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Resumen

Resumen

En la busqueda de fuentes alternas renovables, la biomasa lignoceluldsica es
una materia prima que se perfila para la produccion de biocombustibles. Diversos
autores han realizado pretratamientos, hidrdlisis quimica e hidrélisis enzimatica
sobre la biomasa lignocelulésica con la finalidad de liberar azucares
fermentables, La biomasa de amaranto (Amarantus hypochondriacus L) y
muérdago (Cladocolea loniceroides), son una alternativa atractiva debido a que
la primer biomasa se puede obtener como rastrojo derivado del cultivo de semilla
de amaranto y llega a producirse hasta 542.200 Ton/afo, es preciso mencionar,
que este residuo no tiene ninguna aplicacién industrial hasta el momento, por
otro lado, al utilizar la biomasa de muérdago, quien es una planta parasita, puede
eliminarse de los arboles que estan infectados en Xochimilco, Ciudad de México,
especificamente la zona chinampera, que ha sido declarado patrimonio cultural
de la humanidad. En el presente trabajo se tuvo por objeto evaluar el rendimiento
de azucares liberados por la hidrélisis quimica y enzimatica del amaranto
Amaranthus hypochondriacus y muérdago Cladocolea loniceroides para la
obtencidn de bioetanol. Las muestras de los materiales lignoceluldsicos se
recolectaron en las zonas de Santiago de Tulyehualco y de la chinampera de
Xochimilco, respectivamente. Las muestras fueron limpiadas y secadas al aire
libre, de las que posteriormente se obtuvierdn harinas mediante la molienda y el
tamizado con malla de 420 micrones. Posteriormente, se realizd6 un
pretratamiento de deslignificacion con NaOH 1N y CaSO4 durante 15min, del
cual se obtuvierén dos fracciones: fraccion sélida (FS) y fraccién liquida (FL).
presentando un rendimiento total de 23.3 hasta 51.1%. Para el proceso de
sacarificacion se realizd una hidrdlisis acida con H2SO4 al 5%, variando las
temperaturas (70, 90 y 110°C) y tiempos (60, 90, 110, 150 y 210 min) de
hidrdlisis, se obtuvo que a una temperatura de 90°C, durante 150 min. para el
rastrojo de amaranto se liberaron 14.1+£0.36 g de glucosa/ gramo de harina y con
las condiciones de operacion a una temperatura de 90°C, durante tiempo de
210min. para el tallo de muérdago se liberaron 10.79+0.21 g de glucosa/g de
harina. Se realizo la hidrdlisis enzimatica usando como sustrato rastrojo de
amaranto y tallo de muérdago con un pH 5.0 y buffer de acetatos comparando
dos tratamientos enzimaticos; con el primer tratamiento enzimatico se emplearon
las enzimas por separadas endo-1-4-3-D-glucanosa, cellobiohydrolasa, a 45°C
por un tiempo de 4h posteriormente se agregd hemicelulasa y celulasa a 37°C
en agitacion constante a 150 rpom donde se obtuvo hasta 30.88 +0.35 g de G/g
para el rastrojo de amaranto y 21.27+0.32 g de G/g para el tallo de muérdago.
para el segundo tratamiento se utilizé el coctel comercial de enzimas Driselase™
en agitacién a 150 rpm a una temperatura de 50°C, y un tiempo de 10h donde
se obtuvo menor cantidad hasta 19.66 + 0.29 g de G/ g para el rastrojo de
amaranto y 17.01 +0.74 g de G/g para el tallo de muérdago. para los dos
tratamientos se utilizo la misma concentracion 1g de muestra 100uL de las



enzimas. Posteriormente se realizo la fermentacion de los hidrolizados acidos y
enzimaticos del rastrojo de amaranto y tallo de muérdago con la levadura
comercial Saccharomyces cerevisiae a 30°C por 30h donde se obtuvo una
produccion de biomasa de 13 hasta 18.9 g/L para rastrojo de amaranto y de 9 a
11 g/L para tallo de muérdago. También se cuantifico el consumo de azucares
reductores. para todas las muestras la cantidad de sustrato se igualo a 170g/L,
el rastrojo de amaranto presenté un consumo de hasta 91.76% y el tallo de
muérdago su consumo fue de hasta 52.35%. se evaluo la produccion de etanol,
donde se logro producir de 18+0.45 hasta 42+0.18 g/L de etanol, la eficiencia de
la fermentacién obteniendo valores de 0.38+0.79 hasta 0.89+0.52 g de etanol/ g
de glucosa, el rendimiento biomasa-sustrato fue de 0.080 +0.53 a 0.224 +0.48 g
de biomasa/g de azucares reductores consumidos y el rendimiento producto-
sustrato de 0.22 +0.47 a 0.371 +0.68 g de etanol/g de azucares consumidos.
Concluyendo que el material lignoceluldsico estudiado puede ser utilizado en la
produccion de biocombustibles.

12



Abstract

Abstract

In the search for alternative renewable sources, lignocellulosic biomass is a raw
material that is emerging for the production of biofuels. Several authors have
carried out pre-treatments, chemical hydrolysis and enzymatic hydrolysis on
lignocellulosic biomass with the aim of releasing fermentable sugars. Amaranth
(Amaranthus hypochondriacus L) and mistletoe (Cladocolea loniceroides)
biomass are an attractive alternative because the first biomass can be obtained
as stubble derived from amaranth seed cultivation and up to 542 can be
produced. 200 Ton/year, it should be mentioned, that this residue has no
industrial application so far, on the other hand, by using the mistletoe biomass,
which is a parasite plant, can be eliminated from the trees that are infected in
Xochimilco, Mexico City, specifically the chinampera area, which has been
declared cultural heritage of humanity. The aim of this work was to evaluate the
performance of sugars released by chemical and enzymatic hydrolysis of
amaranth Amaranthus hypochondriacus and mistletoe Cladocolea loniceroides
for bioethanol production. The samples of the lignocellulosic materials were
collected in the areas of Santiago de Tulyehualco and Xochimilco chinampera,
respectively. The samples were cleaned and dried in the open air, from which
flours were later obtained through milling and sifting with 420-micron mesh. Later,
a delignification pre-treatment with NaOH 1N and CaSO4 was performed during
15 minutes, from which two fractions were obtained: solid fraction (FS) and liquid
fraction (FL). presenting a total yield of 23.3 up to 51.1%. For the saccharification
process, an acid hydrolysis with H2SO4 at 5% was performed, varying the
temperatures (70, 90 and 110°C) and times (60, 90, 110, 150 and 210 min) of
hydrolysis, it was obtained that at a temperature of 90°C, during 150 min. for
amaranth stubble 14.1+0.36 g of glucose/g of flour were released and with the
operation conditions at a temperature of 90°C, during 210 min. for mistletoe stalk
10.79+0.21 g of glucose/g of flour were released. The enzymatic hydrolysis was
carried out using as substrate amaranth stubble and mistletoe stem with a pH 5.0
and acetate buffer comparing two enzymatic treatments; with the first enzymatic
treatment, enzymes were used by separated endo-1-4-B-D-glucanose,
celllobiohydrolase, at 45°C for a time of 4h. Later, hemicellulase and cellulase
were added at 37°C in constant agitation at 150 rpm where it was obtained up to
30.88 +0. 35 g of G/g for amaranth stubble and 21.27+0.32 g of G/g for mistletoe
stem. For the second treatment, the commercial enzyme cocktail Driselase™ was
used in agitation at 150 rpm at 50°C, and a time of 10h where less quantity was
obtained up to 19. 66 + 0.29 g of G/g for amaranth stubble and 17.01 £0.74 g of
G/g for mistletoe stalk. For both treatments, the same concentration of 1g of
100uL sample of the enzymes was used. Afterwards, the amaranth stubble and
mistletoe stem acid and enzymatic hydrolysates were fermented with the
commercial Saccharomyces cerevisiae yeast at 30°C for 30h where a biomass
production of 13 to 18.9 g/L for amaranth stubble and 9 to 11 g/L for mistletoe
stem was obtained. It was also quantified the consumption of reducing sugars.



Nomenclatura

For all samples the amount of substrate was equal to 170 g/L, amaranth stubble
presented a consumption of up to 91.76% and mistletoe stem consumption was
up to 52.35%. 18 g/L of ethanol, the fermentation efficiency was obtained from
0.38+0.79 to 0.89+0.52 g of ethanol/g of glucose, the biomass-substrate yield
was from 0.080 +0.53 to 0.224 +0.48 g of biomass/g of reducing sugars
consumed and the product-substrate yield was from 0.22 +0.47 to 0.371 £0.68 g
of ethanol/g of sugars consumed. In conclusion that the lignocellulosic material
studied can be used in the production of biofuels.
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Nomenclatura

Nomenclatura

PEMEX
SEGOB
SENER
LPBD
MTBE
ML/a
MBPD
MJ/L
GJ

TJ

ton

Ha
OECD
IEA
SAGARPA
Lge
SARH
TAPPI
INERE
HQ

HE
H>SO4
NaOH
CaSO0,
HCI
DNS

g de G/g

Petroleos Mexicanos

Secretaria de Gobernacion

Secretaria de energia

Ley de Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos
Eter metil terbutilico

Millones de Litros al afio

Millones de Barriles por Dia

Mega Joule por Litro

Gigajoules

Teradoule

Toneladas

Hectarea

Organizacioén para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
Agencia Internacional de Energia

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.
Litro de gasolina equivalente

Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos
Technical Association Of the Pulp and Paper Industry
Inventario Nacional de Energias Renovables
Hidrolisis Quimica

Hidrdlisis Enzimatica

Acido Sulfarico

Hidroxido de Sodio

Sulfato de Calcio

Acido clorhidrico

Acido dinitrosalicilico

gramo de glucosa por gramo de muestra
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Introduccion

Introduccion

La creciente preocupacion por suplir las demandas energéticas para cada sector
de la economia debido al rapido desarrollo de las industrias, y a que estos
sectores utilizan principalmente combustibles fésiles como el petréleo y sus
derivados, gas natural y carbon mineral, a causa de la creciente incertidumbre
de los suministros de petrdéleo por la disminucion de las reservas conocidas,
junto con los problemas de contaminacion ambiental, la preocupacion por el
calentamiento global y las emisiones de gases de efecto invernadero asociadas
con el uso de combustibles fosiles (Saini, J., Saini R., y Tewari, 2015), ha
conducido al estudio de fuentes de energia alternas.

Fomentando la produccion y el consumo de energias consideradas renovables,
sostenibles y respetuosas con el medio ambiente, los biocombustibles,
principalmente los de segunda generacion, que pueden ser producidos a través
de la biomasa lignocelulésica, la cual puede ser residuos agroindustriales.

Entre los combustibles alternativos, el bioetanol cuenta con una produccion de
mas de 29 mil millones de galones en el 2019, el cual puede ser usado en lugar
de la gasolina, o bien en mezcla con esta. Se obtiene principalmente a partir de
maiz y cafa de azucar. Sin embargo, el uso de biomasa lignocelulésica de
residuos industriales y forestales como pajas, cascarillas, bagazos, residuos
animales, residuos de la industria agricola, residuos de zonas urbanas y cultivos
energéticos, son considerados como la materia prima del futuro de los
biocombustibles.

Por otro lado, la produccion de bioetanol a partir de material lignoceluldsico
implica diferentes etapas: pretratamientos térmicos, fisicos y/o quimicos, para
producir azucares fermentables, seguido de una fermentacion. Sin embargo,
estas etapas son costosas (Wen, F., et al., 2009) y por ello se requieren
importantes avances técnicos en diversos campos, para reducir los costos de
produccion a un nivel competitivo con la gasolina (AIE, 2010). La naturaleza
recalcitrante de la pared celular de los materiales lignoceluldsicos representa el
mayor desafio en ese campo. La matriz lignoceluldsica, compuesta por la
celulosa, la hemicelulosa y la lignina, le confiere resistencia al ataque de
microorganismos, enzimas y agentes quimicos.

El uso de acidos, enzimas y solventes organicos son los pretratamientos mas
frecuentes por la eficiencia en la liberacion de azucares, sin embargo, la
aplicacién de altas concentraciones imposibilita la recuperacion de solidos,
generan compuestos inhibitorios para los procesos fermentativos e incrementan
los costos de produccion (Wilkinson et al., 2017). El uso de aplicaciones
enzimaticas para la degradacion de materia organica y debido a la naturaleza de
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Introduccion

esta se tienen diferentes enzimas hidroliticas con actividad B-glucanasa,
celulasa, hemicelulasa, xilanasa, proteasas, lipasas (Ravindran y Jaiswal, 2016).

En este trabajo se estudiara la planta de rastrojo de amaranto y de muérdago
como fuentes de biomasa lignocelulésica por su alta disponibilidad, composicion
estructural, su bajo costo y los efectos positivos que tiene al disminuir los factores
de contaminacion que estos implican, el rastrojo de amaranto por su parte se
guema siendo fuente de contaminacién ambiental y el muérdago genera dafio a
los arboles hospederos provocandoles la muerte de los mismos, y se evaluara el
efecto que tiene aplicar tratamientos quimicos y enzimaticos sobre la estructura
de estos materiales lignoceluldsicos.
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Problematica

Una gran parte de los gases de efecto invernadero y de otros contaminantes
ambientales provienen del sector transporte, el cual se ve afectado por el alza
de precios de los combustibles derivados del petréleo. Los biocombustibles
liquidos representan una opcion a corto plazo para complementar la transicion
de combustibles derivados del petrdleo a combustibles renovables.

Actualmente la produccion de biocombustibles esta clasificada en cuatro
generaciones. En la primera generacion se utilizan materias primas provenientes
de alimentos de la canasta basica, generando un problema al utilizarlas
disminuyendo los suministros alimenticios. En la segunda generaciéon los
insumos son residuos agricolas y forestales compuestos principalmente por
celulosa. La tercera generacion aun es objeto de investigacion y su disponibilidad
comercial es limitada y la cuarta generacion esta en etapa de investigacion y
desarrollo; se tienen altos costos de produccion y procesamiento por lo que
utilizarlas presenta una desventaja.

Los pretratamientos que se utilizan para la liberacion de azucares fermentables
son también un factor importante a la hora de producir bioetanol. Para tratar la
materia prima se tienen cuatro pretratamientos: El pretratamiento fisico; ayuda a
reducir el tamafo de particula y la cristalinidad del material lignocelul6sico, pero
se tiene un alto consumo de energia y no se puede eliminar la lignina ni la
hemicelulosa. El pretratamiento quimico; es rapido, se tiene una alta conversion
de azucar, pero si se utiliza concentrado es toxico, corrosivo y tiene un alto costo.
El pretratamiento fisico-quimico transforma la lignina y la elimina, no produce
compuestos inhibidores, pero se necesitan altas temperaturas y presiones esto
genera costos elevados y se puede tener una menor eficiencia. El pretratamiento
bioldgico tiene un bajo consumo energético, degrada la lignina y la hemicelulosa,
pero tiene un bajo indice de hidrdlisis. Buscar alternativas que ayuden a reducir
los costos, a eliminar la lignina, a tener un menor consumo energético y una
mayor conversion de azucar es fundamental para el proceso.
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1. Marco referencial

1.1 Combustibles

El carbdén, el petréleo, gas licuado y el gas natural se conocen como
combustibles fésiles. Se han formado a partir de la acumulacién de grandes
cantidades de restos organicos provenientes de plantas y de animales. Sus
restos se acumularon en depresiones como fondos marinos o lacustres, donde
quedaron fuera del alcance de los microorganismos descomponedores aerobios.
Alli fueron cubiertos por capas de sedimento. La presion y la temperatura
crecientes transforman progresivamente esos restos organicos en petroleo,
carbén y gas, que pueden permanecer in situ 0 migrar a través de las rocas,
separarse, acumularse o incluso escapar a la atmédsfera. Los combustibles
fésiles que usamos hoy en dia se tardaron mas de 300 millones de afos en
producirse, no pueden durar para siempre, y debido a que las personas los usan
mucho mas rapido de lo que la tierra puede producirlos, se pronostica un
agotamiento de este recurso (Geoffrey M. Horn, 2010). Estos combustibles son
capaces de liberar energia cuando se oxidan de forma violenta con
desprendimiento de calor (Campbell, C., 2002).

Los combustibles fosiles son recursos no renovables ya que al contrario que
otros recursos de origen biolégico, como la lefia, el carbon vegetal, el bioetanol
y el biodiesel, no se pueden reponer a corto plazo.

Los biocombustibles son fuentes de energias renovables que provienen de seres
vivos. Algunos de estos combustibles se han utilizado durante mucho tiempo por
ejemplo la madera y el estiércol. Mientras tengamos luz solar, tierra, aire y agua,
siempre podemos cultivar mas biocombustibles, por lo que en la actualidad son
ampliamente investigados.

1.1.1 Panorama de los biocombustibles

Panorama internacional

Debido a que los combustibles fésiles representan la principal fuente energética
en el mundo, sus reservas estan agotandose a medida que aumenta la poblacion
mundial y volviéndose cada vez mas costosos; sus efectos negativos que tiene
sobre el medio ambiente como su contribucion en la emision de gases de efecto
invernadero, provocando pérdida de biodiversidad, cambio climatico, aumentos
en el nivel del mar, entre otros (World Bank, 2017). Lo anterior ha conllevado al
desarrollo de combustibles alternativos que sean renovables, sustentables,
econdmicamente viables y que reduzcan el efecto sobre el clima mundial.
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Brasil tiene casi 30 afos de experiencia en investigacion, produccion y uso del
etanol como carburante. En Estados Unidos, aunque comenzaron después han
superado a Brasil en la produccién de etanol. Brasil por su parte obtiene el etanol
de la cafa de azucar, sin embargo, Estados Unidos del maiz. Como se muestra
en la figura 1. la produccion de bioetanol ha tenido un aumento de casi el doble
de 2007 con 13 billones de galones y para el 2019 con mas de 29 billones de
galones esto debido a la importancia que se le ha dado a este biocombustible,
se tiene a Estados unidos como mayor productor seguido de Brasil, con una
menor cantidad de produccion Europa, China, Canada y el resto del mundo en
un menor porcentaje.

Produccion Mundial de Etanol
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Figura 1.Produccion mundial de etanol.
Fuente: www.afdc.energy.gov (2020).

Seguir investigando nuevas materias primas para lograr obtener bioetanol es un
desafio para los investigadores.

Situacién en México

México ha estado desarrollando normas, leyes y politicas que permitan introducir
este biocombustible al mercado. Segun la SEGOB en 2008, se desarrollaron
politicas como la Ley de Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos (LPBD).

De diciembre de 2008 a febrero de 2009 en Nuevo Ledn, el gobierno mexicano
realizé pruebas piloto para estudiar el rendimiento en los motores de vehiculos,
las emisiones a la atmosfera y el comportamiento de la gasolina oxigenada con
etanol al 6% en sustitucion al éter metil terbutilico (MTBE) (SENER, 2014).

Para 2015, Petréleos Mexicanos (PEMEX) realizé la subscripcién de contratos
para la adquisicién de etanol anhidro como componente para la gasolina.
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En agosto de 2016, se emitio la norma NOM-016-CRE-2016, la cual establecio
inicialmente el uso de etanol como oxigenante en gasolinas hasta en un 5.8% en
volumen, y prohibié su uso en las ciudades de México, Monterrey y Guadalajara.
Dicha norma se actualizé en junio de 2017 modificandose el limite permitido del
contenido de etanol en gasolina al 10% en volumen, es decir, E10 (Saldana,
2017).

La SENER estimo que para el 2020 se requeriria un volumen de bioetanol de
833 millones de litros al ano (ML/a). Esta produccidn estaria asignada entre los
ingenios con 462 ML/a y proyectos independientes con 371 ML/a.

1.1.2 Combustibles alternativos

Los biocombustibles se consideran renovables y sostenibles, son recursos
energéticos producidos a partir de biomasa, esta es materia organica originada
de un proceso biolégico, espontaneo o provocado y puede ser madera, residuos
forestales, residuos de cultivos, cultivos energéticos, residuos de animales,
residuos municipales entre otros. Los biocombustibles mas desarrollados y
utilizados son el bioetanol y el biodiesel. Pero también existen el biogas,
biopropanol, biobutanol, entre otros. (Delgado, J., et al., 2015).

Tabla 1. Clasificacion de los biocombustibles por su generacion.

Generacion Descripcion

Primera La materia prima son cultivos alimenticios que se procesan por medios

generacion convencionales, por ejemplo: el jugo de cafa, sorgo, las semillas del
maiz, la remolacha, las semillas de cartamo entre otras. Utilizando solo
procesos basicos como la fermentacion.

Segunda Son los combustibles que no utilizan fuentes comestibles como

generacion materia prima, por ejemplo: rastrojo de cafia, rastrojo de maiz, todo el
material de desecho de arbustos, residuos solidos municipales, entre
otros. Se tiene un mayor procesamiento sacarificacion,
transesterificacion, hidrdlisis y fermentacion.
A los biocombustibles de segunda generacion también se les conoce
como biocombustibles avanzados, los cuales utilizan materias primas
que no compiten con los alimentos y que pueden tener mejores
indicadores ambientales.

Tercera son vegetales no alimenticios de crecimiento rapido llamados cultivos

generacion energéticos, material proveniente de algas y de hidrogeno producido a
partir de material lignocelulésico, en este se realiza un proceso
anhidrido carbonico.

Cuarta Aun se encuentra en fase de estudio, pero son las bacterias

generacion genéticamente modificadas, que emplean anhidrido carbénico, su
rendimiento depende de la informacién genética de la bacteria.
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En la tabla 1. se muestra la clasificacion de los biocombustibles por generaciones
y su descripcion varian dependiendo los procesos que se realizan y la materia
prima que se utiliza (Acheampong et al., 2017).

1.2 Bioetanol

El etanol (C2Hs0OH) es un compuesto quimico inflamable, claro, biodegradable y
ligeramente toxico. Es el tipo de biocombustible mas dominante que puede ser
utilizado como combustible puro o en combinacidén con gasolina, y es producido
principalmente en Estados Unidos y Brasil a partir de maiz y cafa de azucar
respectivamente, por ser la materia prima de la que pueden disponer en mayor
cantidad en estos paises. Otras fuentes son la remolacha, el sorgo, la mandioca
ademas de material rico en celulosa llamados materiales lignoceluldsicos
(Talebnia, 2015) como pastos, arboles y varios productos de desecho de las
cosechas, el procesamiento de la madera y los desechos solidos municipales.

El etanol se produce de dos formas, aproximadamente un 93% se obtiene por el
procesamiento de materias primas que contienen azucar o almidon que son de
origen renovable y un 7% quimicamente por la reaccion de etano mas vapor de
agua, comunmente la fermentacion se realiza a partir de insumos de primera
generacion como la cafa de azucar o el maiz mediante el proceso de molienda
en seco seguido de licuefaccién, hidrolisis o sacarificacién y fermentacion con
enzimas que convierten los azucares en bioetanol y didxido de carbono
(Lennartsson y Erlandsson, 2014), también se pueden obtener a partir de otras
biomasas ricas en celulosa y hemicelulosa. Estos ultimos han tenido mayor
relevancia por su gran disponibilidad y bajo costo, ademas de que su uso de
manera eficaz minimiza la contaminacién ambiental, no acarrea problematicas
de seguridad alimentaria y resulta ser un proceso adecuado para la disposicion
de residuos agricolas (Potumarthi et al., 2013).

Por otro lado, el bioetanol celulésico se obtiene bioquimicamente a través del
proceso biologico de fermentacion de azucares generados comunmente de la
hidrolisis de la hemicelulosa y celulosa contenida en la biomasa celulésica
(Demirbas, 2007), también se puede derivar de insumos celulésicos con un
proceso termoquimico de conversion.

El etanol es un excelente combustible para motores ya que representa las
siguientes caracteristicas (Diaz y Herrera, 2003):

Tiene un mayor indice de octanaje que la gasolina

Su presion de vapor es menor al de la gasolina, lo que resulta en una
emision menos por evaporacion.

% Es menor inflamable que la gasolina, lo cual reduce el numero y la
severidad de los incendios en los vehiculos.

X/ X/
LS X4
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% El contenido energético del etanol es menor que la gasolina
(aproximadamente 2/3 partes), pero su rendimiento es similar.

El etanol carburante, derivado del material lignocelulésico, tendria un balance
energético de 4.4 MegadJoules por litro (MJ/L) a 6.6 MJ/L, mucho mayor que el
etanol derivado de maiz, que tiene un balance de 1.3 MJ/L a 1.65 MJ/L (Sims et
al., 2008)

La mezcla de combustibles fésiles con combustibles producidos a partir de
biomasa es un hecho ya consolidado, de facil implementacién, posibilidad
inmediata y con beneficios ambientales, por lo que se han establecido a nivel
mundial varios estandares para la mezcla de bioetanol con combustibles fosiles.

Al aprovechar varios residuos agroindustriales que de otra manera serian
contaminantes a eliminar se pueden tener beneficios ambientales, ademas que
se soluciona la necesidad de tierras de cultivo debido a que los residuos ya estan
disponibles.

En 2009, la OECD/IEA dieron el costo tedrico de producciéon de biocombustibles
lignoceluldsicos en dodlares estadounidenses por litro equivalente de gasolina
(Ige) de bagazos y rastrojos México tiene 3.1 dolares/GJ y para etanol
lignoceluldsico 0.79 dolares/Ige.

1.3 Fuentes de biomasa para la produccion de bioetanol

La biomasa incluye toda la materia organica que tienen su origen inmediato en
un proceso bioldgico, poseen caracteristicas biodegradables, son un recurso
renovable, es la fuente de materia organica mas abundante en la tierra, por su
potencial para la produccién de bioproductos y bioenergia sostenible, los
residuos de biomasa agroindustrial estan recibiendo mayor atencion (Ali, S. R.
et al., 2016). Toda esta biomasa es adecuada para la fermentacion de etanol
transformando carbohidratos en azucares fermentables. (Silva, E. K. et al.,2018).
La biomasa se puede clasificar segun su origen en: biomasa natural, producida
en los ecosistemas naturales; biomasa residual, generada como residuo en los
procesos productivos de los sectores agricola, forestal e industrial; cultivos
energéticos, son aquellos dedicados a la produccion de biomasa para su
utilizacién energética con fines no alimentarios. (Ballesteros I. et al., 2006)

1.3.1 Almidén

Dentro de las principales fuentes de biomasa para la produccién de bioetanol se
encuentran los cultivos de almiddn (cereales, tubérculos y raices, leguminosas y
frutos verdes e inmaduros). Los cuales se estan ampliamente distribuidos en el
mundo, son de facil conversién, pueden ser almacenados durante largos
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periodos de tiempo y presentan altos rendimientos de etanol (Zabed H. et al.,
2017)

1.3.2 Azicares

El bioetanol puede ser obtenido a partir de materias primas cuyas principales
constituyentes son azucares (Nwufo et al., 2016; Zabed et al., 2017), estas
fuentes representan un alto rendimiento de azucares y bajos costos de
conversion a etanol; sin embargo, su principal factor limitante es su disponibilidad
estacional (Vohra M. et al., 2014)

1.3.3 Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica es un recurso natural renovable ampliamente
distribuido en la naturaleza, el cual puede ser utilizado como fuente de energia
(Klass, 1998), es la forma mas frecuente de carbono renovable en el planeta (Jae
J. et al.,, 2010), puede convertirse en diferentes productos de alto valor:
biocombustibles, productos quimicos de valor agregado y fuentes de energia
baratas para la fermentacién microbiana como produccion de enzimas (Anwar,
Z. et al., 2014). Esta constituida por los tejidos de los vegetales cuyas células
presentan una pared celular que a su vez tiene un entramado de microfibrillas de
celulosa formando capas recubiertas de hemicelulosa y sobre las que se
deposita la lignina, su cantidad varia segun la fuente de este recurso (Horn et al.,
2012).

Como se muestra en la Figura 2. esta biomasa se compone principalmente de
tres tipos de polimeros: Celulosa (CsH1005)n (30-50 %), hemicelulosa (CsHsOa4)n
(15-40 %) y lignina [CoH1003 (OCHs) 0.9-1.7] (10-20 %) (Bhutto et al., 2017).
Aunque también se tiene agua, proteinas y otros componentes no significativos
que ocupan un 1% (Potumarthi et al., 2013).
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Figura 2. Estructura de la pared celular de una planta
Fuente: Silvia Morales, 2015.

Celulosa

Es el componente estructural principal de las plantas y recupera la importancia
COMO recurso quimico renovable para reemplazar los materiales derivados del
petréleo independientemente de las fuentes (Khalil, H. P. S. A. et al., 2014). Es
un polimero lineal de monémeros de D-glucosa que se unen por enlaces B-1-4
altamente estructuradas y dificiles de hidrolizar, pero al generar azucares de 6
carbonos es faciimente fermentables por levaduras. Es el polimero mas
abundante en la naturaleza, representa el 50% de total de la biomasa terrestre.

La estructura molecular de la celulosa y las estructuras de las protofibrillas y
microfibrillas son aspectos muy importantes que condicionan la posterior
hidrolisis de la celulosa. Cuanto mas ordenada y cristalina es la celulosa es
menos soluble y mas dificil de degradar (Zhang y Lynd, 2004).

Hemicelulosa

Es el segundo componente renovable mas abundante de biomasa
lignoceluldsica después de la celulosa (Sun, Y., y Cheng J., 2002). Consiste en
polimeros lineales o ramificados de diferentes azucares de 5 carbonos llamados
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pentosas, como xilosa y arabinosa y de 6 carbonos llamados hexosas, como
manosa, glucosa y galactosa, azucar y acidos, entrelazadas entre si
glucosidicamente (Peng et al., 2009). La pectina es un ejemplo de hemicelulosa
que encontramos en la vida cotidiana y es la que le da la consistencia gelatinosa
a las frutas y mermeladas. La hemicelulosa sirve de conexién entre la lignina y
las fibras de celulosa, y da toda la rigidez a la red de celulosa, hemicelulosa y
lignina.

La hemicelulosa tiene diversas aplicaciones industriales como hidrogeles,
termoplasticos, recubrimientos y aditivos en fabricaciéon de papel, productos
cosmeéticos y farmacéuticos (Qi et al., 2016; Farhat et al., 2017)

La hidrolisis de la hemicelulosa es relativamente facil debido a su estructura
amorfa y ramificada, asi como por su bajo peso molecular (Gomes, D. et al.,
2015).

Lignina

Es la tercera fracciébn mayoritaria de la biomasa lignoceluldsica, se trata de un
polimero aromatico tridimensional bastante complejo y pequefio que actua como
pegamento entre las fibras de celulosa de las plantas vivas contribuye a dar
firmeza y fortaleza, protege a la celulosa del ataque microbiano y confiere
resistencia e impermeabilidad al material (Laothanachareon et al., 2015).

La lignina es altamente resistente a la degradacién quimica y bioldgica, por lo
que recientes investigaciones acerca de la composicion, estructura y su
polimerizacién han revelado nuevas oportunidades para lograr una futura
produccion de bioenergia.

La habilidad de la lignina para resistir la degradacién es atribuida a su diferente
estructura polimérica. A diferencia de la celulosa, la lignina no es un polimero
lineal de idéntica y repetidas subunidades (Ralph et al., 2004).

La biomasa lignocelulésica ampliamente investigada y utilizada como materia
prima para la produccion de etanol actualmente se divide en cinco tipos de
biomasa (Zabed et al., 2017); Hierbas perennes, las cuales tienen alto
rendimiento de biomasa, son faciles de cultivar y cosechar, el rendimiento puede
oscilar entre 0.9 y 37 ton de materia seca/Ha y el rendimiento potencial de etanol
es de 160-460 L/t de biomasa. Plantas acuaticas, su crecimiento es rapido y se
da en cuerpos de agua lo que favorece debido a que no debe competir con tierras
cultivables y son abundantes en ciertas partes del mundo. Residuos agricolas,
altamente disponibles y su uso minimiza la dependencia de la biomasa forestal,
maderera y reduce la deforestacion, valorizacién y gestion ecoldgica de los
residuos agroalimentarios y el potencial de etanol es de 235-250 L/ton de
biomasa. Biomasa forestal tiene un menor contenido de cenizas en comparacion
con los residuos de cultivos, es una de las biomasas inexplotadas y
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subutilizadas, los rendimientos de etanol son 220-275 L/t para maderas blandas
y 280-285 L/t para maderas duras. Residuos sélidos municipales, su abundancia
estimada es de 20.7 millones de ton/afio para un area urbana con 217 millones
de habitantes, el rendimiento potencial de etanol es de 154 L/ton de biomasa.

En la actualidad buscar nuevas fuentes de biomasa para la produccion de etanol
es necesario por lo que en este trabajo se utiliza el material lignoceluldsico de
dos diferentes fuentes que son la planta de rastrojo de amaranto y de muérdago.

1.3.4 Amaranto (Amaranthus hypochondriacus)

La planta de amaranto tiene hojas anchas, brillantemente coloreadas con una
longitud promedio de 50 a 90 cm, que esta formada por muchas espigas que
contienen numerosas flores pequenas en las que se encuentran contenidos los
granos. Este grano o semilla de amaranto posee caracteristicas nutricionales
importantes como las proteinas.

De la planta de amaranto se pueden consumir tanto sus hojas como sus semillas,
ambas con un elevado contenido de proteinas. Ademas, la planta es capaz de
crecer en un amplio rango de condiciones ambientales, ciclos de luz, resistencia
a enfermedades, tolerancia a suelos salinos, entre otros (Orosco, E., 2013). El
rastrojo de amaranto es un subproducto obtenido a partir de la planta de
amaranto.

Actualmente el cultivo de amaranto se cosecha 2 veces al afo y es utilizado para
el consumo humano en diversos productos; en la reposteria y galleteria, como
dulces tradicionales se tienen: las alegrias, palanquetas, golosinas y las tipicas
barras de amaranto; se elaboran pastas, harinas y con estas se pueden realizar
bebidas como el pulque, aguas frescas, helados, atoles entre otros. Para uso
industrial se realizan biopeliculas de amaranto usando glicerol como
plastificante.

Esta produccion genera abundantes residuos agricolas lignocelulésicos,
concretamente alrededor de 270 mil toneladas por cada ciclo si se considera que
se tienen dos por afo se tendrian aproximadamente 540 mil toneladas al afo,
de estos un 5% es utilizado como alimento para ganado, un 5% como abono y
el 90% se quema siendo esto causa de una alta contaminacion ambiental. El
rastrojo se encuentra altamente disponible en México y representa una materia
prima de facil acceso y de bajo costo.

Material lignocelulésico Amaranto
La composicion quimica del material lignocelulésico del amaranto fue

determinada por Arce, 2011, aplicando metodologias TAPPI (Technical
Association of the Pulp and Paper Industry) el cual mostro los componentes y
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cantidades que se presentan en la figura 3, donde se puede observar que la
celulosa en general es el componente que se encuentra en mayor cantidad a
excepcion del RT (tallo, hoja e inflorescencia) donde se reporté un mayor
contenido de extraibles. Respecto al contenido de hemicelulosa, es mayor en la
hoja donde se tienen 26%, la celulosa esta presente en mayor proporcion en el
tallo con un 46.8%. Estos porcentajes se encuentran dentro de los parametros
que se tienen reportados en los contenidos de biomasa lignocelulosica.
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Figura 3. Composicion quimica del material lignocelulésico de distintas partes de la planta de amaranto
Fuente Arce, 2011.

RC: rastrojo compuesto (tallo, hoja, inflorescencia y grano).
RT: rastrojo T (tallo, hoja e inflorescencia).

1.3.5 Muérdago (Cladocolea loniceroides)

Los muérdagos son plantas parasitas o semiparasitas con flores que se unen al
tallo de su hospedero, que compiten con él por agua y nutrimentos e impiden su
desarrollo. Cuando son abundantes sobre el arbol, provocan la muerte del
mismo, sobre todo en aquellos arboles que estan préximos al limite inferior de
sus posibilidades de subsistencia. Se distribuyen en zonas boscosas y areas
urbanas (Espinoza-Zufiga, P., et al., 2019).

En 1971 se observo en la ciudad de México Cladocolea loniceroides (Van
Tieghem) fue el primer muérdago, que ha sido documentado para México, se
cree que en los arboles de trueno, estos fueron llevados de un vivero de
Cuernavaca, Morelos e introducidos accidentalmente a CDMX (Calderdn, 1979).
El género Cladocolea en teoria sélo utiliza a sus huéspedes para extraer agua;
sin embargo, en la zona chinampera de Xochimilco se observa que altos niveles
de dafno por C. loniceroides contribuyen en gran medida a la muerte de los
arboles o los hace mas susceptibles al ataque de otros agentes. La escasa
informacion que existe sobre el género, indica que ha sido poco estudiado en
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campo, por lo cual, no se conocen varios aspectos de su germinacion y su
biologia.

En México, de acuerdo al censo de la SARH de 1991 y 1992, son la tercera
causa de dano a las masas forestales. En conjunto, generan pérdidas por mas
de 2 millones de metros cubicos de madera, sin considerar la muerte del
arbolado y la predisposicion a otros agentes patégenos, como insectos y hongos
(Vazquez y Cibrian, 1996).

Con respecto a la infestacion, Alvarado-Rosales y Saavedra Romero (2005)
evaluaron 24,408 arboles de ahuejote en la zona chinampera de la CDMX donde
este arbol desempefia un papel fundamental por los beneficios ecoldgicos y
estéticos que proporciona, entre ellos: proteccion de cultivos, retencion de suelo
y la belleza que otorga a los canales que afo con afio atraen la atencion de miles
de turistas. Estimaron que mas del 46% de estos arboles estaban severamente
infestados por Cladocolea loniceroides. Sandoval y Gutiérrez (2006) evaluaron
mil ejemplares arbdéreos en diez delegaciones y registraron que el porcentaje de
dafio mas alto consistio en infestaciones leves y severas.

Estos datos representan una materia prima que puede ser aprovechada debido
a que es altamente disponible en México, de bajo costo y facil acceso.

Material lignocelulésico del muérdago Cladocolea Loniceroides

Aun no se reporta su composicion de biomasa lignoceluldsica; En la tabla 2. se
muestra el analisis quimico proximal de hoja, tallo y fruto del muérdago
Cladocolea loniceroides que obtuvo Serrano et al.,, 2011. teniendo como
resultados proteina y fibra de 19.08 y 14.80% que se pueden utilizar como un
recurso en la produccion de Bioetanol, después de su previa conversion a licores
fermentables (Sun, Y., y Cheng, J., 2002).

Tabla 2. Analisis quimico proximal del Muérdago Cladocolea loniceroides
Fuente: Serrano et al., 2011

Componente Hoja Tallo g/100g Fruto
Humedad 7.05+0.30 4.37+0.22 9.82+2.23
Cenizas 0.17 £ 0.00 6.59 +0.08 0.04 +0.00
Proteina cruda 19.08 + 0.59 13.61+0.3 12.65 + 0.33
Extracto etéreo 422 +0.16 3.26 £ 0.82 28.44 £ 1.91
Fibra cruda 5.47 +0.37 14.80 £ 0.77 9.39+0.92

Extracto libre de nitrogeno 71.07 61.73 49.48
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1.4 Proceso de produccion de bioetanol a partir de biomasa
lignocelulésica
En la Figura 4. se muestran las principales etapas del proceso de obtencion de
bioetanol.

Biomasa lignocelulésica

i
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e N
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acido concentrado acido diluido
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figura 4. Produccién de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica

Para la produccion de bioetanol a partir de biomasa lignocelulosica se tienen
varios estudios que proponen diferentes pretratamientos que faciliten la
separacion de sus estructuras en celulosa, hemicelulosa y lignina, estos incluyen
métodos fisicos, quimicos, bioldgicos, y/o su combinacién, que den como
resultado el acceso libre para producir azucares fermentables, que se conviertan
en etanol durante el proceso de fermentacion; el cual se recupera y se purifica
por destilacion (Zabed et al., 2017).

1.4.1 Pretratamientos lignocelulésicos

A diferencia del etanol derivado de mostos ricos en azucares fermentables, el
etanol avanzado requiere que los azucares contenidos en los materiales
lignoceluldsicos sean liberados, lo cual implica mas de un paso debido a la
complejidad de estos materiales.

Tabla 3. Pretratamientos lignocelulésicos

Pretratamientos Nombre

Pretratamiento fisico e Astillado mecanico
e Microondas
e Ultrasonido
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¢ Radiacion de electrones de alta energia
e Pirolisis de electrones a alta temperatura

Pretratamiento quimico e Acido concentrado

e Acido diluido

e Pretratamiento alcalino

e Pretratamiento de oxidacién

e Pretratamiento con solventes organicos
e Pretratamiento con liquido iénico

Pretratamiento fisico- quimico o Steam-explosion (Explosion de vapor)
e Método AFEX

. Explosion de CO2

o Catalisis eléctrica

Pretratamiento biolégico e Consorcio microbiano
e Pretratamientos utilizando especies
fungicas

e Pretratamiento enzimatico

1.4.1.1 Pretratamiento fisico

Al tratar la biomasa utilizando un método mecanico se logra reducir la
cristalinidad, el tamafio de particulas y el grado de polimerizacion consiguiendo
que aumente el area de superficie accesible y el tamafno de los poros.

Los tratamientos fisicos comunmente utilizados para degradar los residuos
lignoceluldsicos incluyen: vaporizacion, molienda, irradiacion, temperatura y
presion. La desventaja de este proceso es su alto consumo de energia (Akhtar
N. et al., 2015).

1.4.1.2 Pretratamiento quimico

Los productos quimicos pueden usarse para eliminar o alterar el material
lignoceluldsico de las plantas; el tratamiento con acido diluido (acido sulfurico o
acido clorhidrico) o alcali como (hidroxido de sodio, hidroxido de potasio e
hidroxido de amonio) es el método mas convencional (Rastogi M. y Shrivastava
S., 2017) Los acidos concentrados no son los preferidos porque son altamente
corrosivos y hacen que el tratamiento aumente su costo si no se recuperan.

1.4.1.3 Pretratamiento fisico-quimico
El combinar dos tratamientos permiten la alteracion de la estructura de la lignina
y la disolucion de la hemicelulosa generando una mejor accesibilidad de la
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celulosa para enzimas hidroliticas (Singh A., Bajar S. y Bishnoi N., et al., 2017).
el utilizar este pretratamiento tiene como desventaja un alto costo, alta
temperatura y presién y se tiene una menor eficiencia.

1.4.1.4 Pretratamiento biolégico

El pretratamiento bioldgico se realiza a través de microorganismos que degradan
la lignina y la hemicelulosa como los hongos que son capaces de producir
enzimas (Chen et al.,, 2017). Son econdmicamente viables, no liberan
compuestos téxicos; sin embargo, son procesos que requieren de mucho tiempo,
control de las condiciones de crecimiento de los microorganismos. Este
tratamiento se puede usar seguido de algun otro pretratamiento.

1.4.2 Hidroélisis de la biomasa

La hidrélisis es una reaccion quimica donde ocurre una ruptura de la molécula
del agua. Para llevar a cabo la hidrélisis se requiere que el material
lignocelulésico sea hidrolizado en azucares simples que sean fermentados
posteriormente. Esta hidrélisis puede realizarse quimicamente mediante
catalizacion con acidos como el sulfurico y clorhidrico o enzimaticamente
mediante hidrolisis catalizada por enzimas (Zhang et al., 2012).

1.4.2.1 Hidroélisis acida

Es un proceso quimico que, mediante el uso de acidos, como acido sulfurico,
acido clorhidrico, entre otros; se transforman las cadenas de polisacaridos que
forman la biomasa (hemicelulosa y celulosa) en sus mondmeros elementales. La
hidrolisis acida concentrada de biomasa esta limitada por la corrosion y los
costosos problemas de recuperacion de acido.

1.4.2.2 Hidroélisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica es la operacion unitaria en el proceso de conversion de
lignocelulosa que utiliza diferentes enzimas fungicas y bacterianas como
lacasas, hemicelulosas y celulosas, para despolimerizar la biomasa
lignocelulésica de manera eficiente (Quiroz C. y Folch M. 2013). Los
componentes sacaridos liberados son la materia prima para la fermentacion. El
contenido de sélidos en la hidrdlisis enzimatica ofrece potencialmente muchas
ventajas incluyendo el aumento de las concentraciones de azucar y etanol y la
reduccion de los costos de capital y operacion.

Las enzimas que se usan principalmente para la hidrdlisis de biomasa
lignoceluldésica son celulasas debido a que la celulosa es el componente
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mayoritario del material a hidrolizar (Khare et al., 2015). La apropiada
combinacién (exo-1-4-B-glucanasa, endo-1-4-B-glucanasa, B-glucosidasa y
celobiasa) determina la eficiencia de la sacarificacion, pero varia segun el tipo
de biomasa. Estas enzimas son producidas por hongos (Trichoderma spp. y
Aspergillus spp.), bacterias (Cytophaga y Cellulomonas spp) y actinomicetos (A.
roseus y A. cellulosae); siendo los hongos los principales productores de celulasa
(Chen, 2014).

1.4.3 Fermentacion alcohodlica

La fermentacién alcohdlica es una biorreaccion que permite degradar azucares
en alcohol y diéxido de carbono por medio de microorganismos (Simal J. A.,
2013). Este es el ultimo paso para la produccién de bioetanol a partir de los
hidrolizados de materiales lignoceluldsicos la conversion quimica de la
fermentacion alcohdlica se representa con la siguiente reaccion quimica:

Glucosa — 2 Etanol + 2Di6xido de carbono
CeH.,04 = 2C,HsOH + 2C0,

La fermentacién en la produccién de alcohol como el etanol es un proceso critico
donde los principales parametros que afectan las vias de fermentacion incluyen,
la composicion del medio, el pH, la temperatura, la velocidad de agitacién, la
concentracion de azucar y el tipo de inéculo microbiano (Moscoviz R. et al.,
2016). El material hidrolizado contiene azucares fermentables que son utilizados
por microorganismos etanologénicos, entre los que se encuentran hongos y
bacterias como la Zymomonas mobilis, pero la explotacion a nivel industrial es
minima; las cepas de levaduras como la Saccharomyces cerevisiae, la cual ha
sido ampliamente utilizada para la produccion comercial del etanol debido a que
tiene rapida tasa de crecimiento, eficaz utilizacion de la glucosa, eficiente
produccion de etanol, una alta tolerancia a altas concentraciones de etanol y
bajos niveles de oxigeno (Binod et al., 2013).

Los procesos comunes implicados en la produccién de etanol son el tratamiento
previo, la hidrélisis y la fermentacion separadas, sacarificacién y fermentacién
simultaneas o sacarificacion y fermentacion separadas. El biorreactor es el
elemento central para la realizacion de la fermentacién alcohdlica. Es bastante
dificil esperar que el hidrolizado sea completamente uniforme en términos del
monomero de azucar, la levadura utiliza la glucosa para la produccion de otros
metabolitos, oligosacaridos con inhibidores probables o sustancias no digeribles.
Tedricamente, cada kg de glucosa y xilosa puede producir 0.49 Kg de dioxido de
carbono con 0.51 Kg de etanol (Aditiya, H. B. et al., 2016).
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2. Antecedentes

El Inventario Nacional de Energias Renovables en México (INERE) y el Atlas
Nacional de Zonas Factibles publicado por SENER, para desarrollar proyectos
generadores de energias renovables, indican que México posee alrededor de 95
millones de toneladas de biomasa residual en forma de cultivos especializados
con un potencial energético de 71,199 TJ.

Por otro lado, la produccidn a nivel industrial de bioetanol a partir de desechos
agroindustriales, es decir, de segunda generacién, aun no se ha desarrollado en
el pais. Sera posible una vez que se logren reducir los costos de traslado de la
materia prima, se mejoren los procesos de fermentacion, en particular los
rendimientos producto/sustrato, y se disefien microorganismos con mejores
capacidades fermentativas.

Los estudios existentes sobre el muérdago del género Cladocolea loniceroides
en el territorio nacional se han enfocado, principalmente, a la distribucidon
espacial del muérdago en las areas verdes de la delegaciéon Tlalpan, México
estudiado por Espinoza P. et al., 2019; Ortega M. y Delgado M. 2019 realizo la
busqueda y taxonomia de la planta; Ruiz F. M. et al., 2019 realizo el estudio para
probar los efectos antihiperglucémicos, antioxidantes y antiinflamatorios del
extracto acuoso del muérdago en ratones diabéticos y casi nulos en el uso que
se le puede dar a esta planta hemiparasita.

Se conocen las técnicas de hidrolisis y los resultados que han aportado a cada
investigacion. Actualmente se siguen aplicando las técnicas de estos autores
como Ferrer et al. (2002), Aguilar Rivera & Canizales Leal (2004) Boutros et al.
(2005), Monsalve et al. (2006), Moya et al. (2007), Lépez Miranda et al. (2009)
realizando ciertas modificaciones para adaptarlas a la materia prima de estudio,
siendo favorecedoras cuando se realiza una hidrdlisis.

Lis et al. (2017) estudid las cascaras de naranja y pifia obteniendo 8.4 mg/g y
1.0 mg/g con H2SO4 al 1%. Por otro lado, Moya et al. 2017 estudié los residuos
de poda obteniendo valores entre 10 y 30 g/L

Néajera Martinez (2018) estudié la cascara de naranja, Orujo de manzana,
Residuos de pera. con concentraciones de etanol de 14.4% hasta 29.5% g/L y
una productividad desde 1.60 hasta 3.28 g/L/h. de etanol.
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3. Justificacion

En el 2016 la SENER, consider6 que la demanda de gasolina regular proyectada
para el 2030 se estima en 826.8 millones de barriles por dia (MBPD), y sabiendo
que la norma NOM-016 permite la mezcla con el 10% en volumen de bioetanol
se necesitaria una produccion de bioetanol de 4,798.3 ML/a para ser mezclados
con gasolina. La SENER en el 2014 estimo que la capacidad nacional potencial
para la producciéon de bioetanol que podria emplearse como mezcla en la
gasolina, seria de 832 a 1,159 Millones de Litros al afio (ML/a). bajo esto no es
factible cubrir la demanda esperada de etanol con la capacidad actual y potencial
de produccion nacional.

En los ultimos anos ha sido necesario explorar nuevas materias primas para la
produccion de biocombustibles que no pongan en peligro la seguridad
alimentaria y que ayuden a disminuir el consumo de los combustibles fosiles
alargando la vida de los mismos.

Segun datos del Anuario Estadistico de Produccion Agricola 2017. SAGARPA el
amaranto cuenta con una produccion de 139.91 toneladas (ton) y una superficie
de siembra y cosecha de 122.80 hectareas (ha). Generando aproximadamente
271,100 ton de residuo agricola en cada ciclo de cultivo. De las cuales solo un
5% es utilizado como comida para ganado, otro 5% como abono para tierras y la
mayor cantidad del rastrojo 90% es quemado causando altos indices de
contaminacién ambiental.

Actualmente el muérdago es una plaga que infesta cerca del 20% de las 70
especies de arboles que tiene la CDMX, es decir unos 500 mil arboles estan
afectados por algun tipo de muérdago llegando en ocasiones hasta generar la
muerte de estos arboles, produciendo un desequilibrio al medio ambiente.

La importancia de este proyecto es que aun no se tiene ningun estudio con estas
materias primas para producir bioetanol, si este resulta ser factible seria de gran
impacto ya que se les daria un uso productivo; con el muérdago se estaria
reduciendo una plaga en la ciudad de México y en cuanto al rastrojo del amaranto
ya no se produciria contaminacién; ademas, que se aportaria una nueva
alternativa en la produccion del biocombustible etanol.
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4. Hipobtesis

El material lignocelulésico extraido del amaranto amaranthus hypocondriacus 'y
del muérdago Cladocolea loniceroides, contiene azucares fermentables en la
pared celular que pueden ser utilizados para la produccion de bioetanol, en una
fermentaciéon liquida sumergida y que pueden ser extraidos mediante una
hidrdlisis acida y una hidrdlisis enzimatica.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el rendimiento de azucares liberados por la hidrélisis quimica y
enzimatica del rastrojo del Amaranthus hypochondriacus y del muérdago
Cladocolea loniceroides y para la obtencion de bioetanol.

5.2 Objetivos especificos

e Estimar el tiempo y la temperatura optima de la hidrdlisis quimica de
amaranto (Amaranthus hypochondriacus) y de muérdago (Cladocolea
loniceroides) para la obtencién de azucares fermentables.

e Comparar dos tratamientos enzimaticos para la hidrdlisis de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus) y de muérdago (Cladocolea loniceroides)
para la obtencidon de azucares fermentables mediante el uso de un reactor
batch.

e Caracterizacion parcial de una fermentacibn sumergida de
Saccharomyces cerevisiae para la obtencion de bioetanol usando como
sustrato licores fermentables de rastrojo de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) y de muérdago (Cladocolea loniceroides).
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dologia

Metodologia

A continuacion, se describe de forma detallada la metodologia general del

trabajo.
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6.1 Materiales

El amaranto Amaranthus hypochondriacus y el muérdago Cladocolea
loniceroides utilizados en el presente proyecto se recolectaron de Santiago de
Tulyehualco, Xochimilco y la zona Chinampera de Xochimilco respectivamente.
Los reactivos empleados fueron de grado analitico.

(b)

Figura 5. a) Amaranto (amaranthus hypochondriacus) y b) Muérdago (cladocolea loniceroides)

6.2 Acondicionamiento

La materia prima fue separada el muérdago en hoja, tallo y fruto y el rastrojo de
amaranto; posteriormente se seco al aire libre, a continuacion, se realizé la
molienda con un molino Braun, y el tamizado en tamiz con malla de 420 micrones
(No. 40) para homogenizar el tamafno de la particula. La harina obtenida se
sometié a un desengrasado con acetona en una relacion de 1:5 en agitacion
constante a temperatura ambiente durante 16 horas realizando tres repeticiones.
Para el fruto del muérdago se realizé una molienda humeda.

6.3 Pretratamiento

A la harina previamente desengrasada se le realiza un proceso de
deslignificacion que consiste adicionar NaOH 0.1N, en relacion 1:10 (p/v), con
agitacion constante durante 15 min. en un matraz. Posteriormente, se le agrega
0.816g de CaSO4 a la mezcla y se deja reposar durante 3h. Se adiciona HCI
0.05N hasta llegar a un pH de 7 y se filtra. La fraccion liquida donde se encuentra
la lignina disuelta es eliminada y la fraccidén sélida que contiene la celulosa y la
hemicelulosa es conservada para su posterior hidrolisis.

6.4 Hidrolisis acida

Las muestras de rastrojo de amaranto y muérdago se colocaron en tubos de
ensaye y se mezclaron con acido sulfurico (H2SOa4) al 5%, en una relacién de 1:8
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(p/v). los tubos de ensaye se metieron a un reactor a las temperaturas requeridas
70, 90, 110°C, variando los tiempos de reaccion a 60, 90, 110, 150 y 210 minutos.
Para detener la reaccién y neutralizar la muestra se utilizé una solucion saturada
de carbonato de sodio hasta lograr un pH 7, los hidrolizados pasaron por una
filtracidon posteriormente se sometieron a la cuantificacion de azucares
reductores por el método de DNS.

6.5 Analisis estadistico

Los resultados de los experimentos fueron evaluados mediante analisis de
varianza (ANOVA) utilizando el software STATGRAPHICS Centurion version de
prueba, a un nivel de confianza del 95%.

6.6 Hidrolisis enzimatica

Se realizaron dos tratamientos; el primero consistid en realizar una hidrolisis de
forma secuencial dejando que las enzimas utilizadas actuaran sobre el material
lignocelulésico mezclando 1g de muestra con buffer de acetatos a pH 5, se
adiciono 100uL de las enzimas Endo-1-4-B-glucanosa + Cellobiohydrolasa se
incubo con agitacion constante a 150rpm a una temperatura de 45°C durante 4h,
pasado el periodo de incubaciéon se adiciono Hemicelulasa + pectinasa,
incubando a 37°C durante 6h en agitacién a 150 rpm.

El segundo tratamiento consistio en utilizar el coctel de enzimas comercial
Driselase™ que contiene celulasa, hemicelulasa y pectinasa en agitacion a
150rpm a una temperatura de 50°C, y un tiempo de 10h.

6.7 Cuantificacion de azicares

Los azucares se cuantificaron por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
segun Miller (1959) con algunas modificaciones. Para la cuantificacion Se
mezcl6 0.5 mL del reactivo DNS con 0.5 mL de la muestra. Se agitd en vortex.
Se llevo a baio maria durante 5 minutos. Se enfrié a temperatura ambiente. Se
adiciono 5 mL de agua destilada y se agito en vortex, se dejé reposar durante 15
minutos y se procedié a medir la absorbancia en el espectrofotometro a 540 nm
las tomas fueron por triplicado.

Para la preparacion de DNS se mezclé 1g de 3,5-dinitrosalicilico, 1g de NaOH,
0.05g de Na2S0Os y 0.2g de cristales de fenol en 100 mL de agua destilada. Este
reactivo se conservo en frascos ambar a resguardo de la luz y fue estable hasta
una semana.
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6.8 Fermentacion alcohodlica

Para realizar el medio de cultivo se utilizd 170g/L de sacarosa que en este caso
fueron los hidrolizados obtenidos de la hidrolisis acida y enzimatica que
presentaron mejores resultados en la liberacion de azucares fermentables, 1g/L
de fosfato dipotasico (KH2POa4), 0.5g/L de sulfato de magnesio (MgSO4. 7H20),
10g/L de peptona de carne y 5 g/L de extracto de levadura. A un pH de 5
previamente esterilizado.

Del inoculo se realizaron 60 ml para esto se utilizaron 1.2g de peptona, 1.2 g de
glucosa y 0.6g de extracto de levadura pasa por una incubacién con condiciones
de un pH de 5, temperatura de 30°C por un tiempo de 24 horas. Se midio en el
espectrofotometro a 660nm hasta alcanzar una absorbancia de 1.6 y se procedi6
a inocular.

La fermentacion se realizo con la levadura comercial Saccharomyces cerevisiae
en matraces de 125mL con un volumen final de 40mL y un 2% del inoculo, en
una incubadora a 30°C, durante 30 h. Se tomaron muestras en los tiempos 0, 5,
10, 15, 20, 25, y 30 h., a las cuales se les determind la concentracion de azucares
reductores por el método de DNS (Miller, 1959), la produccion de etanol, ademas
de la biomasa producida, por diferencia de peso, se calculd la eficiencia de la
fermentaciéon (Ecuacién 1), rendimiento producto/sustrato Y P/S (Ecuacién 2) y
rendimiento biomasa/sustrato Y X/S (Ecuacién 3).

6.9 parametros de fermentacion

Cuantificacion de Biomasa

Se realizo la técnica de diferencia de peso seco por gravimetria, se pesaron los
tubos Eppendorf antes de agregar la muestra, los tubos se centrifugaron a
5000rpm durante 15 minutos, después se separa el sobrenadante y se mete a
secar durante una hora a 70°C en una estufa, al finalizar el tiempo se pesa de
nuevo el tubo Eppendorf y se cuantifica la biomasa por diferencia de pesos.

Cuantificacion de etanol

Para la cuantificacidon de etanol se realizé el método propuesto por Ramos S. J.
y Martinez J. F., 2014 con ligeras modificaciones. Se realizaron 5 soluciones de
etanol (SE) al 1, 2, 3, 4 y 5% v/v; se realizé una solucién saturada de NaCOs3
(SC); y Posteriormente se realiz6 una solucién madre (SM) en una relacién
(1:1.6) de (SSF:SA) una mezcla sulfocrémica (SSF) con H2SO4 al 12.88% con
0.75g de K2Cr207 y una solucion de H2S04 al 13.72% (SA). Posteriormente, en
cajas Petri se introdujeron 2 contenedores, el primero con 3mL de SM vy el
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segundo 2mL de SC mas 1mL de la SE. Las celdas se sellaron herméticamente
se metieron en la estufa durante 20min a 35°C, posteriormente el contenido de
la SM se ley6é en el espectrofotometro a 400nm obteniendo una curva de
absorbancia y concentracion de etanol.

_ Rgr -,
EF (g/g9) = (Ecuacion 1)
RET tedrico
(Pr —P) -
YP/S = m (Ecuacion 2)
Xr — X)) .
YX/S = m (Ecuacion 3)

Donde R eTtesrico €S €l maximo rendimiento de etanol a partir de glucosa reportado
por la literatura con un valor de 0.469g de etanol/g de glucosa.

Pies la concentracién inicial de etanol; Pres la concentracion final de etanol; Si
es la concentracion de azucares inicial; Sres la concentracion de azucares final
consumidos; Xies la concentracion de biomasa inicial; Xses la concentracion de
biomasa final.
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7. Resultados y discusion

7.1 Rendimientos del material lignocelulésico

Durante el acondicionamiento de la materia prima se observan perdidas después
de la molienda y tamizado de aproximadamente un 13 a un 20% debido a que
disminuyen de tamanio las particulas de harina, y se desechan todas las harinas
finas, es decir, menores a 420 micrones. En el desengrasado se observo que se
pierde de 3 a un 23% vy al realizar el pretratamiento con NaOH que degrada la
lignina y el CaSOa4 que evita la degradacion de la celulosa causada por el NaOH
se observé una pérdida de 4 hasta 14%, reportada en la tabla 4.

Tabla 4. Rendimientos del material lignocelulésico del amaranto y el muérdago durante la obtencién de

harinas.
Amaranto Muérdago
Procesos Tallo hoja R.A. Tallo hoja fruto

Acondicionamiento 87+0.24g 82+0.36g 85+0.12g | 86+0.18g 80+0.31g -
Harina desengrasada 84+0.11g 63x0.71g 79+0.16g | 81+0.28g 57+0.62g -

Harina deslignificada  70+0.28g 56+0.39g 75+0.23g | 73+0.17g 51%0.22g -

Balance general

En la figura 6. Se presenta el balance general de rendimientos del tallo de
amaranto después del acondicionamiento y pretratamiento. Se observa un
rendimiento total de 51.1% y pérdidas de 48.9%.

SIPIDI]

= harina desengrasada

= molienda y tamizado = Harina m Harina = harina desengrasada = Harina deslignificada

Figura 6. Rendimientos del tallo de amaranto después del acondicionamiento y pretratamiento
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Para la hoja de amaranto se puede observar en la figura 7. que se pierde la
mayor cantidad de biomasa en la deslignificacion, seguido del
acondicionamiento y finalizando con el desengrasado acumulando perdidas de
hasta 71.1% y observando un rendimiento menor de hasta 28.9%.

SIPIG]

= molienda y tamizado = Harina = Harina = harina desengrasada = harina desengrasada

® Harina deslignificada
Figura 7. Rendimientos de la hoja de amaranto después del acondicionamiento y pretratamiento.
En la figura 8. Se presentan los rendimientos obtenidos del rastrojo de amaranto
donde podemos observar perdidas al realizar la obtencién de harina, el

desengrasado con acetona y la deslignificacion de hasta 49.6% logrando un
rendimiento total de 50.4%.

DIDIVI]

= harina desengrasada

= molienda y tamizado = Harina = Harina = harina desengrasada

= Harina deslignificada

Figura 8. Rendimientos del rastrojo de amaranto después del acondicionamiento y pretratamiento.

Al realizar el balance de la biomasa de amaranto se observa en la hoja mayores
pérdidas aproximadamente 71%, por consiguiente, un menor rendimiento de
solo 28.9% esto debido a los compuestos extraibles como son polifenoles,
pectinas, pigmentos, entre otros, los cuales al realizar el acondicionamiento y
pretratamiento se extraen del material lignocelulésico (Ordofiez K. y Sepulveda
C., 2019). seguidos del tallo y el rastrojo de amaranto que presentaron
diferencias insignificantes entre si, pérdidas de aproximadamente 50% y mejores
rendimientos de mas del 50%.
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Para el muérdago se observa en la figura 9. los rendimientos obtenidos durante
el proceso de acondicionamiento y pretratamiento del tallo de muérdago, con un
rendimiento de mas del 50% y pérdidas de hasta 49.1%

I I . h

® harina desengrasada

= molienda y tamizado = Harina = Harina = harina desengrasada = Harina deslignificada

Figura 9. rendimientos de tallo de muérdago después del acondicionamiento y pretratamiento.

En la figura 10. se observa el rendimiento de la hoja de muérdago observando
pérdidas mayores para todo el proceso de aproximadamente 76% y un
rendimiento no mas de 24%.

ID1 O

= harina desengrasada

= molienda y tamizado = Harina ® Harina = harina desengrasada = Harina deslignificada

Figura 10. rendimientos de la hoja de muérdago después del acondicionamiento y pretratamiento.

Al observar el comportamiento del muérdago se puede decir que la hoja del
muérdago presenta mayores pérdidas esto debido a los compuestos extraibles,
aproximadamente 76% mientras que para el tallo se tiene 49.1% siendo este el
que mejor rendimiento presenta de hasta 50.9%, esto debido a que el tallo es
parte de la composicion estructural de la planta.
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7.2 Hidrodlisis acida

La matriz lignocelulésica de amaranto y merdago fuerdn utilizados como material
rico en celulosa y hemicelulosa. Durante la hidrélisis quimica, se pudo observar
la liberacién de azucares reductores (AR). Los resultados de la hidrdlisis acida
sobre la planta de amaranto se observan en la figura 11, 12y 13.

En la figura 11 para el tallo de amaranto se pudo obtener una liberacién de
azucares de hasta 7.01+0.28 g de glucosa a una temperatura de 110°C y un
tiempo de 150min.

Superficie de Respuesta Estimada

Aziicares reductores (g de GIL)

Azucares reductores (g de G/L)

R N W b OO N

= —
=
° 18 g0 70 Temperatura ()
wwwwww

tiempo (min) 60
Temperatura (°C)

m70°C m90°C m110°C

Figura 11. Cuantificacion de azucares reductores del tallo de amaranto

Como se observa en la figura 12 la hoja de amaranto presento el maximo de
azucares a la temperatura menor, es decir, 70°C y un tiempo de 90 min, pero su
rendimiento fue bajo al observarse solo una liberacion de 3.86+0.45 g de

glucosa.

Figura 12. Cuantificacion de azucares reductores de la hoja del amaranto

‘Superficie de Respuesta hoja de amaranto

45
4
3,5
3

2,5
: I I I II
> Hllm ' I

tiempo (min) gq
Temperatura (°C)

Azticares reductores (g de GIL)

20 70 Tempe rrrrrr

tiempo (min)

N

=

Azlcares reductores (g de G/L)

m70°C m90°C m110°C
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16

Superficie de Respuesta RA.

14
12
10

H % 120 150 180 5 70 Temperatura (C)
tiempo (min)
0 I I = I - - [ I I I ]
90 110 150 210

tiempo (min) 60
Temperatura (°C)

Aziicares reductores (g de GIL)

N B O

Azucares Redcutores (g de G/L)

m70°C m9o0°C m110°C

Figura 13. Cuantificacion de azucares reductores del rastrojo de amaranto

Como se observa en la figura 13. el rastrojo de amaranto (RA) presenta la mayor
liberacion de azucares reductores hasta 14.10+0.36 g de glucosa/ g harina de
RA este valor se alcanza cuando la hidrdlisis acida esta a temperatura de 90°C
y un tiempo de 150min.

El rastrojo de amaranto presentd una liberacion de azucares mayor 14.10+0.36
g de glucosa, comparado con el tallo se obtuvo 7+0.28 g de glucosa, es decir,
aproximadamente el doble y con la hoja de amaranto 3.86+0.45 g de glucosa, se
alcanzo azucares fermentables de hasta 5 veces mas.

De acuerdo a lo reportado por Chamy et al., (2014), donde realiza una hidrélisis
acida con 6% de H2SO4 durante 2h sobre pulpa de remolacha obteniendo 3g de
G/g de pulpa de remolacha. Podemos observar que la liberacion de azucares es
mayor para el rastrojo de amaranto obteniendo aproximadamente 5 veces mas
a las 2.5 horas de hidrdlisis.

Superficie do Respuosta tallo

12

10

Azicares Reductores (g de GIL)

QM 450 e g 70 Temperawra(c)

6
o mille W I o I I N I I I I -
60 90 110 150 210

tiempo (min)
Temperatura (°C)

H

N

Azlcares Reductores (g de G/L)

m70°C moo°C m110°C

Figura 14.Cuantificacién de azucares reductores para el tallo de muérdago.
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En la figura 14. Se pueden observar los azucares liberados en el tallo de
muérdago la mayor producciéon fue de 10.79+0.21g de glucosa/ g de tallo de
muérdago y se consiguio a la temperatura de 90°C y un tiempo de 210min.

Superfcie de Respuesta Hola

z

o :

3 5 ¢

20 H

§ 4 é 110

5 H

3 3 O g g 70 Temperaural)

_g 3 tiempo (min)

&

] 2

1! . . W ]

. |
€0 90 110 150 210

tiempo (min) m70°C mo0°C ®110°C

Temperatura (°C)

Figura 15. Cuantificacién de azucares reductores para la hoja de muérdago.

Para la hoja de muérdago se obtuvo hasta 5.22+0.17 g de G a la temperatura de
90°C y un tiempo de 210min como se observa en la figura 15.

150 210

Figura 16. Cuantificacién de azucares reductores en el fruto del muérdago.
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Como se observa en la figura 16. En el fruto del muérdago se observo la menor
liberacion de azucares 4.86+0.32 g de G al alcanzar la temperatura de 90°C y un
tiempo maximo de 210min.

Al realizar la hidrdlisis acida en la planta de muérdago con los parametros de
temperatura y tiempo evaluados se observo que la mayor liberacion de azucares
reductores se tiene a una temperatura de 90 °C durante 210 min., esta se da en
el tallo de la planta por ser el que posee una matriz lignocelulésica mayor se
obtuvo 10.7+1 g de glucosa/ g de harina de tallo de muérdago. para la hoja y
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fruto no se encuentran diferencias notables; los dos materiales lignoceluldsicos
presentan una hidrdlisis en tiempos y temperaturas iguales a 210min y 90°C y su
rendimiento es casi similar.

Al comparar los datos experimentales podemos observar que el rastrojo de
amaranto presenta hasta 1.5% mas liberacion de azucares reductores
comparado con el tallo de muérdago. En general, la mayor parte de la reaccion
se ha producido a la temperatura de 90°C y a los tiempos mayores 150 y 210
minutos.

Granados et al. (2017), pretrataron pericarpio de maiz en una relacion 20% p/v
con H2SO04 al 3.37% durante 22.3 min a 121°C y obtuvieron 78.9 + 1.0 g azucares
reductores/L, concentracion superior a las obtenidas en este trabajo, utilizando
una relacion mayor de maiz con una concentracion menor de H2SO4, en este
caso el material lignocelulésico, el tamafio de particula, la concentracion, el
pretratamiento y la temperatura pudo haber permitido una menor liberacion de
azucares. Los resultados obtenidos en el rastrojo de amaranto y en el tallo del
muérdago son aproximadamente 26 y 21 veces mas que lo reportado por
Albarracin et al., (2017), donde se realiza la hidrdlisis acida con 8% de H2SO4
durante 6h sobre paja obteniendo 0.41 g de glucosa/g de paja. Lo que puede
significar que al realizar una deslignificacion del material lignocelulésico y romper
los compuestos inhibidores se obtiene una mayor liberacion de azucares.

7.3 Analisis estadistico

Basado en los resultados de los azucares liberados obtenidos de la hidrélisis
acida, se realiza la prediccién de los modelos matematicos y la rR? del material
lignocelulésico como se muestra en la tabla 5. mediante el analisis estadistico.

Tabla 5. Modelos matematicos de la biomasa lignocelulésica estudiada.

MODELO MATEMATICO AR=

BIOMASA
LIGNOCELULOSICA X Y X2 XY vz, R
Tallo de amaranto -12,5879 0,006384  0,33317 - 0,00003586 0,00023448 -0,001927 55,86
Hoja de amaranto 2,07607 0,013738 0,01737 - 0,00005145 0,00009352  -0,0004315 77,06
Rastrojo de amaranto  -40,2156  0,079202  0,97783 - 0,00058166 0,00110242 0,0065191 39,24
Tallo de muérdago -70,0322  0,099629  1,54897 - 0,00006830  -0,0005773 -0,0084741 77,25
Hoja de muérdago 5,40326  0,028393 - 0,04493 0,00000746 - 0,0000708 0,0001395 84,82
Fruto de muérdago 35,4414  0,018621 - 0,68687 0,00011149 - 0,0003964 0,0035311 79,59

Donde, DNS: es la cantidad de azucares reductores (g de G/L)
X: tiempo (min) Y: Temperatura (°C)
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Los acidos son el tratamiento mas utilizado para la hidrodlisis de material
lignoceluldsico debido al bajo costo; éstos rompen la celulosa y hemicelulosa en
monosacaridos como xilosa, glucosa y arabinosa principalmente. cuando se
incorpora acido, la temperatura y el tiempo de reaccion son de vital importancia
en la generacion de azucares reductores.

Dentro de los parametros analizados se observo por medio del diagrama de
Pareto los efectos que tienen las variables estudiadas en cada muestra y la
optimizacion del proceso mediante los contornos de la superficie. Para el tallo de
amaranto se observa en la figura 17. que la variable A en este caso el tiempo no
tiene un efecto directo sobre la obtencion de azucares reductores.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Azucares reductores (g de G/L)
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Figura 17. Diagrama de Pareto del tallo de amaranto

La optimizacion en este proceso de acuerdo a los contornos de superficie no se
alcanza a observar totalmente definida, se da cuando la temperatura alcanza los
70°C y el tiempo maximo 210 minutos obteniendo un valor éptimo de 6.82g de
G/L. como se observa en la figura 18.
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Figura 18. Contornos de la superficie de optimizacioén para el tallo de amaranto.

En el diagrama de Pareto de la hoja de amaranto se puede observar que la
variable B que es temperatura y la variable A definida como tiempo al analizarse
por si solas no tienen un efecto directo en la obtencion de azucares reductores.
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Figura 19. Diagrama de Pareto de la hoja de amaranto

En la figura 20. Se observa la optimizacion en la hoja de amaranto esta se da
cuando la temperatura alcanza los 70°C y un tiempo de 197 minutos, obteniendo
un valor éptimo de 3.17g de GI/L.
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Figura 20. Contornos de supetrficie de Optimizacion de la hoja de amaranto.

Al analizar en la figura 20 el diagrama de Pareto del Rastrojo de amaranto se
observa que todas las variables tienen un efecto directo en la obtencién de
azucares reductores.
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Figura 21. Diagrama de Pareto del Rastrojo de Amaranto.
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En la figura 22. Se observa de forma definida la optimizacién en el rastrojo de
amaranto, se presenta cuando la temperatura alcanza los 87.7°C y un tiempo de
151 minutos obteniendo un valor 6ptimo de 8.69g de G/L.
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Figura 22. Contornos de superficie de optimizacién para el rastrojo de amaranto

En el diagrama de Pareto para el tallo de muérdago se observa en la figura 23.
que la variable temperatura es la que presenta un efecto directo en la obtencion
de azucares reductores.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Aztcares reductores (g de G/L)
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Figura 23. Diagrama de Pareto para el tallo de muérdago.

En la figura 24. Se observa la optimizacién en el tallo de muérdago cuando la
temperatura alcanza los 84.2°C y el tiempo 210 minutos obteniendo un valor
optimo de 8.01g de G/L

51



Resultados y discusién

ucares reductores (g d«
-1,0
0,2
1,4
2,6
3,8
5,0
6,2
7,4
8,6
9,8
11,0

T

Temperatura (°C)

70\
0

90 120 150 180 210
tiempo (min)

Figura 24. Contornos de superficie de optimizacioén del tallo de muérdago

Para la hoja de muérdago se observa en el diagrama de Pareto figura 25. que
ninguna variable analizada individualmente presenta un efecto directo en la
obtencién de azucares reductores.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Aztcares reductores (g de G/L)
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Figura 25. Diagrama de Pareto para la hoja de muérdago

La optimizacién en la hoja de muérdago se presenta cuando la temperatura
alcanza los 70°C y un tiempo de 210 minutos obteniendo un valor éptimo de
hasta 6.82g de GI/L.
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Figura 26. Contornos de superficie de optimizacién de la hoja de muérdago.
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En la figura 27. Se presenta el diagrama de Pareto para el fruto de muérdago
donde se observa que la variable temperatura no presenta un efecto directo en
la obtencién de azucares reductores.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Aztcares reductores (g de G/L)
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Figura 27. Diagrama de Pareto para el fruto del muérdago.

En la figura 28. Se presenta la optimizacién en el fruto del muérdago donde se
observa que a la temperatura de 70°C y un tiempo de 210 minutos se obtiene un
valor 6ptimo de 7.66g de G/L
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Figura 28. Contornos de supetrficie de optimizacién para fruto de muérdago.

7.4 Hidrolisis enzimatica

Los materiales resultantes del pretratamiento acido con mayores
concentraciones de azucares fueron sometidos a hidrélisis enzimatica en dos
tratamientos.

Se determind la concentracion de azucares reductores producidas durante las
10h de hidrélisis. Como se puede observar en la figura 29. con el primer
tratamiento enzimatico empleando las enzimas por separadas endo-1-4-3-D-
glucanosa + cellobiohydrolasa los perfiles de sacarificacion enzimatica
presentan similar comportamiento para ambos materiales lignocelulésicos. La
hidrolisis enzimatica del rastrojo de amaranto después de 10 h, permitio la
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obtencidn de 30.88 £ 0.35 g azucares reductores/L mientras que para el tallo se
obtuvieron concentraciones mas bajas 21.27 + 0.32 g azucares reductores/L. Se
pudo observar que se encontraron diferencias entre las concentraciones de
azucares reductores después de transcurrir las 2h de reaccién y al agregar las
enzimas hemicelulasa y pectinasa, después de las 4h se observd una
aceleracion en el incremento de azucares.

BRSNS N W W
o »n O wu o O»

Azlcares reductores (g de G/L)

o

tiempo (h)
Rastrojo de amaranto tallo de muérdago

Figura 29. Produccion de aztcares reductores durante la hidrolisis enzimatica de tallo de muérdago y
rastrojo de amaranto con el primer tratamiento enzimatico: Endo 1-4-3-D-glucanosa + cellobiohydrolasa +
hemicelulasa + pectinasa.

En la figura 30. Se presenta la cuantificacion de azucares reductores que se
producen al realizar la hidrdlisis utilizando el segundo tratamiento enzimatico con
la enzima comercial Driselase™ los perfiles de sacarificacion enzimatica
presentan un comportamiento con diferencias significativas para ambos
materiales lignocelulésicos. La hidrdlisis enzimatica del tallo después de
transcurrir las 10 h, permitié la obtencion de 17.01 £ 0.74 g azucares reductores/L
mientras que para el rastrojo de amaranto se obtuvieron concentraciones de
hasta 19.66 + 0.29 g azucares reductores/L. Se pudo observar diferentes
comportamientos para los dos materiales; para el tallo se tuvo una aceleracion
en el crecimiento hasta llegar a las 6h de reaccién donde observamos que los
valores cuantificados comenzaron a descender, sin embargo, para el rastrojo de
amaranto se observa una mayor variacién en los valores se observé una
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aceleracion al llegar a las 4h de hidrolisis y a las 8h los valores medidos
comienzan a bajar.
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rastrojo de amaranto tallo de muérdago

Figura 30. Produccion de aztcares reductores durante la hidrélisis enzimatica de tallo de muérdago y
rastrojo de amaranto con el segundo tratamiento enzimatico Driselase™.

Comparando los dos tratamientos podemos observar que con el primer
tratamiento se obtienen mejores resultados hasta 30.88 + 0.35 g azucares
reductores/L, al utilizar este tratamiento de forma secuencial permite que las
enzimas lleguen a romper los enlaces y producir una mayor cantidad de glucosa
debido a que la enzima cellobiohydrolase y la enzima Endo-1-4-B-D-glucanosa
degradan mayor parte del material lignoceluldésico de la hemicelulosa y la
celulosa. Con el segundo tratamiento se obtuvo una menor cantidad hasta 19.66
+ 0.29 g azucares reductores/L. Driselase™ es una enzima degradante de la
pared celular que contiene celulasa, hemicelulasa, pectinasa. Al utilizar un
complejo de actividad celulasa se esperaba un resultado favorable pero la baja
efectividad de Driselase™ puede deberse a una posible limitacion de
accesibilidad al sustrato, un alto contenido de lignina, la presencia de inhibidores
o el grado de porosidad del material lignoceluldsico.

En la literatura se reportan diversos complejos enzimaticos para la hidrolisis de
algunas biomasas lignocelulésicas, con diferentes concentraciones de glucosa,
segun el material, pretratamiento aplicado, enzimas utilizadas, concentracién de
sélidos y tiempo de hidrdlisis.

Al comparar los resultados obtenidos con lo investigado se observa que en este
trabajo se obtuvo aproximadamente el doble de lo reportado por Cruz Cardona
et al., 2019 quien aplico un conjunto enzimatico en la cascarilla de cebada con
un pH 5.0 a 50°C por un tiempo de 5h obteniendo 16.5¢g/L, y Romero Bonilla et
al., 2019 quien reporté azucares reductores de hasta 14.85g/L al hidrolizar la
cascara de banano empleado un conjunto de enzimas celulasas. Sin embargo,
Caspeta et al. (2014), hidrolizaron bagazo de agave pretratado, empleando
concentraciones de 2, 5y 10 % de sdlidos /100 mL, al usar 15 UPF de celulosa
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y 30 unidades de celobiosa (CBU) mediante el uso de B-glucosidasa por cada
gramo de sdlido. obteniendo concentraciones maximas de glucosa de 15.1, 34.0
y 42 g/L, valor mayor a lo reportado en este trabajo, puede ser debido a la
concentracion utilizada.

Los hidrolizados acidos y enzimaticos con mejor liberacion de azucares pueden
ser utilizados para la produccion de bioetanol usando Saccharomyce cerevisiae,
puesto que es una levadura comunmente aplicada para la produccion de este
biocombustible debido al efectivo consumo de glucosa y la alta tolerancia al
etanol (Li et al., 2017).

7.4 Fermentacion alcohdlica

La biomasa lignocelulésica con mejor liberacién de azucares resultante de la
hidrdlisis acida y enzimatica fue fermentada por la levadura comercial
(Saccharomyce cerevisiae) obteniendo una concentracidon maxima de etanol de
42+0.18 g/L a las 30 horas de fermentacion a temperatura constante de 30°C.

La figura 31. muestra el consumo de azucares reductores y el aumento de la
biomasa en los hidrolizados acidos del rastrojo de amaranto durante las 30h de
fermentacién. Se puede observar una fase de adaptacion corta y una fase
exponencial. El valor maximo de crecimiento fue de 13 g/L y para el consumo de
sustrato se observé un consumo favorable de hasta 87.64%.
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Figura 31. Biomasa y consumo de aztcares reductores de S. Cerevisiae durante la fermentacion de
hidrolizados acidos del rastrojo de amaranto.
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Figura 32. Biomasa y consumo de aztcares reductores de S. Cerevisiae durante la fermentacion de
hidrolizados acidos de tallo de muérdago.

En la figura 32. se observa que la produccion de biomasa fue de hasta 11 g/L y
esta se dio al concluir las 30h de fermentacion y para el consumo de azucares
reductores se observo un bajo consumo de tan solo 31.76% y se dio a las 20h
de reaccion.
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Figura 33. Biomasa y consumo de azlcares reductores de S. Cerevisiae durante la fermentacién de
hidrolizados enzimaticos del rastrojo de amaranto.

Para los hidrolizados enzimaticos del rastrojo de amaranto se observa en la
figura 33. una maxima produccion de biomasa de hasta 18.9 g/L al terminar las
30h de la fermentacion y el consumo de azucares reductores fue de hasta
91.76%.
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Figura 34.Biomasa y consumo de aztcares reductores de S. Cerevisiae durante la fermentacion de
hidrolizados enzimaticos de tallo de muérdago.

En la figura 34. se observa la fermentacion de los hidrolizados enzimaticos de
tallo de muérdago, la biomasa producida fue de solo 9 g/L, se alcanz¢ a las 25h
de fermentacion y el consumo de azucares reductores fue de hasta 52.35% al
terminar las 30h.

Los valores maximos de crecimiento de biomasa se observaron en los
hidrolizados de rastrojo de amaranto entre 13 — 18.9 g/L. y para el tallo de
muérdago fue menor estos se encontraron entre 9 — 11 g/L. la mayor biomasa
se encontro en los hidrolizados enzimaticos del rastrojo de amaranto.

Los resultados obtenidos en el consumo de azucar en los hidrolizados de rastrojo
de amaranto no mostraron diferencias significativas al utilizar las dos hidrolisis,
pero cuando se compara el consumo de azucares del rastrojo de amaranto y
tallo de muérdago se observa mayor consumo bajo los hidrolizados enzimaticos
del rastrojo de amaranto ya que de 170 g/L de sacarosa inicial la sacarosa
resultante estuvo alrededor de 14 g/L mientras que para los hidrolizados de tallo
de muérdago fue aproximadamente 8 veces mayor.

Produccion de Etanol

En la figura 35. Se presenta la produccion de etanol resultante de la fermentacion
con Saccharomyces cerevisiae de los hidrolizados quimicos y enzimaticos del
rastrojo de amaranto y tallo de muérdago. Manteniendo la misma cantidad de
sustrato 170g/L para todas las muestras. Para los hidrolizados de rastrojo de
amaranto la produccién de etanol comenzé a las 10h de fermentacién. La mayor
produccion fue de 42 £0.18 g de etanol/L esta se obtuvo en los hidrolizados
enzimaticos, mientras que para los hidrolizados acidos se tuvo 3310.24 g de
etanol/L. En cuanto a los hidrolizados de tallo de muérdago la produccion fue
menor logrando solo 24+0.11 g de etanol/L en los hidrolizados enzimaticos
terminada la fermentacion; para el hidrolizado acido la produccion de etanol fue
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de 18+0.45 g de etanol/L, después de llegar a las 25h de fermentacion se
observo que la produccién de etanol se detuvo esto sugiere que la misma
levadura se lo estaria consumiendo.
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Figura 35. Produccion de etanol para los hidrolizados acidos y enzimaticos del rastrojo de amaranto y tallo
de muérdago.

Gongalves et al. (2016) obtuvieron 11.29 g/L después de 48 h de la sacarificacién
y fermentacion simultanea de hidrolizados de fibra de coco deslignificada,
concentracion menor a la obtenida en esta investigacion para los hidrolizados
enzimaticos del rastrojo de amaranto con el que se obtuvieron hasta 42+0.18
g/L, aproximadamente 3 veces mas. siendo la concentracion mayor obtenida
comparada con los demas medios fermentados.

Los parametros cinéticos analizados en la fermentacion a partir de los
hidrolizados quimicos y enzimaticos del rastrojo de amaranto y tallo de muérdago

se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Parametros cinéticos de fermentacion calculados para rastrojo de amaranto y tallo de muérdago

utilizando la cepa S. cerevisiae.

Parametro a b c d
Concentracién maxima de etanol | 33+0.24 1810.45 42+0.18 24+0.11
(g/L)
Er (9/9) 0.703+0.62 | 0.383+0.79 | 0.895+0.52 | 0.511+0.72
Yess (9/9) 0.221+0.47 | 0.367+0.34 | 0.371£0.68 | 0.247+0.19
Yxis (9/9) 0.080+£0.53 | 0.224+0.48 | 0.158+0.40 | 0.089+0.88
Etanol producido [g/(L*h)] 1.10+0.001 | 0.727£0.002 | 1.43£0.007 | 0.80£0.001

a) hidrolizado quimico de rastrojo de amaranto a 90°C y 150 min. b) hidrolizado quimico de tallo de muérdago a
90°C y 210min c) hidrolizado enzimatico de rastrojo de amaranto con el primer tratamiento enzimatico d)

hidrolizado enzimatico de tallo de muérdago con el primer tratamiento enzimatico.
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8. Conclusiones

El pretratamiento, es un factor importante a considerar en los procesos de
hidrdlisis de materiales lignoceluldsicos (amaranto y muérdago). Dependiendo
del pretratamiento se puede facilitar o entorpecer los tratamientos acidos y
enzimaticos sobre la biomasa.

Los pretratamientos para deslignificar la biomasa y la hidrélisis con acido
sulfurico diluido permitieron la liberacion de glucosa, asi como la exposicion de
la celulosa para la sacarificacién enzimatica del hidrolizado acido.

De los materiales lignoceluldsicos estudiados el rastrojo de amaranto mostro
mejores resultados. La hidrolisis de rastrojo de amaranto y tallo de muérdago
con acido sulfurico al 5 % (v/v), en una relacién de (1:8 p/v) durante 150 min a
90°C y 210min a 90°C respectivamente, fue donde se obtuvo la mayor liberacion
de azucares fermentables.

Al comparar los dos tratamientos enzimaticos propuestos se observd que la
hidrélisis enzimatica mostré mayor rendimiento con el primer tratamiento,
alcanzando 30.88 g de glucosa y en comparacion con la hidrolisis acida donde
se obtuvo 14.1 g de glucosa la conversion fue mejor obteniendo
aproximadamente lo doble, concluyendo que es mas factible la produccién de
bioetanol utilizando tratamientos enzimaticos. Si bien la produccion de bioetanol
es muy conveniente, debido a las grandes cantidades de residuos de materiales
lignoceluldsicos existentes, es necesario optimizar la etapa de fermentacién del
rastrojo de amaranto y tallo de muérdago con el fin de incrementar los
rendimientos del proceso, donde se observé una concentracibn maxima de
etanol de 42 y 24 g/L. respectivamente.
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Trabajo a futuro

se recomienda realizar la caracterizacion del etanol producido mediante
cromatografia de gases.
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Anexos

Anexos

Curva estandar para la cuantificacion de azucares reductores expresada
en g de Glucosa por L.

En la figura A1 se muestran las concentraciones utilizadas para la construccion
de la curva estandar, que sirvio para la cuantificacion de azucares reductores en
las muestras analizadas en el presente estudio.

En la figura A2 se presenta la curva de azucares reductores (g de G /L) versus
absorbancia a 540nm y su respectiva ecuacion obtenida de su linealizacién.

Glucosa Absorbancia
(g/L) (540nm)
0.2 0.16310.01
0.4 0.359+0.01
0.6 0.51840.04
0.8 0.72340.02
1.0 0.861+0.01

Figura A1. Curva estandar de glucosa para cuantificacion de aztcares reductores
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Figura A2. Curva estandar de glucosa para cuantificacion de azicares reductores
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