cantidad de glucosa residual a 30° C.

En la figura 22 se muestran los resultados de crecimiento y produccioén de etanol a
45°C para esta cepa, en el caso de S. cerevisiaeel crecimiento a esta temperatura no
se presentd.K. marxianus se reporta en la literatura, como una levadura
termotolerante, sin embargo la produccién de etanol a esta temperatura es minima
(12.93 g/L), comparada con la produccion obtenida en las otras temperaturas, con lo
cual se observa que K. marxianus, si es termotolerante, sin embargo, el rendimiento

en las fermentaciones no es mayor, a medida que este factor aumenta.
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Figura 21 Fermentaciones en medio liquido con 20% p/v de glucosa con la levaduraKluyveromyces
marxianus a diferentes temperaturas durante 72 horas. Composicién del medio: Glucosa 20% (p/v),
extracto de levadura 0.5% (p/v),sulfato de amonio 0.1% (p/v), Fosfato de potasio monobasico 0.1%
(p/v), sulfato de magnesio 0.05% (p/v).

Efecto delpH

SaccharomycescerevisiaeR11

El comportamiento que se observa (Figura 22) a medida que el pH aumenta, es
menor la cantidad de glucosa residual, para 4.5 es de 23.52 g/L mientras que para el

pH de 5.5 es de 4.53 g/L. Se eligié el pH de 5.5 debido a que la produccion de etanol
fue 113 g/L, para pH 4.5y 5 fue de 108 g/L y 107 g/L respectivamente.

En este caso también el dato reportado en la literatura difiere del pH obtenido
experimentalmente, el reportado es 5(Fonseca et al., 2008) y el obtenido es 5.5.
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Figura 22 Fermentaciones en medio liquido con 20% p/v de glucosa con la
levaduraSaccharomycescerevisiae a diferentes valores de pH, a 30°C durante 72 horas.
Composicion del medio: Glucosa 20% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v),sulfato de amonio 0.1%
(p/v), Fosfato de potasio monobasico 0.1% (p/v), sulfato de magnesio 0.05% (p/v).

Kluyveromyces marxianus Pp202

El comportamiento de K. marxianus a diferentes valores de pH (Figura 23) no
presenta un patron, se puede observar que el consumo de glucosa disminuye a
medida que el pH aumenta, la mayor cantidad de glucosa residual esta presente a
pH 5.5 y la menor a pH 4.5 . En el caso de la produccion de etanol el mayor
rendimiento es a pH 5 con 65.75 g/L de etanol producido. A pH 5.5 se obtuvo un
rendimiento de 17.44 g/L, no obstante el valor obtenido al pH mas acido 4.5 y donde
existe una menor cantidad de glucosa residual comparandola con los demas valores
de pH se encuentra entre los dos valores anteriores siendo de 49.48 g/L.

El dato de pH ideal obtenido coincide con el reportado en la literatura para la el

mayor rendimiento en la produccion de etanol para K. marxianus pH 5.
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Figura 23 Fermentaciones en medio liquido con 20% p/v de glucosa con la levaduraKluyveromyces
marxianus a diferentes valores de pH, a 30°C durante 72 horas . Composicioén del medio: Glucosa
20% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v),sulfato de amonio 0.1% (p/v), Fosfato de potasio
monobasico 0.1% (p/v), sulfato de magnesio 0.05% (p/v).

Efecto de la concentracion inicial de glucosa

Saccharomycescerevisiae R11

Esta prueba resulté interesante, debido a que al mismo tiempo que se pretendia
conocer que concentracion de glucosa inicial es la ideal para obtener un mayor
rendimiento en la produccidon de etanol, se podria observar de manera indirecta la

tolerancia al mismo para cada una de las levaduras.

Los resultados obtenidos (Figura 24) muestran que la glucosa residual es mayor a
medida que la concentracion inicial aumenta, y la produccién de etanol no aumenta si
en el medio hay mayor presencia de glucosa. Este dato podria explicarse por la
produccion de compuestos furfurales durante la esterilizacion de los medios que
impiden la produccion de etanol
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En la grafica resalta el mayor rendimiento de etanol a 30% de concentracion inicial
con este consumo de glucosa se esperaria una produccion de etanol de

aproximadamente 125 g/L, sin embargo el resultado experimental fue de 107 g/L.

En el caso de una concentracion inicial de 40% de glucosa, se esperaria que el
consumo de glucosa fuera mayor que a la concentracion de 30%, pero no ocurri6 asi,
se comprob6d que al someter el medio con 40% de glucosa al proceso de
esterilizacion se lleva a cabo un proceso de caramelizacion de la glucosa, por eso no

se parte de un 40% sino que se tiene casi la misma cantidad en g/L de glucosa inicial
gue para la concentracién de 30%.
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Figura
24Fermentaciones con medio liquido de glucosa de Saccharomycescerevisiae a diferentes

concentraciones iniciales p/v, a 30°C y pH= 5.5 durante 72 horas. Composicion del medio: Extracto de

levadura 0.5% (p/v),sulfato de amonio 0.1% (p/v), Fosfato de potasio monobasico 0.1% (p/v), sulfato
de magnesio 0.05% (p/v).

Kluyveromyces marxianus Pp202

La mayor produccion de etanol se obtiene a la concentracion de 30%, a 40% la

produccion es muy baja y a 20% se encuentra a la mitad de los valores anteriores.
(Figura 25)
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Se cree que la concentracion ideal de glucosa para esta levadura es 30%, con un
rendimiento en la produccion de etanol de 65.49 g/L

Agrupando los datos de los parametros anteriores con este ultimo de concentracion
se concluye que a pesar de que K. marxianus tiene un buen crecimiento a altas
temperaturas y a altas concentraciones de glucosa, los rendimientos de etanol

disminuyen a medida que la temperatura, el pH y la concentracion aumentan.

K. marxianus
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Figura 25 Fermentaciones con medio liquido de glucosa de Kluyveromyces marxianus a diferentes

concentraciones iniciales p/v a 30°C y pH= 5 durante 72 horas. Composicién del medio: Extracto de

levadura 0.5% (p/v),sulfato de amonio 0.1% (p/v), Fosfato de potasio monobasico 0.1% (p/v), sulfato
de magnesio 0.05% (p/v).

Comparacion de las cepas Sc R11, Thermosacc y Ehtanol Red en la
produccién de etanol.

Con el objetivo de probar la eficiencia de la cepa R11 Saccharomycescerevisiae
aislada anteriormente. Se compard la produccion de etanol de esta cepa con la
produccion de dos cepas comerciales (Thermosacc y Ethanol Red). Inicialmente se
realizaron controles de fermentacion con 20% de glucosa (p/v) como se hizo durante

el screening y caracterizacion. Los resultados obtenidos muestran que la cantidad de
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etanol producido por la cepa R11 es comparable con una de las mejores levaduras
del mercado que es Thermosacc. La diferencia entre una y otra varia alrededor del
10%. Mientras que la eficiencia de Ethanol red es inferior a las antes descritas
(Figuras 26). Con base a estos resultados las tres cepas se evaluaron en la muestra
de hidrolizado del BAB, las muestras no se centrifugaron y sélo se agregd en cada
caso 0.2% de extracto de levadura para enriquecer el medio y se agrego la cepa
correspondiente. Como se observa en la figura 27, la produccion de etanol por R11
es cercana a la de Thermosacc (26.2 y 29.1g/L respectivamente). Este resultado
hace a R11 una cepa candidata para llevar a cabo el estudio de la fermentacion de
los hidrolizados enzimaticos de BAB.
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Figura 26. Fermentacion con la cepa Thermosaccutilizando 20% (p/v) de glucosa. Condiciones de la

fermentacion: 30°C por 72 horas. Composicién del medio: Extracto de levadura 0.5% (p/v),sulfato de
amonio 0.1% (p/v), Fosfato de potasio monobasico 0.1% (p/v), sulfato de magnesio 0.05% (p/v).
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Figura 27 Comparativo de las fermentaciones realizadas con las cepas Thermosacc, Ethanol Red y
S.c. R11 utilizando 20% (p/v) de bagazo de agave azul previamente hidrolizado, como sustrato.
Condiciones de la fermentacién: 30°C por 72 horas.

Enriquecimiento del medio con 0.2 % de Extracto de Levadura.

Composicién del producto de la hidrélisis enzimatica del Bagazo de
Agave

Después de la hidrolisis enzimatica los azucares producidos se identificaron por
HPLC. Se encontré6 que el medio estaba constituido principalmente por glucosa
>90%, xilosa <10% asi como trazas decelobiosa y oligos (Figura 28). Para su
identificacion se emplearon diferentes mono- y di-sacaridos como estandares (Figura
29). Este dato es relevante dado que nos permitié enfocarnos principalmente en la
transformacion de glucosa a etanol, por tal razéon el medio sintético se constituyd
principalmente de glucosa y el criterio de seleccion se basé en aquellos

microorganismos cuya produccion de etanol fuera maxima.
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Figura 28 Perfil cromatografico del estandar de azlcares, determinado por HPLC
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Perfil cromatografico de BAB hidrdélizado por Cellic CTec2

Figura 29. Perfil cromatografico de BAB hidrolizado por Cellic CTec2. Condiciones de la hidrdlisis:
50°C y 30 horas. Al 10% de consistencia de Bagazo de Agave Azul (p/v).

Fermentaciones con sustrato lignocelulésico: Bagazo de agave azul

(BAB).

La finalidad de obtener cepas a partir de bebidas alcohdlicas como el pulque y el
bagazo y posteriormente caracterizarlas fue conseguir microorganismos aptos para
llevar a cabo la fermentacién de los azucares provenientes de la hidrdlisis enzimatica

del bagazo de agave azul (BAB).
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La hidrélisis enzimatica del BAB se realizé con muestras tratadas previamente de
manera mecanica con hidroxido de sodio, con el objetivo de extraer lignina y abrir las
fibras para dejar expuesta la celulosa a las enzimas. Las concentraciones de sélidos
empleadas en la reaccion fueron de 10 y 20%.

La concentracion de azucares reductores alcanzada después de la reaccién con las
enzimas fue similar en ambas concentraciones de solidos (Figuras 30 y 32). A los
resultados obtenidos para cada tiempo se le restaron los azucares reductores
provenientes de la enzima y los provenientes de la hidrdlisis alcalina y tratamiento
mecanico. Sin embargo, para llevar a cabo la fermentacion, dichos azucares son
considerados, es por eso que la concentracion inicial de azucares reductores

observada para la fermentacion es superior a la obtenida de la hidrdlisis.

Las fermentaciones se llevaron a cabo usando el producto de la hidrélisis enzimatica
y las dos cepas seleccionadas previamente. A los hidrolizados se agreg6 unicamente
0.2% de extracto de levadura, el pH del medio no se ajustd ya que desde la reaccidn
de hidrélisis enzimatica se manejo un pH de 5.5. Después se incrementd la
temperatura hasta 80°C por un minuto para asemejar un proceso de pasteurizacion y
evitar una posible contaminacién. Posteriormente el sistema se enfrié a 30°C para
agregar la levadura R11 o Pp202. La fermentacién se siguié por 72 horas. Los
resultados obtenidos para cada levadura se muestran en las figuras 31 y 33. Las
graficas muestran que el rendimiento de produccion de etanol para S. cerevisiae R11
y K marxianus Pp202 fue de 68% y 66% respectivamente. Para el calculo de
rendimiento se considerd la cantidad de etanol que se podria producir a partir de la

concentracion de azucares reductores totales al inicio de la fermentacion.
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Figura 30. Hidrdlisis enzimatica de Bagazo de Agave Azul al 20% (p/v). Condiciones de la hidrdlisis:
50°C y 30 horas. Enzimas utilizadas: Cellic CT2 y Vyscozyme (10 mg de proteina/material seco).

Fermentacion de la hidrélisis de Bagazo de Agave Azul con
Saccharomyces cerevisiae R11

-~ Etanol -l Azucares reductores

1009 r30

Azucares reductores (g/L)
1/6 HOYA

tiempo (h)

Figura 31. Fermentacion con la cepa S. cerevisiae utilizando 20% de Bagazo Agave Azul
previamente tratado como sustrato. Condiciones de la fermentacién: 30°C por 72 horas.
Enriquecimiento del medio con0.2 % de Extracto de Levadura.
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Figura 32. Hidrdlisis enzimatica de Bagazo de Agave Azul al 10% p/v. Enzimas utilizadas: Cellic CT2 y
Vyscozyme (10 mg de proteina/material seco).

Fermentacion de la hidrélisis de Bagazo de Agave Azul
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Figura 33. Fermentacion con la cepa K. marxianus utilizando 10% de bagazo de agave azul
previamente tratado como sustrato. Condiciones de la fermentacién: 30°C por 72 horas.
Enriquecimiento del medio con 0.2 % de Extracto de Levadura.
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Comparando los rendimientos de las fermentaciones con ambas cepas se observan
resultados similares. En un medio de fermentacion natural (BAB hidrolizado)K.
marxianusPp202 es capaz de adaptarse alcanzando el mismo rendimiento que el
obtenido en el medio sintético (glucosa y sales), mientras que S.cerevisiae R11 no
consume la totalidad de la glucosa presente en el medio con BAB, hecho que se
refleja en una disminucion de casi 30% en el rendimiento obtenido con el medio con

BAB comparado con el medio sintético.
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Conclusiones

Se realizo el aislamiento de microorganismos fermentadores a partir de muestras de
pulque y bagazo de agave azul.Se seleccionaron las mejores 38 colonias y mediante
secuenciacion se identificaron 9 de ellas: Pichia kudravzevi, Kluyveromyces sp,
Kluyveromyces  lactis,  Kluyveromycesmarxianus, = Saccharomycescerevisiae,

Saccharomyces sp y Issatchenkiaorientalis

Se obtuvieron las condiciones optimas para la producciéon de etanol para las dos

cepas seleccionadas: Saccharomycescerevisiae y Kluyveromyces marxianus:

Para Saccharomycescerevisiaese encontré que las condiciones O6ptimas de
crecimiento son: 30°C, pH= 5.5. Sin embargo, la produccién de etanol no se ve

incrementada al aumentar la concentracion de glucosa inicial.

En el caso de Kluyveromyces marxianus la temperatura optima es de 30°C, pH= 5.5,
con un rendimiento maximo de etanol de 70% a partir de una concentracion de
glucosa inicial de 20%, mientras que para S. cerevisiaeR11 el rendimiento maximo

de etanol alcanzado fue de 98% bajo las mismas condiciones.

De acuerdo a los resultados obtenidos S.cerevisiaeR11 es la mejor cepa para
producir etanol. Cabe sefalar que K. marxianus es una cepa que a diferencia de la
R11 es capaz de crecer hasta temperaturas de 45°C, lo que haria una buena
candidata para un proceso de sacarificacion-fermentacion simultanea ya que las
temperaturas Optimas para llevar a cabo la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa
del bagazo se encuentran entre los 40 y 50°C.

Se realizé la hidrélisis enzimatica del bagazo de agave azul para su posterior
fermentacidn con las cepas seleccionadas. A diferencia de los resultados obtenidos
con el medio sintético, K. marxianus Pp202 resulté ser una buena alternativa para la

produccion de etanol a partir del residuo lignoceluldsico, ya que no existe diferencia
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en cuanto a rendimiento tanto en medio sintético como el medio con BAB. En el caso
de la cepa S. cerevisiae R11 el rendimiento en el medio con BAB disminuyd

considerablemente.

Perspectivas

Identificar y caracterizar las cepas restantes con potencial de fermentaciéon de
glucosa.

Evaluar el potencial para fermentar pentosas de las cepas aisladas.

Estudiar cuales son los factores que afectan la produccion de etanol por S.cerevisiae
R11 en sistemas con BAB. (Agitacion, aereacion, concentracion de inhibidores, sales
y fuente de nitrégeno en el medio).

Evaluar la capacidad de K. marxianusPp 202 para la fermentacién de pentosas.

Estudiar a profundidad la reaccion de hidrolisis enzimatica con el objetivo de mejorar

los rendimientos de los azucares reductores presentes.
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Anexo

NCBI Blast:Nudeotide Sequence (767 letters) 8/10/11 10:22 MM

BLAST®

Basic Local Alignment Search Tool
NCBY BLAST/ blasin suite/ Formatting Results - 46JN37C501N

Nucleotide Sequence (767 letters)
Query ID Id|30379 Database Name nr
ption None Description All GenBank+EMBL+DDB)+PDB
o le type deic acd sequences (but no EST, STS,
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1 or 2 HTGS sequences)
Program BLASTN 2.2.25+
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Distribution of 103 Blast Hits on the Query Sequence

Color Key for alignment scores
<40 40-50 5080 80-200 >=200

Querv
200 450 600 750

-
-
8
=]

Figura 1 . Resultado de BLAST para la colonia R11 identificada como Saccharomycescerevisiae.
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TPA: TPA_Inf: Saccharomyces cerevisiae S288c chromosome

BEDOE3452 X1, compiete sequence 1373 2746 9% 0.0 98%
Saccharomyces cerevisiae 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.88

FN393995.1  IRNA gene, ITS2 and 26S rRNA gene (partial), strain MUCL 1373 1373 99% 0.0 98%
51208
Saccharomyces cerevisiae Isolate UOA/HCPF 5911 18S
ribosomal RNA gene, partial sequence; Internal transcribed

GQ376091.1 spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and Internal franscribed 1373 1373 99% 0.0 96%
spacer 2, compiete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
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Smmmmn 18S ribosomal RNA gene, partial
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Saccharomyces cerevisiae Isolate ZY9 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence; and Internal franscribed spacer 1, 5.85

£J302346.1 ribosomal RNA gene, and Internal franscribed spacer 2, B 1¥vE %% 00 9%
compiete sequence
Uncultured compost fungus 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S

FM177660.1 rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), clone 1373 1373 9% 0.0 96%
NKOD3_032
Saccharomyces bayanus x Saccharomyces cerevisiae strain
CHFYD321 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence;

EU719073.1 Intemnal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 1373 1373 9% 0.0 96%

Infernal transcribed spacer 2, complede sequence; and 265
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smampesm:ullmsmmamgme.pama
sequence; Intemal franscribed spacer 2, 5.8S ribosomal RNA
AY428861.1  gene_ and Internal franscribed spacer 1, complete sequence;  dils 1373 99% 0.0
and 18S rbosomal RNA gene, partial sequence

smmmfamelasmmgene.pam

sequence; Internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA

AY2338111  gene and intemal ranscribed spacer 2, complete sequence; and 132 1373 9% 0.0
28S rbosomal RNA gene, partial sequence

ZI33261 S.cerevisiae chromosome XN reading frame ORF YLR154c 1373 13713 9% 0.0
US3873.1 Saccharomyces cerevisiae chromosome XII cosmid 9634 1373 2746 9% 0.0

Uncultured compost fungus partial 18S rRNA gene, ITS1, 5.85

TRNA gene, ITS2 partial 28S rRNA gene, cione AF03 BN B %% 0g

Uncultured eukaryote clone N709T_73 18S ribosomal RNA

GU3424351  gene, partial sequence; intemnal franscribed spacer 1, complete 1367 1367  99% 0.0
sequence; and 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured eukaryote cione N707T_71 18S ribosomal RNA

GU942384.1  gene, partial sequence; intemnal franscribed spacer 1, complete 1367 1367  99% 0.0
sequence; and 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Saccharomyces cerevisiae strain ATCC 204505 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Infemnal franscribed spacer 1, 5.65

GU319581.1 ribosomal RNA gene, and Internal franscribed spacer 2, 1367 1367 93% 0.0

compiete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial

sequence

g

AM711362.1

8 §8% 3§
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&

Saccharomyces cerevisiae strain CHFYD901 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Intermal transcribed spacer 1, 5.88
EUG43673.1  ribosomal RNA gene, and Intemal franscribed spacer 2, 1367 1367 99% 0.0 96%
compiete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Uncultured ascomycete TS region Including 18S rRNA gene,
AMS02034.1 rrst.;asmwe,rrszmmmgem.mar- 1367 1367 99% 0.0 96%

Saccharomyces cerevisiae strain W22 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence; intenal franscribed spacer 1, 5.85

ribosomal RNA and Internal transcribed I
DQIe7468.1 mﬂm RNAWZ 1387 1367 99% 0.0 96%

Figura 1 (Continuacién). Resultado de BLAST para la colonia R11 identificada como
Saccharomycescerevisiae.




BLAST®

Basic Local Alignment Search Tool
NCBY BLAST/ biastn sulte/ Formatting Resulte - 46KCD2WHO18

Nucleotide Sequence (699 letters)
Query ID Icl|11127 Database Name nr
Description None Description All GenBank+EMBL+DDB)+PDB
Molecule type nudieic acid sequences (but no EST, STS,
Query Length €99 GSS, environmental samples or phase 0,
1 or 2 HTGS sequences)
Program BLASTN 2.2.25+

Distribution of 102 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores

Figura 2. Resultado de BLAST para la colonia Pp202 identificada como Kluyveromyces marxianus
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Accession Description Max Jotal Querv E Max Links
score score coverage value ident

Mandanus srain CHY 1612 165 rbosomal FRINA,

HQ396523.1 rbosamal RNA gene, and Intermnal transcribed spacer 2, 1291 1291 100% o0 100%
ouqﬂemmzssmmgme.paﬁ

mmm 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S

FMI77658.1 m%mmmmmwﬂa;m 1291 1291 100°% oo 100%

mandanus sirain WM 10.112 18S ribosomal RNA
Internal transcribed

sequence;
HQO14731.1 rbosomal RNA gene, and intemnal franscribed spacer 2, 1286 1286 100°% oD

§

sequence;
AYS39806 1 rMbosomal RNA gene, and internal franscribed spacer 2, 1267 1267 98% oo

§

Uncuttured compost Jungus 18S rRNA gene (partial). ITS1, 5.8S
EMI73970.1 mmmmmmmmxw}ém d243 1243

Uncuttured compost fungus partial 18S rRNA gene. ITS1, 5.565
AMTIISS31  [RNA gene, ITS2 parfial 255 rRNA gene. done AP33 1243 1243

Kluyveraomyces mandanus Isolate F4-3 18S ribosomal RNA

i
X
§§ 3

§
:
i
d
!
|
!i
B
;
5
§

Uncustured compost fungus 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.85
FM173088.1 mmmmmmmmxmém1 1229 1229

g
:

:
g ¥

Kluyveromyces mandanus genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2,
AB3ESIIS] 28S rRNA. compiete and partial sequence, strain: 13803 1223 1223

mandanus sirain ATCC 4135 infernal franscribed
DQ243191.1 Intemnal transcribed Wz'm:equeuz and 285 1214 1214
sequence

§
:
§

mandanus 18S ribosomal RNA gene, 3 end,

Kluyveramyces
LATI0Z.1 S.03 rixucmel FNA gere. complele. 255 Mool RNAgene. 1205 1205 9% oo 7%

mandanus strain ATCC 60430 18S ribosomal

mandanus strain 00-81-1864 Intemal transcribed

Kluyveramyces

qn:erl partial sequence; 5.6S ribosomal RNA gene and

DQ2451301 ntemal transcribed spacer 2. complete sequence: and 285 3194 194 9% ao 9%
ribosaomal RNA gene, partial sequence

Kluyveromyces mandanus ATCC:66028 18S ribosomal RNA
m.pziammm:paests.

Figura 2 (Continuacién). Resultado de BLAST para la colonia Pp202 identificada como
Kluyveromyces marxianus.
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Apéndice

- Oxidacion de alcoholes primarios con dicromato de Potasio (K.Cr,0Oy7)

La oxidacién de alcoholes primarios produce, primeramente, el correspondiente
aldehido, que facilmente se oxida al acido. Esta reaccion no es muy conveniente
para preparar el adehido, a menos que éste, con menor punto de ebullicion que el
alcohol o el acido, se destile durante su formacion. En este caso el unico propdsito
de utilizar esta metodologia es detectar la produccion de etanol de manera

cuantitativa, detectando la oxidacion del etanol a acido acético.

on KCro, O K,Cr,0, 0
pr D 2w
R H0' R H H,0 OH

- Metodologia Acido3,5- Dinitrosalicilico (DNS)

El método colorimétrico del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), también llamado método
de azucares reductores, se basa en la presencia de un grupo carbonilo libre (C=0).
Consiste en la reduccion del DNS (de color amarillo) por la glucosa u otro azucar al
acido 3-amino-5-nitrosalicilico (de color rojo ladrillo), bajo condiciones alcalinas
(Chaplin, 1986), cuya presencia puede detectarse por la lectura de la Absorbancia en
la zona de 540-570 nm.

CHO

HO (o) COCH
—1 0OH HO O o
o 4 HO—— OH , HO

o N ” o —t—0OH ’0 OH

I I B n NH oH

0 0 CH,OH ) CH.oH

Acido 3,5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro Acido D-glucénico

(amarillo) salicilico ([i5j)
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Tedricamente la reaccion ocurre entre un mol de azucar, el cual reacciona con un
mol de acido 3,5-dinitrosalicilico, sin embargo se piensa que existe mas de un sitio

de reaccion y que la estequiometria es mas complicada, de la descrita anteriormente.

- Cromatografia de Gases

La cromatografia es un método fisico de separacion en el cual los componentes a ser
separados son distribuidos entre dos fases, una de las cuales es estacionaria
mientras la otra se mueve en una direccion definida. Los componentes son
separados por sus diferentes tazas de migracion (IUPAC). La cromatografia puede
ser clasificada por su utilidad y en base al material que se utilice como eluyente para
separar los solutos. De acuerdo a su utilidad la cromatografia se clasifica en:
analitica, utilizada para determinar los quimicos presentes en una mezcla y en que

concentracion; y preparativa, utilizada para purificar grandes cantidades de quimicos.

Si los componentes de la mezcla son analizados cuantitativamente, recibe el nombre
de evaluacion o cuantificacion. Si el soluto es separado del adsorbente por lavado
antes del analisis, entonces se le llama elucion y al agente a ser analizado se le
llama eluyente, al liquido que sale de la columna se le nombra efluente. Cuando la
fase movil es liquida, la técnica suele recibir un nombre relacionado con la forma en
que se dispone la fase estacionaria (columna, capa fina, papel, etc.). Existen tres
formas de desarrollar este proceso: elucion, analisis frontal y desplazamiento.
Cuando la fase moévil es un gas, solamente se utilizan columnas y el proceso siempre

se realiza por elucién.

La forma mas usual de hacer cromatografia de gases es utilizando un liquido como
fase estacionaria; recibe entonces el nombre de cromatografia gas-liquido (CGL).
También se utilizan absorbentes, dando lugar a la cromatografia gas-sélido (CGS),

pero en mucho menor proporcion.
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La cromatografia de gases es una técnica analitica que puede ser utilizada para
separar compuestos organicos basada en sus volatilidades. También provee
informacion cualitativa y cuantitativa de los componentes presentes en una mezcla.
Los componentes son separados por sus diferencias de particién entre la fase movil
gaseosa y la fase estacionaria en la columna, permitiendo que sean separados en

tiempo y espacio.
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