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RESUMEN

El bagazo de agave, es un subproducto de la industria mezcalera, y como tal, causa
contaminacion del ambiente. Dicho recurso puede ser aprovechado para la produccién
de etanol por la via de segunda generacion. El objetivo de la presente investigacion fue
obtencion de productos de valor agregado a partir de residuos lignocelulésicos de
origen agropecuario. Se trabajé bajo las condiciones de sacarificacion y fermentacion
simultanea para la produccion de etanol. Se efectu6 la caracterizacion quimica de la
biomasa inicial y pretratada. Se aplico un pretratamiento alcalino de hidréxido de sodio
al 2%, calentando a 100°C durante 60 minutos. Para la SFS se utilizaron 2 g del bagazo

pretratado, agregando 15, 20 y 25 UPF mL?' de un complejo enzimatico comercial
(Celluclast 1.5 L NOVOZYMES®). Se inoculé el medio con una concentracion inicial de

1x107 células mL* de Saccharomyces cerevisiae con un volumen final de reaccién de
30 mL1, pH de 4.7 y se agregaron 24.7, 24.3 y 23.9 mL* de medio extracto de levadura
y peptona de caseina, incubando durante 48 horas a tres temperaturas (36, 38 y 40°C),
con una agitacion de 120 rpm. Se determind la concentracion de etanol producida por
SFS mediante cromatografia de gases. La mayor produccion de etanol se obtuvo con
25 UPF mL?, 36 °C por 48 h (18.98 g L?).

Palabras claves: Biomasa, Lignocelulosa, Sacarificacién, Fermentacion, Bioetanol.
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ABSTRACT

Agave bagasse is a byproduct from the industry of mezcal, and as such, it causes
pollution to the environment. This product could be used as a raw material in ethanol
production by way of second generation. The objective of this research was to obtain
value-added products from lignocellulosic residues of agricultural origin. It was worked
under conditions simultaneous saccharification and fermentation (SSF) for the
production of ethanol. Chemical characterization of initial and pretreated biomass was
performed. Alkaline pretreatment was applied using sodium hydroxide 2%, and heating
at 100°C for 60 minutes. To carry out the process of SSF, 2 g of pretreated bagasse
was used, adding 25, 20 and 25 FPU/mL"! of a commercial enzyme complex (Celluclast
1.5 L NOVOZYMES®). The media was inoculated with an initial concentration of 1x10’
cells/ mL?t of Saccharomyces cerevisiae. Leaving a final volume reaction of 30 mL%, 4.7
pH and 4.7 and 24.732, 24.322 y 23.92 mL?! yeast extract and peptone media were
added, incubating for 48 hours at three temperatures (36, 38 and 40°C, with an
agitation of 120 rpm. The greatest production of ethanol obtained was 18.98 g L1, which
was determined by gas chromatography method.

Key words: Biomass Lignocellulosic, Saccharification, Fermentation, Ethanol.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La problemética mundial que viene generando el caracter no renovable de los
combustibles fosiles los cuales generan energia que es requerida diariamente en
diversos sectores como son el transporte, la industria extractiva y de transformacion,
provocando la mayor contaminacion atmosférica en los centros urbanos. Se ha
generado preocupaciones en torno a la seguridad energética e impulsado fuertemente
el desarrollo de procesos que usen materias primas renovables. La biomasa
lignocelulésica es una fuente de energia primaria renovable y adecuada, ya que puede
proporcionar algunas alternativas de combustibles para el transporte como el bioetanol

a corto plazo (Ye Suny Cheng, 2002).

En México el consumo en el sector de transporte crecid6 en 10 afios un 44.7%,
equivalente a 306.4 millones de barriles de petroleo crudo equivalente (mbdpce). Para
2012, se ubicé en 992.0 mbdpce, 1.3% mayor respecto al consumo de 2011. Se estima
que el 60 % del consumo mundial de energia industrial se produce en los paises en
desarrollo y economias en transicion (Sener, 2013).

Dado el constante y necesario uso de la energia y frente al inminente agotamiento de
las principales fuentes de energias, se han ido desarrollando soluciones como las
conocidas energias alternativas las cuales son fuentes de energias renovables entre las
cuales se encuentran: la energia edlica, solar, geotérmica, hidraulica, maremotriz, por

mencionar algunas y la biomasa (Estupifian-Garcia, 2008).

La biomasa lignoceluldsica y los residuos agroindustriales, incluyendo residuos de

cultivos, pastos, aserrin y astillas de madera, lodos y excremento animal son una

1



alternativa de bajo costo para ser utilizadas como materia prima, la cual puede ser
transformada enziméticamente a azlcares fermentables para la subsecuente
produccion de biocombustibles. La biomasa, considerada como la materia organica
originada en un proceso bioldgico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente de
energia. Estos recursos pueden agruparse de forma general como subproductos
agricolas y forestales (Juri-Awad, 2011).

La industria mezcalera de Oaxaca produce anualmente 122, 696 toneladas de bagazo o
desecho, que es vertido en rios, arroyos o utilizado minimamente como combustible en

hornos ladrilleros (Berumen-Barbosa, 2009).

A pesar de la gran cantidad de bagazo producido por afio en el estado de Oaxaca,
actualmente no se tienen estudios de la utilizacion de este material como bioetanol
combustible. Sin embargo, por sus caracteristicas fisicas y quimicas, ademas de su
disponibilidad anual y abundancia, tiene amplias posibilidades de ser utilizado como

biomasa.



1.1 Objetivos
1.1.2 Objetivo general

Obtencién de productos de valor agregado a partir de residuos lignocelulésicos de

origen agropecuario.

1.1.3 Objetivo especifico

Obtencion de etanol mediante SFS a partir de bagazo de maguey mezcalero agave

angustifolia Haw.

1.1.4 Hipotesis

Ho = El bagazo de maguey es un sustrato apropiado para la produccién de bioetanol,

para la produccion de bioetanol como biocombustible.

Ha = El bagazo de maguey no es un sustrato apropiado para la produccion de

bioetanol, para la produccién de bioetanol como biocombustible.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 El cultivo del Agave

Las agavaceas, comunmente llamadas “magueyes”, forman parte de la familia de las
monocotileddéneas, cuenta con nueve géneros y aproximadamente 330 especies,

siendo endémica del continente Americano (Produce, 2012).

En este entorno geografico, es precisamente México, el pais que tiene la mayor riqgueza
y diversidad, localizdndose 251 especies, es decir, 76 por ciento de las descritas en el
mundo y 177 especies con endemismo. Bajo este marco, es el estado de Oaxaca, el

MAas rico en agavaceas en el pais, con 58 especies, de ellas 13 son especies

endémicas, equivalente al 22 por ciento (Figura 1) (Berumen-Barbosa, 2009).

Figura 1.- Maguey angustifolia de la variedad espadin (Berumen-Barbosa, 2009)

En los Valles Centrales y Sierra Sur del estado de Oaxaca, México, se encuentra la
principal region del mezcal, donde se cultivan aproximadamente 15,503 Ha. con agave

spp. principalmente A. angustifolia Haw., cuya produccion de 130 240 t de materia



prima sirven para la elaboracion de 2.9 millones de litros de mezcal (Chagoya-Méndez,
2004).

Durante el proceso de extraccién del mezcal, al final de la etapa de fermentacion y
destilacion del tallo o pifia, se elimina el bagazo de maguey. En el Cuadro 1 se puede

apreciar el contenido lignocelulésico del bagazo de maguey.

Cuadro 1.- Composicion del bagazo residual de la industrial del mezcal (agave
angustifolia haw.) (Rodriguez-Macias et al., 2010).

%

COMPONENTE
Celulosa 43
Hemicelulosa 19
Lignina 15
Nitrégeno total 3
Pectina

Azucares residuales 10
Otros 9
Total 100

México es el principal productor de mezcal, en el Cuadro 2 se muestras los principales
estados productores del agave mezcalero con sus respectivas superficies, como
podremos ver Oaxaca es el estado con la mayor produccion del agave mezcalero y por

tanto el mayor productor del mezcal en el pais.



Cuadro 2.- Principales estados productores de agave mezcalero en México (SAGARPA
- SIAP, Marzo 2012).

Superficie Superficie » % de la
Estado sembrada cosechada Produccion superficie
(Ha) (Ha) fon. sembrada
Durango 237 N/D N/D 0.15%
Guanajuato 15419.99 1179 93166 9.50
Guerrero 327.94 133 6302.1 0.20
Michoacan 7277.01 6.5 845 4.48
Oaxaca 14759 5874 356402.44 9.09
San Luis Potosi 90 N/D N/D 0.06
Tamaulipas 9872.42 5 400 6.08
Zacatecas 3962 410.5 29992.9 2.44

2.1.2 Diagrama del proceso de elaboracion de mezcal

A continuacién se presenta el diagrama general del proceso de elaboracion del mezcal
(Figura 2), el cual da origen al bagazo residual de maguey, cuya materia prima servira
en la produccion de bioetanol. Proceso de elaboracion del mezcal (Vazquez-Beltran,
2006):

Coccion de agave mezcalero: el proceso dura aproximadamente 8 horas. Molienda: En
la fase de molienda se emplea agua, energia eléctrica y se genera bagazo que es

apilado sin darle ningun uso esperando a ser tirado.

Fermentacion: Esta fase se puede decir que es la parte medular de todo el proceso de
elaboracion de mezcal ya que es en ella donde se generan los alcoholes que
posteriormente seran destilados. La fase de fermentacién también es conocida como de

descomposicion, por el hecho de romper las moléculas de azucares formados en la



fase de coccién del maguey en alcoholes por medio de microorganismos que son los
generadores del rompimiento de las moléculas de azucares en alcoholes, la energia
eléctrica que se utiliza en esta etapa para bombear los jugos y separar éstos de mosto,
el cual es removido tanto en la entrada como en la salida de los recipientes donde se

lleva a cabo la fermentacion.

Destilacion: este proceso que consiste en destilar el mezcal, para lo cual se requiere
tener una mezcla homogénea de alcoholes permitidos para consumo humano, de una
mezcla de varios componentes, que entre ellos se encuentran las cetonas, acetonas,

acetatos, alcoholes primarios que como el n-butanol, y el n-pentanol.
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COCCION DE AGAVE MEZCALERO

. i Carga de
Caldera Alimentacion
de de vapor de Autoclave ‘1'
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Bagazo
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Figura 2.-Diagrama de flujo de la produccion de mezcal a partir de Agave angustifolia

Haw. en México (Vazquez-Beltran, 2006).



2.2 Generacion del bagazo de agave

La industria mezcalera en México, particularmente en Oaxaca, es de suma importancia.
La continua y creciente demanda del mezcal da lugar a la produccion de millones de
litros anuales de esta bebida. Sin embargo, aunado a este proceso de produccion, se
encuentra también la generaciéon de residuos, siendo el bagazo de agave uno de los
principales. Este desecho es la fibra residual que queda después de cocinar, moler y
extraer el jugo fermentable de la pifia del Agave angustifolia Haw. de la variedad
espadin. El agave angustifolia Haw. llega a su estado de madures en un tiempo de 7 a

10 afos, dependiendo de las condiciones del cultivo (Lopez-Hernandez, 2008).

La produccién de bagazo de agave es equivalente al 40 % del peso de las cabezas de
agave molidas. Si se considera que en el aflo 2008 se molieron 834 mil toneladas de
agave (CRT 2008) se concluye que en tal solo ese afio se generaron 333600 toneladas

de bagazo (ifiiguez et al., 2011).

Anualmente se generan 4, 807,275 toneladas de bagazo o residuo, como material de
desecho. Actualmente es vertido en areas improductivas y/o arroyos. El volumen de
este desecho es muy grande y esto se ha llegado a convertir en un problema ambiental

y econdémico (Zarate -Altamirano, 2006).

Adicionalmente, el contenido de azucares remanentes es suficiente para la infestacion
por hongos y levaduras fermentadores, lo que genera malos olores y productos
indeseables, siendo también un excelente hospedero para plagas (insectos y roedores)
y enfermedades de plantas (Rodriguez et al., 2010).



2.3 Composicion de la materia lignoceluldsica
2.3.1 Material lignocelulosico

Los materiales lignocelulésicos estan integrados principalmente de tres constituyentes
poliméricos: la celulosa, hemicelulosas (que en conjunto se les llama holocelulosa) y
lignina los cuales estan asociados los unos con los otros y son los que finalmente sirven

de soporte estructural a la pared celular (Guarnizo-Franco et al., 2009).

Estructura general de la pared celular de una planta (Figura 3). La lignocelulosa es el
principal y mas abundante componente de la biomasa producida por la fotosintesis,
anualmente se forman 200,000 millones de toneladas en el mundo (Ragauskas et al.,
2007).

Parede celular

| Parede Celular

Primaria
Hemicelulose \ _J Membrana
¥ T} Plasmatica

Celulose g

Figura 3 -Estructura de la pared celular de la planta (Robledo-Olivo et al., 2012).
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2.3.2 Celulosa

La celulosa es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos p-1,4 que se
estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por puentes de hidrégeno
y fuerzas de van der Waals intramoleculares, formando una estructura cristalina
resistente a la hidrdlisis y regiones amorfas susceptibles a la degradaciéon enzimatica
(Figura 4) (Ovando-Chacon y Waliszewski, 2005).

I 1 ]

| celobiosa |

CELULOSA

Figura 4.Estructura quimica de la celulosa (Aroca, 2009).

2.3.3 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacéridos formado por pentosas
(D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) que forman
cadenas ramificadas y los acidos 4- O- etilglucurénico, D-galacturénico y Dglucuronico,
los azucares estan unidos por enlaces B-1,4 y ocasionalmente por enlaces (3-1,3 (Perez
et al., 2002).

La hemicelulosa (Figura 5), suele ser un polimero de menor masa molar que la celulosa
y mas facilmente hidrolizable debido a su estructura predominantemente amorfa. Las
hemicelulosas, al igual que la celulosa, se han perfilado como fuente de azucares
(Guarnizo-Franco et al., 2009).
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Figura 5. Estructura quimica de la hemicelulosa (Aroca, 2009).

2.3.4 Lignina

La lignina (Figura 6), es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado
por alcoholes aromaticos que da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y
proteccion a los polisacaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente

resistente a la degradacion quimica y biolégica (Aro et al., 2005).

Lamina
media
Pared
ignina — = celular
: ; primaria
Hemicelulosa
o =_ Membrana
Microfibras + plasmatica
de celulosa
ol ‘m‘.ﬂ“lc\}ls\n mu‘,w‘;ef

Figura 6 Estructura quimica de la lignina (Robledo-Olivo et al., 2012).
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2.4 Pretratamiento

Se le denomina pretratamiento al conjunto de acciones para mejorar el rendimiento en
la obtencién de azucares fermentables desde la biomasa inicial. Cualquier mejora que
se haga en los procesos mostrados debe reflejarse en un mayor rendimiento y

economia en la obtencién de etanol (Guarnizo-Franco et al., 2009).

Una etapa de pretratamiento se realiza normalmente para reducir la obstinacion por
despolimerizacion y solubilizacion de hemicelulosa (aproximadamente 20 a 40% en
peso por peso de la biomasa).Este paso convierte hemicelulosas a monosacaridos y
oligosacaridos, que pueden hidrolizarse o fermentadas mas.La eliminacion de
hemicelulosa de las microfibrillas se piensa para exponer el ndcleo de celulosa
cristalina, que luego puede ser hidrolizada por las enzimas de celulasa. Ademas, el
tratamiento previo normalmente se rompe la rigidez macroscépica de la biomasa y

disminuye las barreras fisicas para el transporte de masa (Himmel et al., 2007).

El pretratamiento puede ser:
2.4.1 a) Acido

El pretratamiento acido involucra el uso de acido sulfurico, nitrico y clorhidrico para
remover la hemicelulosa y exponer la celulosa para la digestion enzimatica. (Schell et
al., 2003). La principal reaccion que se produce durante el pretratamiento acido es la
hidrolisis de hemicelulosa, sin embargo la hemicelulosa solubilizada (oligémeros) puede
ser objeto de reacciones hidroliticas y producir monémeros, furfural e Hidroximetil
furfural (HMF). Durante el pretratamiento acido se solubiliza la lignina rapidamente en

entornos acidos (Ramos et al., 2003).

13



Los pretratamientos clasicos implican el uso de soluciones de &cido sulfarico diluido,
usualmente al 5 % con rendimientos del 100 % a 160 °C, o concentrado, al 77 % a mas
baja temperatura con lo que se logra por hidrolisis acida, la formacion de azucares

(Guarnizo-Franco et al., 2009).

2.4.2 b) Alcalino

El pretratamiento con NaOH diluido produce un hinchamiento de la biomasa, lo que
conduce a un aumento del area superficial interna, un descenso de la cristalinidad, una
separacion de las uniones estructurales entre la lignina y los carbohidratos y una rotura
de la estructura de la lignina (Figura 8) (Nifio-Lépez et al., 2013).

Hemicellulose Pretreatment

Hemicellulose

Lignin

Lignin

Cellulose
‘ellulose

Figura 7. Esquema que representa el cambio de la estructura del material
lignocelulésico posterior a un tratamiento (Bhatia, 2012).

Las condiciones para el pretratamiento alcalino suelen ser menos graves que otros
tratamientos previos (Menon y Rao, 2012). Se han encontrado resultados favorables,
utilizando hidroxido de sodio al 2 % con ebullicion durante 60 minutos (Yue et al., 2009).
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2.5 Hidrolisis enziméatica

La hidrdlisis enzimética es un proceso catalizado por sistemas multienziméticos que
atacan tanto a la celulosa como a la hemicelulosa de los materiales lignocelulésicos,
actuan sinergisticamente, de alta termoestabilidad, alta afinidad por los sustratos, alta
actividad especifica y reducida adsorcion no especifica a la lignina. La hidrdlisis
enzimatica de la biomasa consiste en tres pasos: adsorcion de las enzimas sobre la
superficie del sustrato especifico, biodegradacion del sustrato para liberar los azlcares
fermentables, y desorcién de las enzimas en algunos casos. La adsorcion irreversible
de las enzimas sobre sustratos no especificos (lignina) es parcialmente responsable de
su desactivacion. La hidrolisis de la celulosa produce glucosa y la de la hemicelulosa
principalmente xilosa y arabinosa. Para la conversion de la fibra en azlcares se utilizan

enzimas comerciales (Urribarri-Cobo, 2011).

La accion enzimatica para llevar a cabo la hidrélisis de la celulosa implica la operacion
secuencial y la accion sinergista de un grupo de enzimas llamadas celulasas, que
presentan diferentes sitios de enlace, debido a la naturaleza compleja de la molécula de
celulosa. Los hongos y bacterias anaerobias degradan la celulosa a través de
celulosomas, habitan en aguas residuales y en el rumen y el tracto intestinal de los
animales herbivoros e insectos como escarabajos y termitas (Ovando-Chacén y
Waliszewski, 2005).

2.5.1 Celulasas

Las celulasas de origen flangico, principalmente de los géneros Trichoderma,
Phanerochaete y Fusarium, han sido las mas estudiadas por la capacidad de estos
microorganismos de producirlas en grandes cantidades y de forma extracelular,
facilitando su separacion en los medios de cultivo, del cual se obtienen basicamente

una mezcla de celobiohidrolasas y endoglucanasas (Rodriguez et al., 2010).
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Hay tres tipos de celulasas: las endoglucanasas (EGs),que cortan azarosamente en
regiones amorfas de la celulosa generando oligosacéridos, esto causa la disminucion
en el largo de las cadenas y un incremento de los azlcares reductores; las
exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBHSs), que actian sobre los extremos reductor
y no reductor de las cadenas de celulosa liberando glucosa o celobiosa y las B-
glucosidasas, que hidrolizan la celobiosa y las celodextrinas para liberar dos
moléculas de glucosa (Figura 8) (Lind et al., 2002).

-endoglucanasa
-, ) (

AN

o

p-exoglucanasa

e b

Figura 8. Mecanismo de accion de las celulasas (Aroca, 2009).

2.6 Microorganismos para la produccién de etanol

Desde hace muchos afios las Saccharomyces cerevisiae y la Zymomonas mobilis han
utilizadas para la produccion de etanol, pero la explotacion a nivel industrial de esta
dltima es minima. Saccharomyces cerevisiae es uno de los microorganismos mas
atractivos para trabajar, se ha comprobado a través de la historia que no es patégeno,

ya que se ha utilizado en las industrias alimentarias y ha sido clasificado como un
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organismo GRAS ( Generally Recognized As Save) (Ostergaard et al., 2000). Asi
mismo, posee un gran potencial para la produccion de etanol fermentando la glucosa,
soportando altas concentraciones de la misma, logrando altos niveles de produccion y

rendimiento (Chandrakant y Bisaria, 2000).

Bajo condicion es anaerdbicas, el piruvato es aun mas reducido a etanol con la
liberacion de CO2. La levadura Saccharomyces cerevisiae es un huésped atractivo para
la produccion de proteinas recombinantes, debido a que es un organismo no patégeno
libre de endotoxinas para el hombre y su utilizacién a escala industrial se remonta hace
siglos. Presenta como ventajas su facil manejo y alta velocidad de crecimiento en
comparacion con las bacterias en condiciones anaerobias, posee una organizacion
subcelular eucarionte capaz de realizar los procesos postraduccionales de proteinas

complejas (Cuervo et al., 2009).

2.7 Fermentacién alcohodlica

La fermentacién alcohdlica es una reaccién que permite degradar azucares en alcohol y

diéxido de carbono. La conversion se representa mediante la ecuacion:

CeH1206 ——> 2C2Hs0OH +2CO0O2

Las principales responsables de esta transformacion son las levaduras. A pesar de
parecer, a nivel estequiométrico, una transformacion simple, la secuencia de
transformaciones para degradar la glucosa hasta dos moléculas de alcohol y dos
moléculas de bidxido de carbono es un proceso muy complejo, pues al mismo tiempo la
levadura utiliza la glucosa y nutrientes adicionales para reproducirse. El rendimiento
tedrico estequiométrico para la transformacion de glucosa en etanol es de 0.511 g de
etanol y 0.489 g de CO 2 por 1 g de glucosa. Este valor fue cuantificado por Gay
Lussac (Vazquez y Dacosta, 2007).
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2.8 Energias alternativas

La energia renovable es aquella derivada de recursos que son regenerativos, siendo,
por esta razén, fundamentalmente diferentes de los combustibles fésiles. Del consumo
total de energia mundial, aproximadamente un 12% fue obtenido de fuentes renovables
de energia hidroeléctrica, biomasa y, en menor grado, otras fuentes, como las energias
geotérmica y edlica. Sin embargo, con el avance del precio del petréleo, la disminucion
de las reservas, inestabilidad politica en los principales paises productores de petroleo,
ademas de una mayor demanda ambiental, se considera cada vez mas las fuentes
renovables como alternativa viable para revertir el cuadro actual (Monteiro-Machado,
2010).

La bioenergia hace referencia a la energia (primaria) renovable derivada de biomasas o
de fuentes bioldgicas, tales como lefia, subproductos agricolas, carbén, turba o
estiércol. La bioenergia se encuentra en una posicion dominante, al representar el 77 %
de las energias renovables (10 % del total), la mayoria de las cuales proviene de la lefia
(87 % de la bioenergia) (Unesco, 2014).

Diversificar la oferta energética e incrementar el uso de energias renovables es
conveniente para México por razones estratégicas, econdmicas y ambientales. Usando
bien los biocombustibles México puede contribuir a resolver los problemas globales y
jugar un papel de liderazgo demostrando el uso responsable de sus recursos (Molina,
2010).

2.8.1 Biocombustibles

Biocombustible es el término con el cual se denomina a cualquier tipo de combustible

gue derive de la biomasa, nombre dado a cualquier materia organica de origen reciente
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gue haya derivado de animales y vegetales como resultado de un proceso de

conversion fotosintético (Serna et al., 2011).

La industria de biocombustibles presenta enormes oportunidades como consecuencia
del aumento de los precios del petréleo y la necesidad de reducir las emisiones de
diéxido de carbono (De La Cruz-Delgado, 2009).

2.8.2 Biogas

Hasta hace poco tiempo, el biogas era simplemente visto como un subproducto,
obtenido a partir de la descomposicién anaerdbica del desecho urbano, residuos
animales y del lodo proveniente de estaciones de tratamiento de efluentes domeésticos.
Sin embargo, en los ultimos afios, delante del gran volumen de residuos provenientes
de las exploraciones agricolas y pecuarias, asi como también aquellos producidos por
mataderos, destilarias, fabricas de lacteos, tratamientos de alcantarillados domésticos y
entierros sanitarios, la conversion energética del bio- gas se presenta como una
solucion y un logro ambiental, la reduccién de costos en la medida en que reduce el
potencial toxico de las emisiones de metano, al mismo tiempo en que produce energia
eléctrica (Monteiro-Machado, 2010).

El proceso de formacion del biogas consiste en la descomposicion del material por la
accion de bacterias (microorganismos acidogénicos y metanogénicos). Se trata de un
proceso conocido hace mucho tiempo, que ocurre naturalmente con casi todos los
compuestos organicos y es usado para la conversion en energia de cocimiento,
iluminacion y como biofertilizante, siendo muy popular en los paises asiaticos, a
ejemplo de China e India. EI mecanismo de descomposicion anaerdbica se desarrolla
por la acciébn de un consorcio de microorganismos. El bio-gas, producto de la

degradacion anaerobica, es compuesto mayoritariamente por metano (50%— 70%) y

19



CO2. Ese gas puede ser colectado y utilizado como combustible (generacion de calor o
energia) (Weiland, 2010).

2.8.3 Biodiesel

Es un biocombustible que se produce a partir de los acidos grasos derivados de aceites
gue pueden ser de origen vegetal o animal, los cuales pueden ser sometidos a varios
procesos, pero el mas utilizado se llama transesterificacion. Este consiste en convertir
los triglicéridos en esteres, para lo cual se produce una reaccidon en los aceites
mediante el uso de un alcohol, que puede ser metanol o etanol, y un catalizador, que
puede ser hidroxido de sodio o hidroxido de potasio. Luego se decanta la sustancia
resultante, quedando el biodiésel en la parte superior y glicerina en la parte inferior
(IICA, 2007).

2.8.4 Bioalcohol

La mayor produccion de alcohol esta referida a el etanol, este es un liquido incoloro e
inflamable con una densidad de 0.789 g/cm® y una fase liquida lo cual lo hace
totalmente miscible en agua, tiene un punto de fusion de -114.3°C (158.8 K), y un punto
de ebullicion de 74.4°C (351.6 K), Acidez de 15.9 (H* del grupo), con una viscosidad
1,200 cp a 20 °C y un momento dipolar 1.69 D (gas) (Uyazan et al., 2004).

El bioetanol es producido por la fermentacion de azucares simples o polisacaridos como
la celulosa y el almidon que pueden ser convertidos en azucares simples. Las fuentes

de carbohidratos se pueden clasificar en tres grupos (Mussatto et al., 2010).

a.- Materiales con azucares simples (glucosa, sacarosa, fructosa y lactosa): cafia de

azucar, remolacha azucarera, sorgo, suero de leche y melazas.
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b- Materiales amilaceos; maiz, trigo y tubérculos como el boniato y la mandioca.

c- Biomasas lignocelulésicas: materiales lefiosos, pajas, residuos agricolas de cultivos y
de pastos (switchgrass) e industriales.

La produccién actual de bioetanol se basa en etanol a partir de almidon y azucares,
pero ha habido un debate considerable acerca de su sostenibilidad. En este contexto el
bioetanol producido a partir de biomasa lignocelulésica es una interesante alternativa ya
qgue los materiales lignocelulésicos no atentan contra la seguridad alimentaria y estan
disponibles como desechos siendo el recurso renovable més abundante, se estima una
producciéon anual de 1x10'° toneladas en todo el mundo, por lo tanto el costo de la

materia prima es muy bajo (Sanchez y Cardona, 2008).

La produccion mundial de bioetanol ha presentado un comportamiento de crecimiento
continuo en los ultimos afios y se espera que siga la misma tendencia. Los materiales
lignocelulésicos son los que ofrecen un mayor potencial para la produccion de bioetanol
por lo que el bagazo de agave resulta una materia prima atractiva (Estupifian-Garcia,
2008).

En el afio 2009, la produccion de bioetanol fue de aproximadamente 90 millones de m3,
siendo aproximadamente el 80% utilizado (73 millones de m3) como combustible y el
otro 20% utilizado para usos domésticos o industriales. Los mayores productores de
bioetanol son Estados Unidos y Brasil, con una produccién de 40,6 millones de m3 y
23,9 millones de m3 respectivamente, sin embargo, la generacion de estos
combustibles proviene de la explotacion de maiz y cafia de azucar, cultivos destinados
para la alimentacion humana lo que ha generado una gran controversia social,
econdémica y politica. Como solucion a este problema existe la posibilidad de utilizar

bioetanol de segunda generacion que se puede obtener a partir de fuentes no
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comestibles como desechos agricolas y forestales (residuos lignoceluldsicos) (Juri-
Awad, 2011).

2.9 Aplicacion del bioetanol

México se beneficiaria de la introduccion del etanol como combustible de muchas
formas: creacion de empleo, desarrollo de la economia rural, ampliacion de las
infraestructuras sociales en zonas rurales, mejora de la seguridad energética,
conservacion de los recursos petroliferos, mejor gestion del agua, expansion de la
agricultura a tierras mas secas cosechando cultivos resistentes, ahorro en los
intercambios exteriores, motivacion de la comunidad cientifica y tecnolégica, incentivos
a la industria de bienes de produccion, mejora del medio ambiente local y global. El
equipamiento para la fabricacion de etanol y la generacion combinada de calor y
electricidad., creando empleos de calidad y fortaleciendo la industria (Estupifian-Garcia,
2008).

2.10 Sacarificacion y fermentacion simultanea

La hidrdlisis enzimatica separada de la fermentacion (SHF) (Anders et al., 2003) ofrece
varias ventajas en el proceso de obtencion de etanol. Permite que las enzimas operen a
altas temperaturas para incrementar su actividad y los organismos fermentativos
trabajen a temperaturas moderadas, optimizando la utilizacion de los azucares. Sin
embargo, actualmente existe la tendencia de obtener etanol en una sola etapa porque
implica menor costo, altos rendimientos de etanol y tiempos mas cortos del proceso
(Stenberg et al., 2000).

Este método combina en una Unica etapa de hidrélisis enzimatica de celulosa y de
productos de la fermentacion del azlUcar. Se trata solamente la fermentacion de

glucosa. La conduccion de la co-fermentacion concomitantemente a la hidrdélisis de las
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fracciones celuldsica y/o hemiceluldsica comprende el proceso SSCF (sacarificacion
simultanea a la co-fermentacion). Hay muchos beneficios en utilizarse la SSF. Una vez
que los azucares son fermentados inmediatamente después de su produccién, los
riesgos de inhibicidon por productos finales de la hidrolisis son reducidos. Eso resulta en
posibles mayores tasas de conversion, mayor rendimiento y concentracion de etanol, y
en menor concentracion de enzima necesaria. Ademas de eso, el costo del equipo es
reducido (solamente un reactor) y la presencia de etanol durante la hidrolisis disminuye

el riesgo de contaminacion (Monteiro-Machado, 2010).

Este nuevo esquema de proceso reduce: el niumero de reactores (figura 9), el
requerimiento energético, el requerimiento de enzimas, el tiempo de reaccién y la
inhibiciébn de las enzimas, ya que en él los azucares producidos son fermentados
inmediatamente a etanol, lo que se refleja en rendimientos de hidrélisis mas altos,
necesidad de menores dosis de enzima, reduccion del tiempo total de proceso y

productividades de etanol més altas (Ballesteros et al., 2004).

BIOMASA LIGNOCELULOSICA

HFS l SFS
4 I
Hidrolisls | ¢mm Pretratamiento =m)
HIDROLISIS Y
l FERMENTACION
SIMULTANEAS

- J

Fermentacion

Figura 9. Integracion de las etapas del proceso de produccion de etanol (Vazquez-
Ortega, 2013).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio

La presente investigacion se llevé acabo en las instalaciones de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Lagua (UAAAN-UL) en el departamento de
Agroecologia en el laboratorio de investigacion cientifica y en el Instituto Tecnolégico de
Durango, Unidad de Posgrado Investigacion y Desarrollo Tecnolégico, en el Laboratorio

de Procesos Biotecnoldgicos Industriales.

3.2 Materia prima

Bagazo residual de Agave angustifolia de la variedad espadin, recolectado en la

carretera Oaxaca —Pochutla.

3.3. Material biolégico

En el Laboratorio de Procesos Biotecnoldgicos Industriales, se utilizdé la levadura

Saccharomyces cerevisiae ITD00196.

Asi mismo, como fuente de enzima comercial, se utilizd un extracto enzimatico

Celluclast 1.5 L NOVOZYMES®.
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3.4. Preparacion y caracterizaciéon de la materia prima
3.4.1 Molienda

El bagazo de Agave angustifolia fue sometido a reduccion del tamafio de particula,

mediante molienda en un molino y fue tamizado utilizando un tamiz de malla 18.

3.4.2 Determinacion de contenido lignocelulésico

Esta determinacion se realizd por el método de fraccionamiento secuencial (Rakesh-
Kumar y Daljit-Singh, 2011). Cada experimento fue realizado por cuadruplicado. Se
peso6 en una balanza analitica (Adventurer™) un gramo de muestra previamente molida
y tamizada depositandola en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se suspendié en 100
mL! de agua destilada, se someti6 a bafio Maria durante dos horas, después de este
tiempo se filtra a través de un crisol previamente tarado. El residuo se seca en una
estufa a 105 ° C hasta alcanzar un peso constante y esto fue considerado como parte

soluble en agua.

El residuo seco se suspendié en 100 mL* de H2SO4 0.5 M en matraces Erlenmeyer de
125 mL* se somete a bafio Maria por dos horas, se filtré y fue introducido en la estufa
por veinticuatro horas a 105 °C, se pesd y este peso fue representado como
Hemicelulosa. Para la determinacion de la celulosa y lignina el residuo se mezclé con
10 mL* de H2SOsal 72 % en matraces Erlenmeyer de 250 mL* y se mantuvo a 30 ° C,

durante una hora en un agitador rotatorio a 200 rpm.

El contenido se diluyé hasta la concentracion de 4 % de H2SOs, se introdujo en la
autoclave durante cuarenta minutos a 1.06 kg/ cm?. Posteriormente, se filtr6, se seca y
se pesa, la pérdida de peso fue considerada como celulosa, mientras que el residuo se

considera como lignina.
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3.5 Determinacién de humedad y cenizas
3.5.1 Humedad

Las capsulas vacias se colocaron en la estufa durante 12 horas posteriormente se

coloco en un desecador por 30 minutos y finalmente se pesaron.

De la muestra se pes6 1 gramo en una balanza analitica (Adventurer™) transfiriéndose
inmediatamente a la capsula seguido se introdujeron en la estufa utilizando unas
pinzas, donde se quedaron durante 24 horas. Seguido de esto se retiraron las capsulas
de la estufa y se trasladaron un desecador hasta enfriarse, se pesaron para observar si

habia alcanzado un peso constante.
Calculo:

Peso de la muestra: W1 (g)

Pérdida de peso: W2 (g)

Humedad (%): (W1-W2/W1)*100

3.5.2 Cenizas
Las cenizas de obtuvieron por calcinacién a 550°C durante 3 horas.

Se tomo6 1 gramo de muestra por cuadruplicado, depositandose en crisoles previamente
tarados, al término del tiempo establecido se peso6 cada crisol y por diferencia de peso

se va a reportar el contenido de cenizas.

3.6 Pretratamiento

Se utilizé un método alcalino (NaOH) (Yue et al., 2009) bajo las siguientes condiciones:

Se pesaron en una balanza analitica (Adventurer™) 8 muestras de 12 g cada una
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previamente molidas y tamizadas, se depositaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL™.
Conteniendo cada uno 150 mL* de NaOH al 2% se colocaron en un bafio Maria a punto
de ebullicién durante 60 minutos. A continuacion se enfriaron a temperatura ambiente,
se filtraron en tela de nylon, se lavaron con 300 mL* de agua de la llave y luego con
200 mL* de agua destilada. La porcién solida se exprimié y se colocé en una estufa a
100 °C por 24 horas, para luego guardarlo en bolsas de plastico herméticamente

cerradas.

La fraccion liquida se conservo en recipientes de vidrio para determinar su contenido de

azucares reductores.

3.7 Determinacién de azlicares reductores

La determinacion de azlcares reductores se realizé por el método del acido
dinitrosalisilico, DNS de (Chaplin y Kennedy, 1994).

Se prepard 250 mL* del reactivo DNS. Para dicha preparaciéon se pesaron 0.2 g de
acido dinitrosalicilico, 75 g de tartrato de Sodio y Potasio, 50 mL* de NaOH 2 M, todo
se diluyo con agua destilada en un matraz aforado de 250. Posteriormente fue
transferido en una botella color ambar donde fue dejado por 24 horas para su mejor

dilucion y posterior uso.

3.7.1 Curva patron de glucosa

Se prepararon 100 mL* de glucosa al 0.2%, posteriormente se prepararon diluciones
(Cuadro 3). Se agregd 1 mL? de reactivo DNS, se colocan los tubos a bafio Maria a
ebullicién por 10 minutos luego de enfriarlos se ley6 la absorbancia a 570 nm en un

espectrofotometro (HACH ®). Las determinaciones se realizaron por duplicado.
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Cuadro 3. Diluciones necesarias para la elaboracién de la curva tipo.

Concentracion de

Muestra por Vol. de Agua Glucosa
. . glucosa2g L (uL)
duplicado destilada pL gLt

1 1000 0 0

2 800 200 04¢glL?

3 600 400 0.8glL?

4 400 600 1.2glL?

5 200 800 16glL?

6 0 1000 20¢glL?

Posteriormente se grafico la concentracion de glucosa contra los datos obtenidos de la

absorbancia.

3.7.2 Determinacion de la concentracion de azlcares reductores

Se tom6 1 mL?! de muestra para realizar una dilucién de 1:10, se agregé 1 mL* del
reactivo DNS y se coloc6 en un bafio Maria a ebullicion, durante 10 minutos.
Inmediatamente después se enfrid la solucién en un bafio de agua fria durante cinco
minutos. Se determind la absorbancia en el espectrofotometro HACH® a una longitud
de onda de 570 nm. El blanco utilizado se sometié a las mismas condiciones de
reaccion de la muestra. El resultado se leyé en una curva patron de glucosa

previamente realizada. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

3.8 Determinacion de la actividad enzimatica

Se determind la actividad enzimatica del extracto comercial Celluclast 1.5 L de
NOVOZYMES. Por el método del papel filtro (Mandels y Stenberg, 1976), nombrado asi
porque utiliza papel filtro como sustrato para la medicién de la actividad celuldsica. La

unidad internacional de medicion de la actividad enzimatica utilizada para este método,
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es conocida como unidad de papel filtro (FPU). Los azuUcares obtenidos se
determinaron por el método reportado por Chaplin y Kennedy, (1994). La actividad

enzimatica del extracto se calculé mediante la ecuacion:

mL.

(1h) Cmred) (0.5mL) (S

B (1.5mL)(10)(Conc. de glucosa en %4

Factor de dilucion = 10
Tiempo de incubacion = 60 min.
Cantidad absoluta de la actividad enzimatica = 0.187

Volumen otorgado para la solucion de ensayo = 0.5 mL buffer

Se disolvieron 0.1 g de celulosa en 10 mL* de buffer de acetato de sodio 0.1 M. Se
enrollaron 0.1 g de papel filtro y se colocaron en tubos. Se adicionaron 0.5 mL* de la
solucién enzimatica 'y 1.0 mL™ de solucién buffer. Se mezclé brevemente con formacién
de vortex y se incub6 por durante una hora a 50°C. La reaccién se detuvo por inmersion
de los tubos en un bafio con hielo. Se tomaron 0.1 mL* de muestra y se adicion6 agua
hasta completar 1mL"1. Posteriormente se adiciono 1mL! de reactivo DNS a cada tubo
para gue se lleve a cabo la reaccion, se agitaron vigorosamente, luego se colocaron en
un bafio de agua a ebullicibn durante cinco minutos. Las soluciones se enfriaron a
temperatura ambiente, se transfirieron a celdas colorimétricas y se leyé la absorbancia
a 550 nm con el espectrofotémetro (Turner SP-830), utilizando agua como blanco. Se
leyé la concentracion de glucosa que corresponde a la absorbancia desde la curva de

calibracion.
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3.9 Activacion de la Levadura

Se utiliz6 la levadura Saccharomyces cerevisiae ITD00-196 de la coleccion del
laboratorio de Procesos Biotecnoldgicos Industriales. El indculo se prepar6 activado la
cepa en un matraz Erlenmeyer conteniendo 20 mL* de un medio YDP (Extracto de
levadura, dextrosa y peptona de caseina) adicionando 1.5 mL* de la cepa, por 6 horas
a 30°C y 120 RPM posteriormente se decanté en otro matraz Erlenmeyer con 200 mL™*
de medio YDP y se incubd a 30°C durante 18 horas a 120 RPM. Después este tiempo

se determind el numero de células por camara de Neubauer.

3.10 Sacarificacion y fermentacién simultanea

Para llevar a cabo la SFS, se utilizé un volumen de reacciéon de 30 mL™1, consistiendo
en 2 gramos de bagazo pretratado, 2,068 p de levadura y 1.2, 1.61 y 2.01
respectivamente a la concentracidon enzimatica del disefio experimental. Para
completar el volumen se utilizo medio YP (glucosa y peptona) como fuente de

nitrégeno.

Se pesaron 2 g de bagazo de Agave angustifolia pretratado, por duplicado, se
colocaron en frascos de vidrio de 100 mL*, utlizando 1X107 Cel/l mL! de
Saccharomyces cerevisiae, dicha concentracion del inoculo fue propuesta por
(Vazquez-Ortega, 2013) con un volumen de (1.2, 1.6 y 2 UPF/gcel.) de solucién
enzimatica (Celluclast 1.5 L NOVOZYMES®). Se ajustd un volumen de reacciéon de 30
mL' con medio YP (extracto de levadura y peptona). La mezcla se incub6 a una
temperatura de 36°C y 120 RPM durante 48 horas. Después de este tiempo se tomé en
tubos Ependorf 2 mL! de la muestra y se centrifugo a 5000 RPM durante 5 minutos. El
mMismo proceso se repitid con las temperaturas (38 y 40 °C). A las muestras obtenidas
se les determinG azucares residuales por el método de DNS de Chaplin y Kennedy,
1994 y etanol en el Cromatografo de gases utilizando el método del Manual de Agilent,
2007.
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3.10.1 Disefio Experimental

El disefio experimental propuesto para la sacarificacion y fermentacion simultanea del
bagazo de Agave angustifolia Haw. fue un factorial de A x B con tres repeticiones.
Donde el factor A, nos representa las temperatura (36, 38 y 40 °C) y B, las diferentes
concentraciones de enzima (15, 20 y 25 UPF/ mL1); todos los experimentos se

realizaran por duplicado, durante un tiempo de incubacién de 48 horas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Disefio experimental

Tiempo (t) T(°C) Concentracién enzimatica UPF/gcel.

15

36 20

25

15

48 horas 38 20
25

15

40 20

25

3.11 Determinacion de etanol

El etanol es el resultado final del proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea

por lo cual se realizaron determinaciones de cada uno de los experimentos propuestos.

La determinacion se realizd por el método para etanol de Ledn. Con un volumen de
inyeccion de 1pL. modo- splittless utilizando como gas acarreador nitrégeno con una
temperatura de inyeccién de 220°C, flujo de 18.9 mL* de nitrégeno. Horno con una

temperatura inicial de 35 °C por dos minutos un incremento de temperatura de 10 °C
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por minuto hasta llegar a 210°C donde se mantiene por un minuto. La temperatura del
detector es de 250°C.

3.11.1 Curvatipo para determinacion de etanol

Se prepararon 30 mL? de etanol con una concentraciéon de 20 g L™, posteriormente se
realizaron diluciones de acuerdo al Cuadro 5.

Cuadro 5. Concentraciones necesarias para la curva tipo de etanol

Muestra Vol. de Agua Volumen de Concentracion de
destilada pL Etanol Etanol
1 0 20 20¢glL?
2 1000 10 10glL?
3 1000 5 05¢glL?
4 1000 2.5 0.25¢gL*
5 1000 1.25 0.12gL*?
6 1000 0.625 0.06gL*
7 1000 0.312 0.03gL*
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

El bagazo de Agave angustifolia es una buena opcion para la produccion de etanol
como combustible. Los resultados son expuestos segun el orden dado en la

metodologia.

4.1 Molienda y tamizado

Después de ser triturada y tamizada la materia prima se obtuvo un diametro de

particula de 0.0394 pulgadas cm?.

4.2 Propiedades fisico- quimicas de la materia prima

Posteriormente de haberse realizado la técnica fraccionamiento secuencial de en base
seca (Rakesh-Kumar y Daljit-Singh, 2011). Los resultados se pueden observar en el

siguiente Cuadro.

Cuadro 6. Contenido lignoceluldsico de diferentes especies.

Componente Base seca %
Bagazo de Agave Cafa de . Eucalyptus
o ] ) Pinus patula _
Angustifolia espadin Haw. azucar Camaldulensis
Celulosa 41.1 44.5 36.6 45.0
Hemicelul6sa 26.9 37.3 25.0 17.9
Lignina 14.5 12.5 28.5 29.5

Pinus patula, Eucalyptus camaldulensis (Gomez et al., 2013), cafia de azucar (Salcedo
etal., 2011).

33



De acuerdo con los resultados anteriores, la composicién de celulosa, hemicelulosa y
lignina del sustrato sin tratamiento, presentd valores similares a los reportados en la
literatura (Rodriguez-Macias et al., 2010). Asi mismo, el contenido de material
lignocelulésico del bagazo de Agave angustifolia Haw es relativamente similar al de
Pinus patula, y ligeramente menor a los de la cafia de azlUcar y Eucaliptus

camaldulensis.

4.3 Pretratamiento

El pretratamiento con NaOH al 2% produce un hinchamiento de la molécula de
celulosa, para facilitar un mejor hidrolizado y un acceso a los azlcares fermentables,

como se puede observar en los valores obtenidos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Contenido lignoceluldsico una vez pretratado.

Componente % Pretratado
Hemicelulésa 40.4
Celulosa 28.09
Lignina 15.11

El pretratamiento con NaOH, modificé el porcentaje de celulosa disminuyendo en un 13

% como resultado de la hidrolisis de la molécula.

En la literatura se menciona que el NaOH causa un aumento de la superficie interna de
la celulosa y disminuye el grado de polimerizacion y cristalinidad, lo que provoca el

rompimiento de la estructura de la lignina (Taherzadeh y Karimi, 2008).

La hemicelulosa aumenta ya que suele ser un polimero de menor masa molar que la
celulosa y mas facilmente hidrolizable (Guarnizo-Franco et al., 2009).A diferencia del
valor reportado para la lignina que permanece sin cambio significativo porque es

altamente resistente a la degradacion quimica y biolégica (Aro et al., 2005).
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En suma, el pretratamiento produce una separacion de los elementos estructurales
lignina y carbohidratos y la transformacion de la celulosa, que difiere considerablemente
de la primitiva ya que la celulosa pretratada se hidroliza hasta un 40% mas rapido que

la celulosa original (Gonzalez-Renteria et al., 2007)

4.4. Azucares reductores del bagazo de Agave angustifolia Haw.

Al realizar la determinacion de azucares reductores por el método de DNS la muestra
inicial contenia 10.72 g L. En otros sustratos que han sido utilizados para la
produccion de etanol se ha encontrado que estos contenian una mayor concentracion
de azucares reductores como es el caso de las algas marinas (14.5 + 2.1 g L?) (Ji-Suk
et al., 2012) y en el caso del bagazo de cafa de azlcar conteniendo (12.3 + 70.6)
(Silveira-dos Santos et al., 2010).

4.5 Activacion de la levadura y preparaciéon de inéculo

Después de realizar la metodologia para la cuenta en camara Neubauer se obtienen
580 ufc/ mL? con una dilucién 1:100. Para obtener el volumen asignado como inéculo

se parte de la siguiente ecuacion.

células  suma de células(uL)
mL  (0.4uL)(fD)(1 * 10~3mlL)

No.

f D= Factor de diluciéon

De acuerdo a la ecuacion anterior se requiere diluir para obtener un inéculo
recomendado por (Vazquez-Ortega, 2013) donde indica que 1*10 7 es una buena

concentracion para lograr mejores rendimientos de la produccion de etanol.
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Posteriormente se adiciond 2.068 pL de inoculo a cada una de las muestras y una
carga enzimatica segun se indico en el disefio experimental, tres experimentos por
duplicado para cada concentracion de enzima, los cuales se incubaron a tres
temperaturas (36°, 38° y 40° C) durante 48 horas. Resultando un total de 18

repeticiones.

4.6 Sacarificacion y fermentaciéon simultanea

El ensayo de SFS con una duracion de 48 horas, se tomaron muestras de cada
experimento y se realizaron las determinaciones de azucares residuales (Cuadro 8) y la

produccién final de etanol (Cuadro 9).

De acuerdo con los resultados encontrados para azucares residuales, el valor mas bajo
fue para 25 UPF a una temperatura de 40 °C (2.91 g L'') mientras que la mas alta fue
de (6.06 g L) para 20 UPF a una temperatura de 36 ° C. Estos resultados son similares
a los reportados por (Ballesteros et al., 2001) (2.1, 6.3 g L' Azucares residuales)
empleando pulpa y fragmentos de huesos de las aceitunas, y a los reportados por (Li et
al., 2014) (2.41,4.32gL?)

Cuadro 8. Promedio y desviacion estandar de azlcares residuales

AZUCAR RESIDUAL

(gLh
CE (UPF/mL-Y) 36°C 38°C 40°C
15 4.74 + 0.94 3.81 + 0.09 3.52 + 0.018
20 6.06 + 0.05 3.51+0.18 3.16 + 0.26
25 3.71 + 0.40 3.11 + 0.07 2.91 +0.02
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Cuadro 9. Resultados promedio (desviacion estandar) de la produccion de etanol a
partir de bagazo de Agave angustifolia.

ETANOL (g L)

Temperaturas
CE (UPF/mL™)
36 °C 38 °C 40 °C
15 8.19+0.19 8.68 + 0.82 4.55 +0.02
20 14.70 + 20.25 8.41+0.47 5.32 +0.50
25 18.98 + 16.59 10.67 £ 2.65 5.77+0.1

4.7 Determinacion de etanol del experimento realizado

Dado los resultados encontrados para etanol, el valor mas bajo se encontr6 a una
concentracion de 15 UPF mL? y a una temperatura de 40 °C (4.55 g L) de etanol. Lo
cual confirma que no es la temperatura 6ptima para la hidrolisis enzimatica. Mientras
que el valor mas alto fue para una concentraciéon de 25 PF mL* a una temperatura de
36 ° C (18.98 g L) de etanol. el valor mas alto de la produccién obtenida en este
experimento fue similar a los reportados por (Ballesteros et al.,, 2004) a base de
Eucalyptus globulus (17 g L1), paja de trigo (18.1 g L'!) y bagazo de sorgo dulce (16.2 g
LY.

Existen desventajas en cuanto a la incompatibilidad entre la temperatura de hidrélisis y
de fermentacion, la tolerancia de los microorganismos al etanol asi como la inhibicion

de las enzimas por el producto (Ye Sun y Cheng, 2002).

En la bibliografia revisada no se han reportado trabajos donde se haya utilizado el
bagazo de maguey en el proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea en
condiciones de laboratorio, lo cual abre la posibilidad de aplicar los resultados obtenidos

a un proceso a escala piloto.
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En la realizacién una simulacion siguiendo un Modelo multivariable, se concluye que las
operaciones unitarias de ozondlisis (pretratamiento), sacarificacion y fermentacion de
bagazo de maguey tienen una gran influencia en la factibilidad tecnologica y econémica

del proceso de obtencién de etanol (Estupiiian-Garcia, 2008).

Para la determinacion de la eficiencia de la sacarificacion y la levadura en el
experimento realizado se procedid a la realizacion de los siguientes calculos: el
rendimiento tedrico produce 92 g de etanol, por cada 180 g por lo tanto la relacion
etanol/glucosa es de 51.111% ((92/180) * 100). Si contenido de glucosa en la muestra
fue de 68.49*1.1= 75.33 g por cada 100 g de bagazo de agave. y tomando en
Consideracién que la glucosa residual fue de 3.71 g L, entonces, la glucosa
consumida fue de 71.62 g. De manera que, si el total de celulosa consumida (71.62 g)
se convirtieran en etanol, se obtendria de ella 23.6 g L de etanol teérico. En el
experimento se utilizaron 2 g de bagazo de agave, el cual contenia 1.4324 g de
celulosa (2 g * 0.7162). Considerando que la concentracion de etanol obtenida fue de
18.98 g L' entonces, la eficiencia de hidrolisis fue de 80.44 %, respecto al
rendimiento teérico maximo obtenible. Para producir 18.98 g L de etanol se requieren
0.3796 g L de glucosa por lo tanto si a la glucosa consumida se le resto la glucosa
utilizada (0.7162 g L't — 0.3796 g L) esto resulto que 33.66 g L fueron utilizados por la
levadura. Si el 0.7162 g L es igual 100 % entonces el 0.3796 g L pertenece al 53 %
de eficiencia de la levadura.
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CONCLUSIONES

1.- Se acepta la hipotesis nula, el bagazo de maguey es un sustrato apropiado para la

produccion de bioetanol.

2.- La eficiencia de hidrdlisis fue de 80.44 %.

3.- El consumo de los azucares por la levadura fue 53 %.

4.- Se obtuvo una produccién maxima de 18.98 g L de bioetanol.

Se requieren mas estudios para optimizar las condiciones ya que no se obtuvieron
valores estadisticos significativos (temperatura, concentracién enzimética y tiempo de
incubacion), siendo estas las condiciones mas importantes del proceso para dicho

sustrato.
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