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Introduccién

En la actualidad, se considera que los combustibles fésiles implican mas
adversidades que beneficios para la sociedad a pesar de que estos han
sido utilizados por muchos afios como la principal fuente de energia. Por
esta razon, la busqueda de combustibles alternativos se ha fortalecido
en afnos recientes. Esta busqueda se divide en cuatro generaciones. Los
combustibles de 12 generacién son obtenidos a partir de recursos como
aceites vegetales y maiz, lo cual implica que dichos recursos no seran
utilizados para el consumo humano. Para evitar esto se busca que los
combustibles de 22 generaciéon puedan ser obtenidos a partir de
recursos renovables no destinados al consumo humano como lo son los
residuos de la industria agricola. Por otro lado, la 3® generacion utiliza
microalgas para producir biocombustibles, mientras que la 42
generacion hace uso de cianobacterias y cultivos especializados (Naik et
al., 2010; Dutta et al., 2014).

En cuanto a la industria agricola mexicana, una planta ampliamente
cultivada es el agave. La superficie utilizada para su cultivo fue de casi
17 mil hectareas en el afio 2017, lo cual es menor a la superficie en la
que se cultiva café pero mayor a la superficie en la que se cultiva
aguacate (SIAP, 2017). Agave es un género de plantas xerdfilas, lo cual
significa que dichas plantas son capaces de propagarse en un ambiente
seco. Este género es tipico del continente americano y la mayor
diversidad de especies se encuentra en México con entre 136-150
especies (Velazquez et al., 2016). En este pais, la planta se utiliza para
la produccion de bebidas como tequila, mezcal y pulque. La parte de la
planta que sirve para producir estas bebidas es el tallo, también
conocido como pifia. En el caso del tequila, la pifia es sometida a un
proceso de coccién para obtener un jarabe rico en fructosa, el cual sera

fermentado posteriormente. Ademas del jarabe, un subproducto de



dicha coccion es el bagazo. Este estd compuesto de aproximadamente
47% de celulosa y 18% de hemicelulosa (Montiel et al., 2016), por lo
que podria ser utilizado como fuente de carbohidratos fermentables
(glucosa y xilosa) para la produccion de etanol de segunda generaciéon
posterior a una hidrélisis enzimatica. De esta manera se evitaria el uso
de recursos destinados al consumo humano para la produccion de este
combustible alternativo. No obstante, la celulosa y hemicelulosa no
estan completamente disponibles en el bagazo para la hidrélisis
enzimatica pues estos polisacaridos se encuentran en una estructura
compleja que contiene lignina, por lo que es necesario realizar un

pretratamiento del bagazo.

Una levadura capaz de llevar a cabo dicha fermentacion es
Kluyveromyces marxianus, la cual es una levadura termotolerante
(Azhar et al., 2017) y ha sido clasificada como GRAS (Generally
Recognized As Safe) y QPS (Qualified Presumption of Safety) por
Estados Unidos y la Unidon Europea respectivamente (Lane y Morrisey,
2010). Dicha clasificacion implica que existan pocas restricciones para el

uso de esta levadura en el sector biotecnoldgico.



Antecedentes
Fijacion de CO; en plantas

Segun la via por medio de la cual se lleve a cabo la fijacion de CO, para
la fotosintesis en las plantas, éstas pueden ser clasificadas como C3, C4
o0 de metabolismo acido (CAM). Primero, el CO; ingresa a las plantas por
medio de los estomas, los cuales son aberturas microscopicas en las
hojas de las plantas y estas aberturas permiten el intercambio de gases
en la planta. Es decir, permiten la entrada de CO, y la salida de O
principalmente. Las plantas C3 llevan a cabo la fijacion de CO, por
medio de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa,
también conocida como Rubisco, la cual forma 3-fosfoglicerato para que
después se pueda obtener glucosa por medio de esta via con el fin de
almacenar energia. Sin embargo, el sitio activo de dicha enzima también
puede interactuar con O, para formar CO, por medio de una via llamada
fotorrespiracion (Figura 1). Esto provoca un gasto energético
innecesario para plantas como arroz, trigo y soya, pues por esta otra via
Nno se genera un compuesto por medio del cual se pueda almacenar
energia. Para evitar dicho gasto energético, las plantas C4 y CAM se han
adaptado para llevar a cabo de manera mas eficiente la fijacion de CO,
(Bear et al., 2016).
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Figura 1. Comparacion entre las distintas vias que se pueden generar a partir
de la molécula que interactlde con el sitio activo de la enzima Rubisco (Bear et

al., 2016)

Las plantas C4 evitan el gasto energético de la fotorrespiracion por
medio de la separacion de las reacciones de fijaciobn de CO, en
compartimentos diferentes (Figura 2). ElI CO, también ingresa a la
planta por medio del estoma; sin embargo, la enzima encargada de su
fijacion no es directamente Rubisco, sino fosfoenolpiruvato carboxilasa,
la cual se encuentra en las células del meséfilo y forma oxalacetato a
partir de fosfoenolpiruvato y CO,. Dicha carboxilasa reduce la incidencia
de Ila fotorrespiraciobn pues no presenta afinidad por el O..
Posteriormente, el oxalacetato interactia con la enzima malato
deshidrogenasa para formar malato y éste es transportado a las células
del haz vascular. En estas células, el malato es descompuesto por la
enzima malica-NADP para liberar CO, y que éste interactie con la
enzima Rubisco para seguir el mismo proceso que en las plantas C3. De
esta manera, la enzima Rubisco esta rodeada por una alta concentraciéon

de CO; y una baja concentracion de O,. Por esta razén las plantas C4,



como la cafia de azucar, el sorgo y el maiz, estdn mejor adaptadas a

climas calidos y humedos (Castillo et al., 2005).

mesofilo vaina
Oxalicctato S Malato > Malato
FZF(P)S EMJ( |:> CO, 59, pGA — Azticares
PEP «2X_ Ppiruvato < Piruvato

Figura 2. Separacion espacial de las reacciones de fijaciéon de CO, en plantas

C4 (Castillo et al., 2005)

A diferencia de las plantas C4, las plantas CAM separan las reacciones
dependientes de la luz y el ciclo de Calvin por tiempo (Figura 3).
Durante la noche, estas plantas mantienen abiertos sus estomas con el
fin de difundir CO, hacia sus hojas. Al igual que en las plantas C4, la
fijacion de CO; en las plantas CAM es llevada a cabo por la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa y se forma oxalacetato. Dicho compuesto
formara malato por medio de su interaccion con la enzima malato
deshidrogenasa. EI malato sera almacenado en la vacuola hasta el dia
siguiente. Durante el dia, los estomas se mantienen cerrados para evitar
la difusiéon de agua hacia el exterior y el malato es descompuesto para
liberar CO, y que éste sea fijado por medio de la enzima Rubisco para
continuar el mismo proceso que en las plantas C3 y C4 y asi formar
glucosa. De esta manera, las plantas CAM no sélo evitan la
fotorrespiracion, sino que también usan de manera eficiente el agua
disponible pues en el dia la temperatura tiende a aumentar mientras
que la humedad disminuye, por lo que mantener cerrados los estomas
en estos momentos implica una gran ventaja para las plantas que
crecen en climas célidos y secos como los cactus, el género Aloe y el

género Agave (Bear et al., 2016).
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Figura 3. Separacion por tiempo de las reacciones de CO;, en plantas CAM

(Bari, 2004)

Agave

Agave es un género de plantas CAM, por lo que crecen en climas
calurosos y secos, utilizando de manera eficiente el agua disponible.
Dicho uso eficiente de agua reduce su demanda durante el cultivo de
este tipo de plantas en comparacion con las plantas C3 y C4 (Yang et al,
2015). Lo anterior es visible en la Tabla 1, pues los requerimientos de
agua reportados para Agave spp. son los mas bajos en comparaciéon con
el maiz, la cafa de azucar, el pasto Miscanthus y el alamo. Ademas, la
productividad de su cultivo es mayor a la del maiz y a la del alamo. Por
otra parte, el rendimiento maximo de etanol producido por medio de su
procesamiento es el segundo mas alto después del rendimiento del

pasto Miscanthus. El requerimiento de nitrdgeno por parte de este



género también es el mas bajo; sin embargo, su caracteristica mas
importante es la resistencia a la sequia, ya que es la Unica especie con
alta tolerancia a la sequia en comparaciobn a los otros -cultivos
mencionados. Esto implica una gran ventaja pues elimina el conflicto
sobre el uso de suelo para cultivo de alimento o para el cultivo de

plantas cuyo fin sea la producciéon de biocombustibles.

Tabla 1. Caracteristicas de cultivos potenciales para la produccion de etanol

(Somerville et al., 2010)

Productividad Rendimiento Requerimiento . Requerimiento
. . Tolerancia .
Cultivo promedio de etanol de agua de nitrégeno
a sequia
(ton/ha*ano) (L/ha) (cm/afno) (kg/ha*ano)
Maiz 3800 (total) 50-80 Baja 90-120
Grano 7 2900
Rastrojo 3 900
Cafna de
80 (humeda) 9950 (total) 150-250 Moderada 0-100
azucar
Azlcar 11 6900
Bagazo 10 3000
Miscanthus 15-40 4600-12,400 75-120 Baja 0-15
Alamo 5-11 1500-3400 70-105 Moderada 0-50
Agave spp. 10-34 3000-10,500 30-80 Alta 0-12

Las plantas del género Agave tienen distintos usos. La especie mas
conocida es Agave tequilana Weber variedad azul, la cual, como su
nombre lo indica es utilizada en la produccién de tequila. Otras especies
como A. mapisaga, A. salmiana y A. americana son utilizadas para la
produccion de mezcal, pulque, aguamiel y jarabe de agave. Por otra
parte, este género también puede ser cultivado para la produccion de

fibras para cuerda, ropa, zapatos, tapetes y bolsas como es el caso de



las especies A. sisalana y A. fourcryodes (liiiguez et al., 2001; Yang et
al., 2015).

Agave tequilana

La especie Agave tequilana es una planta que florece una sola vez a los
diez afos de haber sido cultivada y posteriormente muere. La flor es de
tipo umbela, lo cual quiere decir que los tallos parten de un mismo
punto y se elevan a la misma altura. La polinizacion de dicha flor
depende exclusivamente del murciélago magueyero. Sin embargo,
Agave tequilana Weber variedad azul se utiliza como materia prima para
la produccion de tequila, como se mencioné anteriormente, y su
extraccion se lleva a cabo antes de que ésta florezca, lo cual es
aproximadamente después de 7-9 afios de su cultivo (IAiguez et al.,
2001; Davis et al., 2011, Velazquez et al., 2016).

En un estudio que comparaba el rendimiento de distintas especies de
Agave al crecer sin irrigacion, se observé que A. tequilana y A.
malpisaga son las que generan mas toneladas por hectarea (Figura 4),
lo cual implica una ventaja para el uso de A. tequilana para la
produccion de etanol pues de esta manera se generara una mayor
cantidad de bagazo. Ademas, dicha especie es la de mayor produccién
en el pais (SAGARPA, 2017), por lo que utilizar su bagazo como materia
prima para la produccion de etanol seria benéfico para el tratamiento de
residuos de una industria grande como la tequilera, pues se estima que
en 2016 la cantidad de bagazo producido por dicha industria fue de mas
de 300,000 toneladas (Equihua y Barahona, 2017).
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Figura 4. Rendimiento del crecimiento de distintas especies de Agave en un

cultivo sin irrigacion (Davis et al., 2011)

Bagazo de agave

El bagazo de agave es una biomasa lignoceluldsica. Dicha biomasa se
compone principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales
son componentes mayoritarios de la pared celular de las células
vegetales y su composicion quimica puede ser observada en la Figura 5.
La celulosa es un homopolisacarido lineal formado por unidades de
glucosa unidas por enlaces B 1-4. Este compuesto se puede encontrar
de dos formas: cristalina y amorfa. La celulosa cristalina se compone de
cadenas paralelas de celulosa con moléculas de glucosa firmemente
unidas por puentes de hidrégeno entre dichas cadenas, mientras que la
celulosa amorfa tiene un arreglo menos ordenado. Al aplicar enzimas

hidroliticas a la celulosa, éstas seran capaces de actuar mas facilmente



sobre la celulosa amorfa. Por otra parte, la hemicelulosa es un
heteropolisacarido constituido por diversas hexosas, pentosas y acidos
carboxilicos. Sin embargo, el principal componente de la hemicelulosa es
el xilano, el cual estad formado por unidades de xilosa unidas por enlaces
B 1-4 con diversas ramificaciones en el C3 y sustituciones a lo largo de
la cadena. Por otro lado, la lignina es un heteropolimero complejo
compuesto principalmente por unidades de fenilpropano unidas por
enlaces éter. Ademas, los enlaces éter también permiten la formaciéon
de un complejo con la hemicelulosa con el fin de proteger a la celulosa
de una hidrdlisis quimica o enzimatica. Por tal razon, para lograr obtener
azucares fermentables a partir del bagazo de agave es necesario realizar
un pretratamiento. No obstante, existe una ventaja en cuanto al
contenido de lignina para las plantas CAM como el agave. La lignina
cumple la funcién de brindar fuerza al xilema, el cual es el tejido
encargado de transportar agua desde las raices hasta las hojas de las
plantas; sin embargo, dicho transporte de agua se ve disminuido en
este tipo de plantas al mantener sus estomas abiertos por las noches y
cerrados durante el dia. Debido a lo anterior, el contenido de lignina en
el agave es menor en comparacion con otras plantas (Taherzadeh y
Karimi, 2008; Davis et al., 2011; Albersheim et al., 2011; Akhtar et al.,
2015).
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Figura 5. Composicién quimica de celulosa (a), hemicelulosa (b) y lignina (c)

(Akhtar et al., 2015)

En cuanto a la proporciéon bagazo-agave, se calcula que alrededor del
40% del peso humedo del agave es bagazo. Si dicho bagazo no es
desechado, otros usos que puede tener son: alimento para ganado, fibra
para producir muebles y relleno de colchones (liiguez et al., 2001;
Kestur et al., 2013).

En el caso del bagazo de agave utilizado en este estudio, la proporciéon
de celulosa, hemicelulosa y lignina se muestra en la Tabla 2. Estos datos
corresponden al contenido de dichos compuestos en el bagazo después
de haber sido sometido a un pretratamiento que sera descrito

posteriormente.
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Tabla 2. Composicion del bagazo de agave utilizado en este estudio (Montiel

et al., 2016)

Composicioén Contenido (%26)
Materia seca 55.1 + 0.76
Cenizas® 8.6 = 0.08
Celulosa® 47.2 = 0.87
Hemicelulosa® 18.5 + 0.36
Lignina® 16.4 + 0.23

& Porcentaje de materia seca

Pretratamientos

Un pretratamiento es el proceso que provoca cambios estructurales en
el material lignocelulésico de manera que las enzimas sean capaces de
hidrolizar la celulosa. La funcion de la lignina es mantener la integridad
y la rigidez de la estructura de la lignocelulosa, por lo que la proporcion
en la que se encuentre este compuesto es uno de los principales
factores que dificultan la conversibn enzimatica de celulosa a
monomeros de glucosa debido a que limita la accesibilidad de la enzima
a los enlaces que hidroliza. Por tal razén, un pretratamiento eficaz es el
que disminuye el contenido de lignina en la biomasa. Otros factores que
afectan la accion de las enzimas son el contenido de hemicelulosa, la
proporciéon de celulosa cristalina y de celulosa amorfa, el grado de
polimerizacion de la celulosa, el area superficial accesible, la porosidad y
el tamafo de particula (Taherzadeh y Karimi, 2008; Fitzpatrick et al.,
2010; Behera et al., 2014; Ravindran y Jaiswal, 2016).
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Los pretratamientos pueden ser clasificados en fisicos, quimicos,

fisicoquimicos y biolégicos. Algunos ejemplos de estos se encuentran en

la Tabla 3 junto con sus ventajas y desventajas.

Tabla 3. Pretratamientos para biomasa lignocelulésica (Adaptado de Akhtar et

al., 2015)

Clasificacion Pretratamiento

Ventaja(s)

Desventaja(s)

Fisico Molienda

Irradiacion

Agua a altas

temperaturas

Campo de pulsos

eléctricos

Reduccién de
tamafo de
particula y de
grado de

cristalinidad

Alteracion de la
estructura de la
celulosa a fibras

mas fragiles

Evita el uso de

agentes quimicos y

la produccion de

inhibidores

- Aumento en
permeabilidad de

masa
- Bajo

requerimiento

energético

Alto consumo de

energia

Alto costo de

operacion

No compatible con

madera de coniferas

Inactivacion de

enzimas
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Pirolisis

Quimico Hidrolisis alcalina

Hidrolisis acida

Agentes

oxidantes

Proceso

organosolv

Menor formacion
de productos

volatiles

Efectividad al
hidrolizar los
enlaces éter entre
la lignina y la
hemicelulosa sin
afectar la
estructura de la

hemicelulosa

- No requiere de

altas tem peraturas

- Menor corrosion
en equipos al usar

acidos diluidos

- Menor produccién

de inhibidores

- Extraccion

eficiente de lignina

- Bajo consumo de

energia

- Recuperacion de

lignina pura

- Efectivo con

ambos tipos de

Alteracion lenta de la

estructura

- Alto costo de

agentes alcalinos

- Alteracion de la
estructura de la

lignina

- Alto costo de
operacion y de
mantenimiento de

equipos

- Formacion de

inhibidores

Alto costo de

agentes oxidantes

- Alto costo

- Formacion de

inhibidores
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Liquidos idnicos

Fisicoquimico Hidrélisis acida o
alcalina asistida

por microondas

Ultrasonido

Explosion de
fibras con

amoniaco

madera (dura y

suave)

- Aumento en
rendimiento de
extraccion de

celulosa

- No hay
produccién de

inhibidores

Aceleracion de
reacciones durante

pretratamiento

- Reduccion del
tamano de

particula

- Facilita el
transporte de las
moléculas de
enzima hacia la
superficie del
sustrato por medio

de la cavitacion

- Aumento de area

superficial

- Menor produccién

- Desactivacion de
enzimas de

sacarificacion

- Mayor tiempo de

proceso

- Riesgo de

explosion

- Alto costo de

operacion

- No es viable a gran

escala

No es viable a gran

escala

- Alto costo de

amoniaco

- Baja solubilizacién
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Bioldgico

Explosion con

CO»

Explosion por

vapor

Fluidos

supercriticos

Hongos
descomponedores

de madera

de inhibidores

- Eficaz para
biomasa con bajo
contenido de

lignina

- No téxico ni
inflamable

- Facil
recuperacion de

CO»

- Ecolégico

- Eficaz en relacion

con su costo

- Eficaz en relacion

con su costo

- Aumento de area

superficial

Bajo requerimiento

energético

de hemicelulosa

- Alteracion de la
estructura de la

lignina

- Requiere altas

presiones

- Alto costo de
operaciéon a gran

escala

- Eliminacion parcial

de lignina

- Ruptura incompleta
de la matriz

lignocelulésica

- Formacion de

inhibidores

- Requiere altas

presiones

Alteracion lenta de la

estructura
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Adicionalmente a dicha clasificacion de pretratamientos, estos pueden
ser utilizados en combinacion. Tal es el caso de la extrusion alcalina
utilizada como pretratamiento del bagazo de agave empleado en este
proyecto. La eleccion de dicho pretratamiento se debe al origen de la
lignocelulosa, ya que estudios previos han demostrado que el
pretratamiento mas efectivo en residuos de la industria agricola es el
alcalino, el cual generalmente utiliza NaOH, Ca(OH), o amonio
(Taherzadeh y Karimi, 2008). El efecto de estas bases sobre la
lignocelulosa es que provocan con mayor facilidad la ruptura de los
enlaces éter entre la lignina y los polisacaridos. Por otra parte, durante
la extrusion la biomasa se humedece de manera uniforme y se pasa a
través de un tornillo, aplicando presién y altas temperaturas. Esto
permite obtener un material con mayor porosidad, mayor area
superficial y con celulosa de menor grado de polimerizacion y menor
cristalinidad. Dichos cambios permiten obtener mayores rendimientos de
azucares fermentables al llevar a cabo la hidrélisis de la celulosa
presente en residuos como el bagazo de agave con una menor
concentracion de enzima, lo cual economiza el proceso (Behera et al.,
2014; Akhtar et al., 2015; Ravindran y Jaiswal, 2016).

Enzimas hidroliticas

La enzima que se utilice para la sacarificacion también es un factor
importante para el rendimiento de azucares fermentables que se puedan
obtener a partir del bagazo pretratado. Para hidrolizar la celulosa y
obtener glucosa es necesario utilizar un complejo enzimatico llamado
celulasa (Figura 6), el cual estd compuesto por endoglucanasa (EC
3.2.1.4), celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91) y B-glucosidasa (EC 3.2.1.21).

La endoglucanasa es la primera enzima en actuar, pues ésta hidroliza
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enlaces B 1-4 entre unidades de glucosa localizadas al centro de la
cadena, es decir, lejos de las zonas terminales. El producto de esta
primera hidrélisis son cadenas mas cortas de celulosa, las cuales pueden
ser hidrolizadas por la celobiohidrolasa para liberar celobiosa, ya que
esta enzima hidroliza enlaces cercanos a los extremos de la cadena de
celulosa. Finalmente, la B-glucosidasa hidroliza la celobiosa para obtener
dos moléculas de glucosa (Yennamalli et al., 2013; Worthington

Biochemical Corporation, 2018).

CH,OH

Endoglucanasa O OH
B 7 CH,OH OH
o O
. . OH
Celobiohidrolasa OH
CH,0H
0 OH
CH,OH OH
: o_ 0
Beta glucosidasa . OH
CH;0H d Celobiohidrolasa
o y OH
OH

OH

OH

Figura 6. Sitios de la cadena de celulosa en donde tiene accién cada enzima

del complejo celulasa

Cellic CTec2® (Novozymes) es una mezcla de celulasas con condiciones
Optimas de hidrdlisis a 45-50 °C en pH 5.0-5.5. Se reporta que esta
enzima permanece activa en la presencia de inhibidores como
oligosacaridos y monosacaridos (Xue et al., 2015), resulta en altos
rendimientos de hidrdlisis, es efectiva a altas concentraciones de
solidos, es estable y es compatible con distintas materias primas y

pretratamientos (Novozymes, 2010). En un estudio, Cellic CTec2® fue
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comparada con Celluclast® y se comprobé que con la primera se
obtienen mayores rendimientos de hidrdlisis (Rodrigues et al., 2015).
Este mismo estudio evallua la posibilidad de reciclar dicha enzima por
medio de desorcién alcalina y comprueba que esto es posible si la

hidrélisis se realiza a temperaturas menores a 50 °C.

Levaduras

Existe una amplia variedad de levaduras y hongos capaces de fermentar
la glucosa para producir etanol como se muestra en la Tabla 4. La
levadura mas utilizada para este fin es Saccharomyces cerevisiae; sin
embargo, otras levaduras como Kluyveromyces marxianus también son
capaces de llevar a cabo la fermentacion de monosacaridos como la
glucosa. Esta levadura es termotolerante, secreta enzimas liticas
extracelulares, asimila una amplia variedad de carbohidratos y ha sido
aislada de distintos habitats como uvas, hojas de sisal en
descomposicion, drenaje de fabricas de azucar y yogur. Algunos de los
carbohidratos que son asimilados por esta levadura son lactosa,
sacarosa, galactosa, fructosa, glucosa, inulina y xilosa. En este caso, la
cepa ISO3 fue aislada del bagazo de agave, por lo que se piensa que
dicha cepa serd capaz de producir etanol a partir del hidrolizado de
dicho bagazo. Ademas, debido a su capacidad de duplicarse a
temperaturas mayores a 40 °C, K. marxianus puede ser utilizada para
llevar a cabo una sacarificacion fermentaciéon simultanea (SFS)
(Lertwattanasakul et al., 2007; Fonseca et al., 2008; Faga et al., 2010;
Lane y Morrisey, 2010; Pentjuss et al., 2017).
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Tabla 4. Uso de distintos microorganismos y

produccién de etanol (Narra et al., 2015)

diferentes sustratos para la

Cepa Sustrato Enzima Temperatura Rendimiento
P (°C) EtOH (%)
Saccharomyces Hojas de
. . Celluclast, Novozyme
cerevisiae Antigonon 188 38.5 69.21
NRRI-Y-132 leptopus
Rhizopus .
oryzae Paja de arroz  ce|ylasa comercial de 38 73.58
BTXL, ASA
- Paja de arroz ; 38 67.62
Mucor indicus Spezialenzyme GmbH
. Celulosa (Alemania) 38 75.91
S. cerevisiae
E. coli Celluclast, Novozyme
recombinante Paja de trigo 188 ’ Y 37 45.00
FBR5
S. cerevisiae Paja de trigo C_e!ulasa de Trichoderma 40 81.20
viridae
K. marxianus .
Pasto varilla  Accellerase 1500 45 86.00
IMB3
Tallo d Celluclast, N
Mucor indicus aflo de eluclast, Novozyme 37 85.60
sorgo dulce 188
86.10
N Harina de _ (laboratorio)
S. cerevisiae a-amilasa y B-glucanasa 30
yuca 83.60 (planta
piloto)
Paja de arroz  cejylasa de Trichoderma 84 56
Kluyveromyces Paja de trigo reesei 26291 (Sigma) +
sp y y ! 9 B-glucosidasa de 42 79.64
' Bagazo de Aspergillus niger
9 Si 78.45
cafia (Sigma)

20



Paja de arroz

Celulasa de Aspergillus 71.76
. . + B .
Kluyveromyces Paja de trigo terreus _[3 glu0_05|dasa 42 63.37
sp. de Aspergillus niger
Bagazo de (Sigma) 57 15

cafa

Algunos ejemplos de procesos en los que se utilizé6 K. marxianus para la
produccion de etanol se encuentran en la Tabla 5. Como se menciond
anteriormente, esta levadura ha sido aislada de distintos habitats, por lo
que los sustratos utilizados en los estudios mencionados son diversos.
En cuanto a la temperatura del proceso, se ha detectado que esta
levadura es capaz de crecer desde 28 hasta 52 ©C; sin embargo, la
maxima temperatura a la que es capaz de producir etanol es a 45 ©C.
En general, esta levadura se desarrolla en un intervalo de pH entre 4.5
y 5.5. La Unica excepcion para este intervalo se da cuando esta levadura
crece en el suero de leche, ya que su pH se encuentra entre 6.3 y 6.5
(Zadow, 2012). El rendimiento de la produccion de etanol por medio de
esta levadura es relativamente menor a los obtenidos con otros
microorganismos, pero como se menciond antes, la temperatura a la

que K. marxianus puede producir etanol implica una ventaja.
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Tabla 5. Uso de distintas cepas de K. marxianus y diferentes sustratos para la

produccién de etanol

Temperatura

Rendimiento

Cepa Sustrato H Fuente
P (°C) P EtOH (%6)
K. marxianus Melaza de Abdel et al
) cafa de 43 4.5 46.9 )
WR12 | (2000)
azucar
K. marxianus Ballesteros
. Papel
recombinante . 42 4.8 80.3 et al.
reciclado
CECT 10875 (2002)
K. marxianus Pasto Suryawati
] : 45 5.5 78.0 et
IMB4 varilla
al.(2008)
K. i . Y t
marxianus - jacinto 42 4.8 16.0 an e
K213 al.(2015)
K. marxianus Papel 20 53 33.7 Kadar et al.
Y01070 reciclado (2004)
K. marxianus Pas_to 45 55 80.7 Faga et al.
IMB3 varilla (2010)
K. i S d Gabardo et
marxianus Suero de 30 6.2 52.0 abardo e
CCT 4086 leche al. (2015)
K. marxianus Hojas de Jutakanoke
recombinante cafia de 40 5.0 8.0 et al.
S1.17 azucar (2017)

La via que sigue K. marxianus para la produccion de etanol a partir de

glucosa es la de la fermentacion alcohdlica (Figura 7). Para que la

glucosa sea metabolizada por esta levadura, primero es necesario que

esta molécula sea transportada al interior de K. marxianus por medio de
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un transportador de hexosas localizado en su membrana. En el interior
de la célula, la glucosa serd fosforilada e isomerizada para obtener
fructosa-6-fostato. Este compuesto serda fosforilado nuevamente para
después ser hidrolizado y obtener gliceraldehido-3-fosfato y fosfato de
hidroxiacetona. Este segundo compuesto se isomeriza para obtener otra
molécula de gliceraldehido-3-fosfato. El gliceraldehido es oxidado vy
fosforilado para producir 1,3-difosfoglicerato. Después, este compuesto
pierde un grupo fosfato y se isomeriza para obtener 2-fosfoglicerato.
Esta molécula se deshidrata para producir fosfoenolpiruvato y éste
pierde un fosfato para obtener piruvato. El piruvato es descarboxilado y

se produce acetaldehido para que finalmente éste sea reducido a etanol.

Transportador

1 G|Ucosa —"< de hexosas )——' Glucosa
GIucoquinasa}’ ATP

Glucosa-6-fosfato
Fosfoglucosa isomerasa 1

Fructosa-6-fosfato
Fosfofructoquinasa k‘ ATP

Fructosa-1,6-difosfato

Aldolasa
Fosfato de '/K

«—s Gliceraldehido-3-fosfato

Triosa fosfato

hidroxiacetona "o
= Deshidrogenasa
i //'DI idrog

NADH <"1 3-difosfoglicerato
2 Etanol Etanol : ' Fosfoglicerato
Aleohal H quinasa I\ AP
o — 3-fosfoglicerato
Acetaldehido ==y |
\ 2-fosfoglicerato

Descarboxllasa Enolasa ]

Fosfoenolpiruvato
CO;J Piruvato I

quinasa

2 CO,

Piruvato

Figura 7. Fermentacion alcohélica (Faria et al., 2013)
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Procesos de produccién de etanol

Como se ha descrito previamente, la produccion de etanol a partir de
materiales lignocelulésicos implica cuatro pasos principalmente:
pretratamiento, hidrdlisis o sacarificacion, fermentacion y destilacion. La
sacarificacion y la fermentacion pueden ser tratadas de distintas
maneras, es decir, puede existir cierta interaccidn entre estas dos partes
del proceso. Lo mas comun es que en la produccion de etanol la
hidrélisis y la fermentacién se realicen en tanques y tiempos distintos, lo
cual se conoce como hidrélisis y fermentacién separadas (SHF, por sus
siglas en inglés). Esto permite que las enzimas y las levaduras sean
capaces de actuar en su temperatura 6ptima. Sin embargo, este proceso
implica desventajas como la posibilidad de que el producto de la
hidrélisis se contamine con otros microorganismos no fermentadores
como bacterias debido al contenido de glucosa generado previo a la
fermentacion. Otra desventaja es el tiempo que implica llevar a cabo
estos procesos por separado, pues una hidrélisis completa dura 48 horas
mientras que la fermentacion varia de 72 a 168 horas. Por estas
razones, se han buscado alternativas para optimizar dicho proceso
(Rana et al., 2014; Azhar et al., 2017).

Una manera de optimizar el proceso es la sacarificacion fermentaciéon
simultanea (SFS), la cual es un nuevo método que se esta
implementando debido a las ventajas que ofrece y debido a la
investigacion previa en busqueda de levaduras termotolerantes. La SFS
consiste en realizar en un mismo reactor la hidrdlisis y la fermentacion
de la materia prima. Las ventajas de este proceso son que disminuye los
costos de enfriamiento, la obtencién de etanol se logra en menor
tiempo, disminuye la probabilidad de contaminacion, facilita la posterior
extraccion del etanol y elimina del medio de reaccion los inhibidores de

la enzima pues el producto de hidrélisis inmediatamente es
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metabolizado por la levadura. Una modificacién que se puede aplicar en
este mismo proceso es involucrar microorganismos que puedan
fermentar tanto la glucosa como la xilosa obtenidas de la hidrdlisis del
material lignocelulésico (Figura 8). Este otro proceso se conoce como
sacarificacion y cofermentacion simultanea (SSCF). La SSCF se ha
llevado a cabo con cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae y
de Zimomonas mobilis; no obstante, para que esto sea posible la
concentracion de glucosa debe permanecer baja pues los
transportadores de membrana para estos carbohidratos tienen una
menor afinidad por la xilosa (Olofsson et al., 2008; Nonklang et al.,
2008; Abdel et al., 2010; Pessani et al., 2011; Techaparina et al.,
2017).

Glucosa

Xilosa

A

Glucosa

. ATP
Glucoquinasa
ADP

Glucosa-6-fosfato

Fosfoglucosa
isomerasa

Glucosa

Xilosa

Fructosa-6-fosfato

v
gl ATP
Sa” 4 Fosquructo- ADP
T auinasa

Exterior de — Ias' Fructosa-1,6-difosfato

; entosas :fjlisazl\
la célula Xilosa P Fosfato de

Xilosa 'fosfato Gliceraldehido-3-P «—— hidroxiacetona

NAD(P)H s Triosa fosfato
reductasa C NADI®)* 1 Gliceraldehido-3-fosfato NAD®  isomerasa NADH
) deshidrogenasa Glicerol-3-fosfato

Xilitol P4 NADH deshidrogenasa NAD*
1,3-difosfoglicerato  Glicerol-3-P
Interior de rosei I , ‘ Glicerol-3
| deshidrogenasa A . ' icerol-3-
la célula v e PIRAN  foshana
. ’ &
Xilulosa fy Mo 2ATP Glicerol
Xilulosa p— ATF N
quinasa [~ ADP Piruvato
i S Descarboxilasa l Alcohol
XIIUIosa.S.fOSfatO Acetaldehido deshidrogenasa

deshidrogenasa

Acetato «7~— Acetaldehido =7x*> Etanol

NAD(PJH  NAD(P)* NADH  NAD*

Figura 8. Transporte y metabolismo de carbohidratos en levaduras

cofermentadoras (Olofsson et al., 2008)
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Otra alternativa para optimizar el proceso de produccion de etanol es el
bioproceso consolidado (CBP). Este se refiere a que un solo
microorganismo o0 conjunto de microorganismos sean capaces de
producir las enzimas para hidrolizar la celulosa y la hemicelulosa
presente y de fermentar la glucosa y la xilosa para producir etanol. Esto
disminuiria el costo de producir y purificar las celulasas y hemicelulasas,
ademas de las ventajas de una SSF. La principal dificultad para este
bioproceso es la busqueda del microorganismo que posea todas las
cualidades mencionadas. Por ejemplo, la bacteria anaerobia Clostridium
thermocellum es capaz de llevar a cabo este proceso pero sus productos
de fermentacion son diversos (etanol, acetato, hidrogeno y CO,), lo cual
limita el rendimiento de la producciéon de etanol. Otro ejemplo son los
hongos Trichoderma reeseei y Fusarium oxysporum, aunque estos
presentan una degradacion de celulosa lenta y el rendimiento de su
produccion de etanol es bajo. Por esta razén, la investigaciéon se enfoca
en el disefio de microorganismos recombinantes con capacidad
celulolitica y que puedan fermentar hexosas y pentosas como las
bacterias Zymomonas mobilis y Escherichia coli y las levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis. Un resumen de los procesos
descritos previamente se encuentra en la Figura 9 (Scheper et al.,
2007).
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(c) Bioproceso consolidado

Figura 9. Procesos de produccion de etanol (Bai et al., 2012)

Etanol como biocombustible

Existe una crisis energética debido a que la poblacibn mundial crece
exponencialmente y los recursos energéticos son limitados. Tal es el

caso de los combustibles fésiles pues estos no son renovables, ademas
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de que su quema implica otros problemas como la produccién de
contaminantes que contribuyen al cambio climatico como CO,, CO y
6xidos de nitrogeno. Con el fin de proponer soluciones a dicha crisis, la
busqueda de fuentes de energia renovables es un tema de investigacion
importante alrededor del mundo. Una de estas fuentes son los
biocombustibles, los cuales se refieren a los combustibles liquidos
utilizados en el sector de transporte como el etanol. Este es obtenido de
fuentes renovables como cultivos, residuos de la industria agricola,
desechos forestales, entre otros. Ademas, este biocombustible libera
una menor cantidad de contaminantes al ambiente al ser quemado
(Balat y Balat, 2009).

Los paises con mayor produccion de etanol como biocombustible son
Estados Unidos y Brasil; sin embargo, la combustion del etanol
proporciona una menor cantidad de energia que la combustién de la
gasolina, por lo que generalmente se utilizan mezclas de
etanol:gasolina, las cuales pueden tener desde un 15 hasta un 85% de
etanol en Estados Unidos. Dichas mezclas, ademas de reducir las
emisiones de contaminantes también aumentan el octanaje de la
gasolina, lo cual significa que aumenta su capacidad antidetonante
(Balat y Balat, 2009).

En México el etanol solamente se utiliza como oxigenante de gasolina y
su contenido maximo es de 5.8% para alcohol anhidro. Los oxigenantes
se utilizan debido a que si no hay una cantidad suficiente de oxigeno en
el momento de la combustion de la gasolina, se genera monéxido de
carbono, el cual es un gas toxico para animales y humanos. El
oxigenante mas comun es el metil ter-butil éter (MTBE) pero se requiere
una mayor cantidad de éste en la gasolina (11%) para igualar los
equivalentes de oxigeno que proporciona una menor cantidad de etanol

en la gasolina (5.8%) (NOM-016-CRE-2016).
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Hipotesis
Si Kluyveromyces marxianus I1SO3 es capaz de crecer a temperaturas

entre 40-50 °C, serd posible realizar una sacarificacion fermentaciéon

simultanea a partir del bagazo de agave pretratado.

Objetivos
Objetivo general

Producir etanol de segunda generacion a partir de azUcares provenientes
del bagazo de agave utilizando la cepa de Kluyveromyces marxianus
1SO3.

Objetivos particulares

- Determinar las condiciones de hidrdlisis (carga enzimatica vy
concentracion de bagazo) que resulten en un mayor rendimiento de

azucares fermentables

- Determinar la temperatura mas cercana a la de hidrdlisis en la que

Kluyveromyces marxianus 1SO3 sea capaz de producir etanol

- Determinar el tiempo de inoculacién con mayor rendimiento de etanol
al llevar a cabo la sacarificacion fermentacién simultanea del bagazo de

agave

29



Metodologia
» Pretratamiento del bagazo de agave
El bagazo fue sometido a un pretratamiento alcalino con una solucién al

3.75% de NaOH en un extrusor a 150 °C.

» Hidrdlisis del bagazo pretratado
La hidrdlisis del bagazo a distintas cargas enzimaticas se llevo a cabo en
matraces Erlenmeyer de 50 ML (Vmedio=30 mL) con tapa de rosca. Se
colocaron 1.5 g de bagazo para las pruebas de hidrdlisis a 5% y 6 g de
bagazo para las pruebas a 20%. Los matraces se esterilizaron y 30 mL
de amortiguador de acetatos pH 5.02 fueron afnadidos junto con la
cantidad de Cellic CTec2® (Novozymes) para obtener las siguientes
cargas: 5, 10, 15, 20 y 30 FPU/g (unidades de papel filtro: pmol de
azucar reductor formado por minuto durante la hidrélisis). Los matraces
fueron incubados por 48 h a 50 °C y 200 rpm. Esta prueba se realizd
por duplicado con un control de enzima y un control de bagazo sin

enzima. Las muestras obtenidas fueron congeladas para su andlisis.

 Determinacion de concentracion de glucosa y xilosa por HPLC
Las muestras se descongelaron y se llevé a cabo una dilucion 1:5.
Posteriormente, éstas se filtraron y se colocaron en frascos viales. La
cromatografia se realiz6 en una columna UNISON UK-Amino de 250 x 2
mm (Imtak, USA) con una fase movil de acetonitrilo:agua (80:20), flujo
de 0.2 mL/min, temperatura de 37 ©C, presion de 80 bar y un detector
de dispersion de luz (PL-ELS 1000) bajo las siguientes condiciones:
nebulizador 60 °©C, evaporador 80 °©C y flujo de nitrégeno 1 mL/min.
Cada prueba duré 15 minutos y se utilizaron las areas correspondientes
a glucosa y xilosa para determinar la concentracion de cada compuesto
por medio de curvas patréon realizadas previamente. El rendimiento de

carbohidratos en la hidrdlisis fue calculado con la siguiente ecuacion:
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o [AzGcar] — [AzGcar inicial]
Rendimiento = x100
flBagazo]

En donde [Azucar] corresponde a la concentracion maxima de azucares

alcanzada a las 48 horas de hidrélisis, [Azucar incial] corresponde a la
concentracion de azucar presente en la muestra antes de su hidrdlisis, f
corresponde a la fraccién de celulosa (0.47) y de hemicelulosa (0.18),

[Bagazo] corresponde a la concentracion inicial de sélidos.

e Curvas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae Yy
Kluyveromyces marxianus

Se utilizaron la cepa de Saccharomyces cerevisiae Thermosacc®
(Lallemand Biofuels & Distilled Spirits), la cual es una levadura comercial
para la obtencién de etanol y la cepa de Kluyveromyces marxianus
ISO3, la cual fue aislada del bagazo de agave y pertenece a la colecciéon
del Laboratorio 314 del Conjunto E de la Facultad de Quimica (UNAM).
Las curvas de crecimiento para cada microorganismo se llevaron a cabo
en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo:
10% glucosa, 0.2% extracto de levadura, 0.1% sulfato de amonio,
0.1% fosfato monobasico de potasio, 0.05% sulfato de magnesio.
Dichos matraces fueron incubados a 30 (S. cerevisiae y K. marxianus),
40, 45 y 50 °C (K. marxianus) a 150 rpm. Las curvas se realizaron por
duplicado y se tomaron muestras a 0, 2, 4, 6, 24, 26, 28, 30, 48, 50 y
52 horas. Se determindé la densidad O6ptica de las muestras en un

espectrofotobmetro a 600 nm llevando a cabo una dilucién 1:10.
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+ Determinacion de concentracion de etanol por HPLC
La concentracion de etanol fue determinada en las muestras obtenidas
para la curva de crecimiento. Estas se filtraron y se colocaron en frascos
viales. La cromatografia se realiz6 en una columna Carbomix H-NP5:8%
de 7.8 x 100 mm (Sepax, USA) con una fase moévil de agua, flujo de 0.6
mL/min, temperatura de 60 °©C, presion de 30 bar y para la deteccidon se
utilizé indice de refraccion. Cada prueba duré 10 minutos y se utilizaron
las areas correspondientes a etanol para determinar su concentracion
por medio de curvas patréon realizadas previamente. El rendimiento de

etanol en la fermentacion fue calculado con la siguiente ecuacion:

Rendimient [EtOH] — [EtOH inicial] 100
= X
enarmiento 0.5(0.47[Bagazo])

En donde [EtOH] corresponde a la maxima concentracion de etanol
producida durante la fermentacion, [EtOH inicial] corresponde a la
concentracion de etanol que aporta el preinéculo de K. marxianus, 0.5
corresponde al factor de conversion de glucosa a etanol, 0.47
corresponde a la fraccion de celulosa en el bagazo de agave, [Bagazo]

corresponde a la concentracion inicial de sdlidos.

e Preparacion de preindculo de K. marxianus
Se prepararon preindculos de 5 mL de medio de cultivo: 5% glucosa,
0.2% extracto de levadura, 0.1% sulfato de amonio, 0.1% fosfato
monobasico de potasio, 0.05% sulfato de magnesio en tubos de ensayo

13x100 mm con tapa.

 Fermentacién del hidrolizado de bagazo de agave (SHF)
A los matraces de la hidrélisis con bagazo al 20% se les afiadieron 0.2%
extracto de levadura, 0.1% sulfato de amonio, 0.1% fosfato monobdasico
de potasio, 0.05% sulfato de magnesio y fueron sometidos a una

pasteurizacion (80 °C, 20 segundos). Después se les afiadieron 2 mL del
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preindculo de K. marxianus. Los matraces se incubaron por 72 h a 30 °C
y 150 rpm. Se tomaron muestras a 0, 24, 48 y 72 horas y éstas fueron

congeladas para su posterior analisis.

e Sacarificacion fermentacion simultanea del bagazo de agave Parte
1 (SFS)

Se prepararon seis matraces Erlenmeyer (Vnominat = 50 ML, Vmedio = 30
mL) con tapa para llevar a cabo la hidrélisis del bagazo a 15 FPU/g con
concentracion de bagazo al 20% y se realiz6 un muestreo del tiempo
cero. Posteriormente, se siguié el procedimiento para llevar a cabo la
fermentacion (45 ©C, 150 rpm) de dicho bagazo; sin embargo, la
inoculacion de cada matraz se realiz6 a distintos tiempos de hidrélisis:
6, 12 y 24 horas (un duplicado para cada tiempo). Después de la
inoculacion se tomaron muestras a 0, 24 y 48 horas, las cuales fueron

congeladas para su posterior analisis.

e Sacarificacion fermentacion simultanea del bagazo de agave Parte
2 (SFS)

Se prepard un reactor (Vnominar = 250 ML, Vimedio = 200 mL) para llevar a
cabo la hidrélisis del bagazo a 15 FPU/g con concentracion de bagazo al
20% vy se realiz6 un muestreo del tiempo cero. Posteriormente, se siguid
el procedimiento para llevar a cabo la fermentacion (45 ©C, 150 rpm) de
dicho bagazo con inoculacién a 24 horas. Después de la inoculacién se
tomaron muestras a distintos tiempos y éstas fueron congeladas para su

posterior analisis.

33



Resultados y Discusion

Hidrdlisis

Para analizar las condiciones de hidrdlisis que resultan en un mayor
rendimiento de azUcares fermentables primero se llevé a cabo la

hidrélisis de bagazo de agave en una concentracion de 5% a 50 ©C, 180

romy pH 5.02.

La Figura 10 muestra el rendimiento de la hidrdlisis con concentracion
de bagazo al 5% a las 48 h para las distintas cargas enzimaticas. El
mayor rendimiento se alcanzé con 15 FPU/g. A 20 y 30 FPU/g no se
observa un aumento significativo en el rendimiento debido a que hay un
exceso de enzima para degradar la cantidad de celulosa y hemicelulosa
presente (Pessani et al., 2011). Por esta razén, 15 FPU/g de enzima
fueron utilizados en las siguientes pruebas. De esta manera se busca
disminuir el costo de esta etapa del proceso para la produccion de
etanol. Por otra parte, en comparacion con otras pruebas realizadas bajo
las mismas condiciones con la enzima Cellic CTec2®, el rendimiento de
azucares fermentables fue méas bajo de lo esperado. Lo anterior pudo

haber sido provocado por un error al afadir la enzima a los matraces.
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Hidrélisis de bagazo (5%) a 48 h
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Figura 10. Rendimiento de hidrélisis de bagazo al 5% a 50 °C y pH 5.02 para
la obtencién de glucosa y xilosa a distintas concentraciones de enzima Cellic

CTec2®, n=2

A continuacion, se llevd a cabo la hidrélisis del bagazo de agave en una
concentracion de 20% a 50 °C, 180 rpm y pH 5.02 con carga enzimatica
maxima de 15 FPU/g para comprobar la viabilidad de optimizar el
proceso de produccién de etanol al utilizar una mayor concentracion de

solidos.

En la Figura 11 se presenta el rendimiento de la hidrélisis con
concentraciobn de bagazo al 20% a las 48 h para tres cargas
enzimaticas. En todos los casos, el rendimiento fue mayor que para la
hidrélisis de bagazo al 5%, lo cual se debe a que Cellic CTec2® es una
mezcla de celulasas disefiada para ser eficaz a altas concentraciones de
solidos. Esto, a su vez, marca una diferencia con otros estudios sobre
produccion de etanol ya que generalmente se utilizan cargas de soélidos
menores a 20% (Ahmed et al., 2013). A 15 FPU/g se hidrolizé cerca del
100% de celulosa presente; sin embargo, a 10 FPU/g se obtienen

rendimientos mayores a 90%, por lo que, si no es posible realizar una
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gran inversion en la enzima para la hidrdlisis, dicha carga enzimatica

también puede ser utilizada.

Hidrdlisis de bagazo (20%) a 48 h
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Figura 11. Rendimiento de hidroélisis de bagazo al 20% a 50 °C y pH 5.02
para la obtencién de glucosa y xilosa a distintas concentraciones de enzima

Cellic CTec2®, n=2

Curvas de crecimiento

Las siguientes pruebas se llevaron a cabo con el fin de conocer la
temperatura mas cercana a la de hidrdlisis (50 ©C) en la cual K.
marxianus 1SO3 fuera capaz de producir etanol. Para esto se realizaron
curvas de crecimiento a distintas temperaturas con K. marxianus.
Ademas, se llevé a cabo una curva de crecimiento a 30 °C con S.
cerevisiae Thermosacc® (Lallemand Biofuels & Distilled Spirits) con la
finalidad de comparar el rendimiento de la producciéon de etanol entre
estas dos levaduras, ya que dicha cepa de S. cerevisiae es capaz de
llevar a cabo fermentaciones a altas concentraciones de azucar y de

etanol, tolera altas concentraciones de acidos organicos y produce pocos
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subproductos durante la fermentacién (Lallemand Biofuels & Distilled
Spirits, 2013). Dichas curvas de crecimiento se llevaron a cabo en
matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo con

10% glucosa.

Las Figuras 12 y 13 exponen el crecimiento de las distintas levaduras.
Estas muestran que a las mismas condiciones de incubacién (30 °C, 150
rpm) Saccharomyces cerevisiae tiene una mayor velocidad especifica de
crecimiento que Kluyveromyces marxianus (Tabla 6), por lo que la
primera levadura se desarrolla de mejor manera a esta temperatura que
K. marxianus. En la curva de K. marxianus resalta la densidad o6ptica a
28 horas, pues la fase exponencial se ve interrumpida. Este dato tiene
un error debido a que las células no fueron resuspendidas para llevar a

cabo la determinaciéon en el espectrofotometro.

Saccharomyces cerevisiae 30 °C
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Figura 12. Curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae Thermosacc® a

30 °C, n=2
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Kluyveromyces marxianus 30 °C
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Figura 13. Curva de crecimiento de Kluyveromyces marxianus 1SO3 a 30 °C,

n=2

En las Figuras 14 y 15 se compara la produccién de etanol por medio de
dos distintas levaduras: por un lado, S. cerevisiae Thermosacc®, la cual
es una levadura comercial para la obtencion de etanol; por otro lado, K.
marxianus 1S0O3, la cual fue aislada del bagazo de agave. No se
muestran algunos datos para S. cerevisiae y para K. marxianus debido a
que las muestras fueron conservadas a temperatura ambiente por dos
dias y la presion del CO, generado provocé que se abrieran los tubos
Eppendorf y derramaran su contenido, por lo que no habia muestra
suficiente para llevar a cabo la cromatografia de liquidos. En la Figura
14, se observa que la concentracion de glucosa disminuye al progresar
la reacciéon, lo cual indica que esta siendo consumida por la levadura
para producir etanol. Ademas, S. cerevisiae produjo una mayor
concentracion de etanol que K. marxianus. Sin embargo, con el uso de
K. marxianus se pueden obtener otros beneficios como el incremento de
la temperatura durante la fermentacion debido a que ésta es una
levadura capaz de producir etanol a temperaturas mayores a 40 °C

(Azhar et al., 2017). Con respecto a la Figura 15, ésta muestra una
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disminucion en la concentracion de etanol de las 28.5 a las 48 horas.
Esto se puede deber a que K. marxianus es una levadura menos
resistente a concentraciones altas de etanol en comparaciéon con S.
cerevisiae, por lo cual debe utilizar un mecanismo de detoxificaciéon
(Lertwattanasakul et al., 2007). Dicho mecanismo se refiere a la
conversion de etanol en acido acético por accion de las enzimas alcohol

deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa (Pessani et al., 2011).

Fermentacion S. cerevisiae 30 °C

9 -

8

7
S
S 5 1 Pt
§ 4 - el=Glucosa
g 37 e=¢==Etanol
8 2 .....

1 41—

140 —10 20 30 40 50 60

t (h)

Figura 14. Consumo de glucosa y producciéon de etanol por Saccharomyces

cerevisiae Thermosacc® durante curva de crecimiento a 30 °C, n=2
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Fermentacion K. marxianus 30 °C
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Figura 15. Consumo de glucosa y producciéon de etanol por Kluyveromyces

marxianus 1SO3 durante curva de crecimiento a 30 ©C, n=2

La Figura 16 muestra el crecimiento de K. marxianus a 50 °C y 150
rpm. Poco antes de cumplir las 24 horas, la temperatura se ajusto a 40
©C debido a que a este tiempo la duplicacién de dicha levadura no era
evidente. Esto provocd que durante el tiempo de monitoreo no se
alcanzara la fase estacionaria. Sin embargo, aun con este cambio en las
condiciones de crecimiento, K. marxianus obtuvo una velocidad
especifica de crecimiento similar a la observada para esta misma
levadura a 30 ©C, por lo cual se decidi6 realizar una curva de
crecimiento a 45 °©C. En cuanto al etanol producido, presentado en la
Figura 17, solamente se detectd su presencia en las muestras

posteriores al ajuste a 40 ©C y la cantidad producida fue minima.
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Kluyveromyces marxianus 50 y 40 °C
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Figura 16. Curva de crecimiento de Kluyveromyces marxianus 1SO3 a 50 y 40
©C, la flecha indica el tiempo en el que la temperatura de incubacion se

modifico, n=2
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Figura 17. Consumo de glucosa y producciéon de etanol por Kluyveromyces
marxianus 1SO3 durante curva de crecimiento a 50 y 40 ©C, la flecha indica el

tiempo en el que la temperatura de incubaciéon se modificé, n=2

La curva de crecimiento de K. marxianus a 45 ©C se muestra en la
Figura 18. En este caso si se observa la duplicacién de dicha levadura.

La velocidad especifica de crecimiento fue mayor a las velocidades

41



obtenidas en las curvas de crecimiento anteriores de K. marxianus vy
fue menor a la obtenida para S. cerevisiae a 30 °C (Tabla 6). Por otra
parte, en la Figura 19 se observa que K. marxianus fue capaz de
producir etanol a 45 °C pero se alcanzdé una concentracibn menor a la

producida en la curva de crecimiento a 30 ©C (Tabla 6).

Kluyveromyces marxianus 45 °C
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Figura 18. Curva de crecimiento de Kluyveromyces marxianus 1SO3 a 45 °C,

n=2
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Figura 19. Consumo de glucosa y producciéon de etanol por Kluyveromyces

marxianus 1SO3 durante curva de crecimiento a 45 ©C, n=2
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Debido a los resultados obtenidos en la curva de crecimiento a 50 °C y
ajustada a 40 ©C, se realiz6 también una curva de crecimiento de K.
marxianus solamente a 40 ©C. Dicha curva se muestra en la Figura 20.
La velocidad especifica de crecimiento fue la mayor entre las obtenidas
en las curvas de crecimiento de K. marxianus e incluso fue mayor a la
de S. cerevisiae (Tabla 6). Por otro lado, en la Figura 21 se observa que
K. marxianus fue capaz de producir etanol a 40 ©C pero se alcanz6 una
concentracidon menor a la producida en la curva de crecimiento a 30 °C y
menor a la producida en la curva a 45 °C (Tabla 6), lo cual puede
deberse a que la cantidad de levadura presente era menor a la que
habia en la curva a 45 ©C. Por tal razon, las pruebas de sacarificacion
fermentacion simultanea fueron realizadas a 45 ©C, ademas de que ésta

es una temperatura mas cercana a la de hidrélisis (50 ©C).

Kluyveromyces marxianus 40 °C
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Figura 20. Curva de crecimiento de Kluyveromyces marxianus 1SO3 a 40 °C,

n=2
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Fermentacion K. marxianus 40 °C
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Figura 21. Consumo de glucosa y producciéon de etanol por Kluyveromyces

marxianus 1SO3 durante curva de crecimiento a 40 ©C, n=2

Tabla 6. Resumen de resultados de curvas de crecimiento de S. cerevisiae

Thermosacc® y K. marxianus 1SO3

Velocidad Concentracion
Temperatura ) )
Cepa 0 especifica de maxima de
oC
crecimiento (h?) etanol (26)
S. cerevisiae
30 0.11092 4.97
Thermosacc®
K. marxianus 1SO3 30 0.06596 3.93
K. marxianus 1SO3 50y 40 0.06418 0.94
K. marxianus 1SO3 45 0.08646 1.82
K. marxianus 1SO3 40 0.12377 1.43
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Fermentacion del hidrolizado de bagazo de agave (SHF)

Para comprobar que K. marxianus 1SO3 fuera capaz de producir etanol a
partir del bagazo de agave hidrolizado se llevé a cabo la fermentaciéon
(SHF) a 30 ©C sobre el producto de la hidrdlisis que resulté en una
mayor concentracion de azucares fermentables, es decir sobre el

hidrolizado de bagazo al 20% con carga enzimatica de 15 FPU/qg.

El progreso de esta fermentacibn se muestra en la Figura 22 y su
rendimiento, en la Figura 23. De O a 24 horas se observa un aumento
pronunciado en la produccion de etanol y de 24 a 48 horas también hay
un aumento, pero éste no es significativo. Esto se debe a que dicho
compuesto es un metabolito primario, por lo que en la fase estacionaria
dejara de ser producido. De 48 a 72 horas se observa una disminucién
en el rendimiento de la fermentacion pero éste tampoco es significativo.

El rendimiento maximo de etanol para esta fermentacion fue de 63%.

Fermentacion de bagazo (20%), 30 °C
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Figura 22. Consumo de glucosa y produccion de etanol por Kluyveromyces
marxianus 1SO3 durante fermentacioén de bagazo (20%) tratado con 15 FPU/g

de Cellic CTec2®, n=2
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Rendimiento de fermentacion de bagazo
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Figura 23. Rendimiento de fermentacion de bagazo (20%) por Kluyveromyces

marxianus 1SO3 tratado con 15 FPU/g de Cellic CTec2®, n=2

Sacarificacion fermentacion simlutanea de bagazo de agave
Parte 1 (SFS)

Al observar que K. marxianus fue capaz de producir etanol a partir del
hidrolizado de bagazo de agave, se llevaron a cabo SFS a 45 °C a

distintos tiempos de inoculacion.

Las Figuras 24 y 25 muestran el avance de la sacarificacion vy
fermentacion simultanea (SFS), la cual fue realizada a 45 °©C. Las
primeras 24 horas corresponden a la hidrdlisis y las siguientes 48 horas
corresponden a la SFS. A esto se debe que la presencia de etanol sea
evidente hasta las 48 horas de reaccion, las cuales son equivalentes a
las 24 horas de fermentacion. A las 24 horas de reaccion se alcanzé un
rendimiento de hidrélisis de 64% de glucosa y 82% de xilosa. La

concentracion de glucosa disminuyd al progresar la reacciéon para dar
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paso a la producciéon de etanol, del cual se obtuvo un rendimiento de
53%. Sin embargo, la concentracion de xilosa aumentd para alcanzar un
rendimiento de 86%, lo cual quiere decir que la hidrélisis continud, pero
K. marxianus 1SO3 no fue capaz de asimilar dicho carbohidrato. Estos
resultados se oponen a lo establecido por Azhar et al., 2017 y por
Fonseca et al., 2008, pero esto puede deberse a que K. marxianus
presenta represion catabdlica por carbono, pues al tener glucosa en el
medio esta levadura no asimila otros carbohidratos como xilosa,

galactosa ni arabinosa (Rodrussamee et al., 2011).
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Figura 24. Sacarificacion y fermentacién simultanea con inoculaciéon a 24 h, la

flecha indica el tiempo en el que se inoculé K. marxianus, n=2
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Rendimiento de SFS inoculada a 24 h
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Figura 25. Rendimiento de etanol en sacarificacién y fermentacién simultanea

con inoculaciéon a 24 h, n=2

Las Figuras 26 y 27 muestran el avance de la SFS a 45 ©C. Las primeras
12 horas corresponden a la hidrélisis y las siguientes 48 horas
corresponden a la SFS. En cuanto al rendimiento de hidrdlisis, éste
alcanzé su maximo punto a las 12 horas de reaccion y fue de 62% para
glucosa, mientras que el rendimiento de xilosa fue de 96% al finalizar la
reaccion. El rendimiento de hidrélisis para glucosa a las 12 horas es
equiparable con dicho rendimiento a las 24 horas (64%), lo cual
permitié la fermentacion de este sustrato para alcanzar un rendimiento
de etanol de 46% a las 60 horas de reaccion. El rendimiento de etanol
fue menor al obtenido en la SFS con inoculacion a 24 horas; sin

embargo, se obtuvo una mayor productividad (Tabla 7).
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Figura 26. Sacarificacion y fermentacién simultanea con inoculaciéon a 12 h, la

flecha indica el tiempo en el que se inoculé K. marxianus, n=2
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Figura 27. Rendimiento de etanol en sacarificacién y fermentacién simultanea

con inoculacién a 12 h, n=2

Las Figuras 28 y 29 muestran el avance de la SFS a 45 ©C. Las primeras
6 horas corresponden a la hidrélisis y las siguientes 48 horas
corresponden a la SFS. A las 6 horas de reaccion, se obtuvo un

rendimiento de hidrdlisis de 47% para glucosa, el cual es menor a los
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rendimientos obtenidos a 12 y 24 horas. No obstante, K. marxianus fue
capaz de fermentar la glucosa presente y producir etanol para alcanzar
un 43% de rendimiento, el cual es menor a los obtenidos para las
pruebas anteriores, pero tuvo una mayor productividad que la SHF
(Tabla 7). Por otro lado, el rendimiento de hidrdlisis al finalizar la
reaccion fue de 95% para xilosa, lo cual confirma que K. marxianus no

fue capaz de fermentar la xilosa.
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Figura 28. Sacarificacién y fermentacién simultanea con inoculacién a 6 h, la

flecha indica el tiempo en el que se inoculé K. marxianus, n=2
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Rendimiento de SFS inoculadaa 6 h
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Figura 29. Rendimiento de etanol en sacarificacién y fermentacién simultanea

con inoculacién a 6 h, n=2

Sacarificacion fermentacion simlutanea de bagazo de agave
Parte 2 (SFS)

Otros estudios realizados con Kluyveromyces marxianus han obtenido
rendimientos de etanol mas altos para SFS a diferencia de este proyecto
(53%): 78 y 80% (Tabla 4); sin embargo, estos otros estudios utilizan
distintas materias primas y distintas cepas de dicha levadura. Otro
factor que varia entre estos estudios y el proyecto es la capacidad de los
matraces utilizados para llevar a cabo la SFS, pues en este caso fue
realizada en matraces de 50 ML (Vmedioc=30 mL) mientras que los
estudios utilizan matraces de 250 ML (Vmedio=200 mL). Para saber si
este factor afecta el rendimiento de etanol seria necesario llevar a cabo
la SFS en contenedores de mayor capacidad volumétrica bajo las

condiciones estudiadas en este proyecto.
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Para confirmar lo anterior, se llevd a cabo una SFS a 45 °©C con
inoculacion a 24 h en un reactor con capacidad de 250 mL (Vmedio=200
mL). De dicha SFS se obtuvieron los resultados que se muestran en las
Figuras 30 y 31. El rendimiento maximo de glucosa se alcanzé a las 24
horas de reaccion y fue de 76%, mientras que el rendimiento maximo
de xilosa se alcanzé al finalizar la reaccion y fue cercano al 100%. A las
69 horas, se observa un decrecimiento en la concentracion de xilosa,
indicando que, al haber una baja concentracion de glucosa, la xilosa
pudo haber sido asimilada por K. marxianus. Sin embargo, a las 72
horas la concentracién de xilosa aumenté nuevamente, por lo que pudo
existir un error en la determinacion de la concentracion de la muestra
anterior. Por otra parte, a pesar de que ésta fue la Unica reaccion en la
que la glucosa se consumi6é por completo, el rendimiento maximo de
etanol (65%) no logro igualar los mayores rendimientos mencionados
previamente en otros estudios similares. No obstante, el rendimiento y
la productividad de esta SFS fueron incluso mayores a los de la SHF
(Tabla 7), lo cual es una ventaja debido a que seria posible escalar la

produccion de etanol bajo las condiciones descritas en esta tesis.
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Figura 30. Sacarificacion y fermentacion simultanea con inoculacion a 24 h en

reactor, la flecha indica el tiempo en el que se inoculdé K. marxianus, n=1
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Figura 31. Rendimiento de etanol en sacarificacion y fermentacion simultanea

con inoculacién a 24 h en reactor, n=1
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Tabla 7. Resumen de resultados para la produccién de etanol a partir de

bagazo de agave por medio de K. marxianus 1SO3

Tiempo de Volumen Rendimiento

Tipo de Temperatura Productividad
inoculacion de medio de etanol T

proceso (°C) (g*L"*h™)
(h) (mL) (%)

SHF 30 N/A 30 63 0.49

SFS 45 24 30 53 0.62

SFS 45 12 30 46 0.54

SFS 45 6 30 43 0.50

SFS 45 24 200 65 0.75

N/A: no aplica

Conclusiones
Las condiciones de hidrdlisis que resultan en una mayor concentracion
de azucares fermentables son: carga enzimatica de 10 FPU/g vy

concentracion de bagazo de 20% (m/v).

K. marxianus 1SO3 fue capaz de producir etanol a partir de bagazo de

agave a 45 °C.

Para llevar a cabo la sacarificacion fermentacion simultanea, el tiempo

de inoculacién con mayor rendimiento de etanol (53%) fue de 24 horas.
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Perspectivas
Evaluar la posibilidad de escalar la produccién de etanol bajo las

condiciones descritas en esta tesis.

Llevar a cabo la SFS en un fermentador para evaluar la produccién de
etanol con K. marxianus I1SO3 dando seguimiento al pH y a la

concentracién de O, durante la fermentacion.

Evaluar la capacidad fermentadora de K. marxianus I1SO3 a partir de

xilosa.

Evaluar la produccion de etanol de K. marxianus 1SO3 por medio de

cultivos por lote, por lote alimentado y continuo.
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