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RESUMEN
El bioetanol es uno de los principales biocombustibles, que en estado puro o
mezclado con gasolinas pueden ser usados por vehiculos en paises como Estados
Unidos de América y Brasil. La produccién de este biocombustible es a partir de maiz
y cafa de azucar respectivamente, sin embargo, la utilizacion de estas materias
primas compromete y encarece la produccién de alimentos para el consumo humano
y animal, presentan un balance energético poco atractivo e incluso contribuyen
deteriorar el ambiente, mediante la deforestacion, gasto de agua y erosion del suelo.
Una alternativa que permite superar estos problemas seria la utilizacion de residuos
agricolas como lo son las pencas de Agave tequilana Weber.
Los resultados mostraron que las pencas de A.tequilana contienen carbohidratos que
pueden que pueden ser empleados para la produccion de bioetanol, siendo la seccion
de las bases de las pencas las que resultaron con mayor porcentaje (57.45 £ 0.57
%BS) que las puntas (27.27 + 0.61%BS).
Las condiciones 6ptimas para la extraccion de las fructanas contenidas en las harinas
obtenidas a partir de las bases de las hojas del A. tequilana fueron: relacion sélidos-
agua de 1:9, temperatura de 70° C y 30 minutos de tiempo de maceracion. Sin
embargo es necesario enfatizar que bajo estas condiciones no fue posible la
asimilacion de azucares ni la fermentacion de los microorganismos etanolgénicos,
por lo que se empled la extraccion de fructanas de pencas frescas utilizando calor
hiumedo mediante es uso de autoclave a una temperatura de 100°C, siendo el tiempo
optimo de extraccién de 4hrs alcanzando un porcentaje de 12 % de sdlidos solubles y
20% ART.
Los parametros cinéticos del proceso fermentativo muestran que la bacteria
(Zymomona mobilis CDBB-B-603), presenta ventajas sobre la levadura
(Saccharomyce cereviciae CDBB-L-331) como son: mayor rendimiento en la
produccion de etanol (64.5 £ 1.8 g/L), mayor eficiencia de conversion de azucares en
etanol (92.27 + 2.9) mayor productividad volumétrica (0.76 £ 0.01) y una menor

inhibicion a altas concentraciones de etanol y de azucares en el medio.
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ABSTRACT

Bioethanol is a leading biofuels, which in pure form or blended with gasoline can be
used by vehicles in countries like USA and Brazil. The production of this biofuel is
produced from maize and sugar cane respectively, however, the use of these
expensive raw materials and will limit the production of food for human consumption
and animal, haven’t attractive energy balance and even contribute to deteriorate the
environment through deforestation, water expenses and soil erosion. An alternative
that overcomes these problems would be the use of agricultural residues as are the
leaves of Agave tequilana Weber.

The results showed that the leaves of A. tequilana contain carbohydrates which that
can be used for bioethanol production, being the section of the bases of the leaves
which was the highest percentage (57.45 £ 0.57 % BS) than extremes (27.27 £ 0.61 %
BS).

The optimum conditions for extraction of fructans contained in flours obtained from the
leaf bases of A.tequilana were solid-water ratio of 1:9, temperature 70 °C and 30
minutes soaking time. Nevertheless, we must emphasize that under these conditions
was not possible, the assimilation of sugars and fermentation of microorganisms. We
employment fructans extraction of fresh leaves using the autoclave at temperature of
100 °C, being the optimal time of 4hrs extraction rate reaching 12% of soluble solids
and 20% ART.

The kinetic parameters of the fermentation process showed that the bacteria
(Zymomona mobilis CDBB-B-603), have advantages over the yeast (Saccharomyces
cereviciae CDBB-L-331) such as: improved performance in ethanol production (64.5 +
1.8 g / L), increased efficiency of conversion of sugars into ethanol (92.27 + 2.9)
increased productivity ratio (0.76 + 0.01) and less inhibition at high concentrations of

ethanol and sugars in the medium.
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1. INTRODUCCION



1.1 Energiay fuentes de obtencién

Casi todas las formas de energia que conocemos proceden directa o indirectamente
de la energia solar. Los combustibles fosiles o hidrocarburos provienen de la energia
transmitida por el sol y del proceso de fotosintesis cuando se formaron y crecieron las
formas vegetales ordinarias, hace millones de afos. El uso de energia en la sociedad
comenzo desde la prehistoria, cuando el hombre descubrié el fuego para calentarse y
cocinar los alimentos, pasando por la Edad Media en la que se construyeron molinos
de viento para moler el trigo, hasta la época moderna en la que se puede obtener
energia eléctrica por fision nuclear, el hombre ha buscado incesantemente fuentes de
energia para realizar un determinado trabajo u obtener alguna utilidad (Colmenar y
Castro, 2010).

Hoy en dia, el término energia es comunmente utilizado como sinébnimo de fuerza,
vigor o actividad; sin embargo, desde el punto de vista cientifico, el concepto es
distinto. La energia es una propiedad asociada a los objetos y sustancias que se
manifiesta en las transformaciones que ocurren en la naturaleza. La energia se
manifiesta en los cambios fisicos, por ejemplo, al elevar un objeto, transportarlo,
deformarlo o calentarlo. La energia esta presente también en los cambios quimicos,
como al quemar un trozo de madera o en la descomposicion de agua mediante la
corriente eléctrica, la obtencion de alimento y su preparacion, el funcionamiento de las
fabricas, etc. Es por ello que el desarrollo de un pueblo va acompafado por un

incremento en el consumo de energia (Biodisol, 2008).

De acuerdo a su disponibilidad en el tiempo, las fuentes de energia se clasifican en
renovables y en no renovables. Las fuentes de energia renovable son aquellas
fuentes naturales virtualmente inagotables, unas por la inmensa cantidad de energia
que contienen, y otras porque son capaces de regenerarse por medios naturales.
Entre las primeras tenemos: el Sol que proporciona la energia solar, el viento: que
proporciona la energia edlica, los rios y corrientes de agua dulce mediante los cuales

se genera la energia eléctrica, los mares y océanos que nos proveen de energia



maremotriz, el calor de la Tierra que provee la energia geotérmica, las olas del mar

que generan energia unimotriz y los biocombustibles (Merino, 2006) (Figura 1).

Figura1: Fuentes de energia renovable

Por su parte, las fuentes de energia no renovable son aquellas que se encuentran en
la naturaleza en una cantidad limitada y que, una vez consumidas en su totalidad, no
pueden sustituirse, ya que no existe una forma de produccidén o extraccion viable, o la
produccion desde otras fuentes es demasiado pequefia como para resultar util a corto
plazo. Dentro de estas fuentes de energia no renovable tenemos a los combustibles
fésiles y a los combustibles nucleares. El carbon, el petréleo y el gas natural, son
combustibles fésiles que provienen de restos de seres vivos enterrados hace millones
de anos, los cuales se transformaron bajo condiciones adecuadas de presion y
temperatura. Mientras que, los combustibles nucleares son aquellos elementos
quimicos capaces de producir energia por fision nuclear, los mas importantes son el
uranio y el plutonio. La energia nuclear se utiliza para producir electricidad en las
centrales nucleares (A.V.E.N. 2008) (Figura 2).
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Figura 2: Fuentes de energia no renovables
1.2 Basqueda de fuentes alternas de energia renovable

La busqueda de fuentes alternas de energia renovable se ve impulsada por los

siguientes factores:

El incremento en el precio del petr6leo y derivados: Como consecuencia del
incremento en su demanda y la disminucion de las reservas mundiales de este
combustible fésil, el precio mundial del petréleo constantemente tendera a la alza,
obedeciendo siempre la ley de oferta y demanda. Entre 2003 y 2008 los precios del
petréleo aumentaron cada afio, alcanzando su mayor cotizacion de 147 ddlares por
barril en julio de 2008, valor que disminuyé posteriormente a 65 ddlares por barril en
enero de 2010, contribuyendo asi a la recuperacidon econdémica mundial. Se
pronostica que los precios mundiales del petrdleo se incrementen nuevamente
alcanzando cotizaciones del orden de 110 ddlares por barril en el 2015 y de 130

ddlares por barril en el 2030 en términos reales (I.E.O. 2009).

Crecimiento poblacional: EI incremento en la poblacion mundial trae como
consecuencia una mayor demanda de alimentos y servicios, lo que origina un
aumento en la demanda energética que acelera el agotamiento del petréleo. En la
actualidad, la poblacion mundial asciende a 6,700 millones de habitantes y se estima
que crecera a una tasa promedio anualizada del 1% durante los préximos 40 afios, lo
que significa que para el ano 2050 la poblacién mundial sera de 9,200 millones de

personas (Figura 3). Se puede observar que los paises menos desarrollados son los

4



que tendran el mayor crecimiento poblacional, mientras que el crecimiento poblacional

en los paises desarrollados sera minimo (I.E.A. 2009).

Poblacidn mundial (millonas de personas)

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050
ANO
Figura 3: Prondstico del crecimiento mundial de la poblacion.

Incremento de las emisiones mundiales de CO,. El uso excesivo de combustibles
fosiles genera la acumulacién de gases de efecto invernadero, lo que ocasiona un
incremento en la contaminacion ambiental que trae como consecuencia el cambio
climatico mundial. Bajo este escenario, se pronostica que habra una rapida
acumulacién de gases de efecto invernadero, principalmente emisiones de CO, En el
2006 se proyectaron 29.0 billones de toneladas métricas de CO, y se estima que esa
cifra se incrementara a 40.4 billones de toneladas métricas para el 2030, lo que

implica un incremento del 39% durante el periodo previsto (Figura 4) (I.E.A. 2009).
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Figura 4: Emisién mundial de gases de efecto invernadero (2006-2030).

La disponibilidad del petroleo como la principal fuente actual de energia no renovable
es cada vez menor y ya esta dando sefiales de agotamiento, pues se estima que al
ritmo de consumo y crecimiento actual, las reservas probadas de petréleo de los
paises miembros de la OPEP duraran 80 anos, mientras que los demas productores
como Rusia, Estados Unidos, China, podran seguir extrayendo su petroleo solo
durante los proximos 20 anos (John, 2007). Por su parte, nuestro pais solo cuenta con

reservas probadas de petroleo para los proximos 10 afios (Pemex, 2006).

Ante este escenario en el que la obtencion de energia a partir de la quema de
combustibles fosiles se ha convertido en el centro de un problema de caracter
mundial, actualmente la mayoria de los paises han adoptado medidas politicas y
tecnolégicas para emplear energias alternativas, tales como son las energias
renovables. Recientemente esta cobrando importancia el uso de la biomasa agricola
(materia organica que proviene de una fuente renovable y que puede ser convertida

en energia) para la produccion de biocombustibles. Esta forma de generar energia a



partir de biomasa agricola, ha sido catalogada como la industria del futuro, dado que
la biomasa es una fuente de energia renovable y limpia, y ademas, contribuye a la

conservacion del medio ambiente (Avinash, 2007; Torney et al., 2007).

En la figura 5 se muestra la conformacion de los diferentes tipos de energia primaria
producida en nuestro pais. Podemos observar la biomasa proporcioné el 3.2% del
total de la energia generada y estuvo integrada por un 72% de lefa y el 28% de
bagazo de cafia (SAGARPA, 2007).

B Hidrocarburos
W Electricidad
I Biomasa

m Carbén

Figura 5: Origen de la energia primaria producida en México

1.3 Biocombustibles

El tema de los biocombustibles no es nuevo, antes de la era del petréleo los
productos bioldgicos habian sido la principal fuente de energia. Nicolaus Otto,
inventor del motor “Otto” en 1876 utilizé etanol en uno de sus motores, Henry Ford
construyé su primer vehiculo para el uso de etanol. Muchas de las tecnologias que
existen hoy dia para la producciéon de biocombustibles fueron desarrolladas hace
tiempo, pero debido a los bajos precios del petrdleo, no se tenian las condiciones
adecuadas para el desarrollo tecnoldgico de los biocombustibles (Pfauman, 2007). Sin

embargo, las crisis de 1980 y de 1990 a consecuencia de las guerra entre Iran e Irak y



la Guerra del Golfo respectivamente, incrementaron la preocupacion por desarrollar

combustibles alternativos (Zaldivar et al., 2002; Hogerdal et al., 2007).

El término biocombustible indica a todos aquellos combustibles de origen biolégico
que son obtenidos a partir de la biomasa agricola o de restos organicos, mediante su
procesamiento quimico, térmico o biotecnolégico de manera renovable. La madera
constituye el ejemplo mas antiguo de biocombustible renovable utilizado por el
hombre (Aburto et al., 2008).

1.3.1 Clasificacién de los biocombustibles

Existen varios tipos de biocombustibles dentro de los cuales se encuentran:

Biogéas: es obtenido por la accién de un determinado tipo de bacterias anaerobias
sobre residuos biodegradables tales como residuos ganaderos, lodos de las
estaciones depuradoras de aguas residuales, residuos biodegradables de
instalaciones industriales por ejemplo, de industrias cervecera, azucarera entre otras

que generan éste tipo de residuos. (A.V.E.N. 2008).

Biohidrégeno: se genera a partir de microorganismos como las algas verdes,

bacterias sulfuradas fotoheterétrofas y bacterias Rhodospirillaceae (Ectropia, 2004).

Biodiesel: se obtiene a partir de aceites vegetales como los aceites de palma, soya,
colza, canola, entre otros; o bien, a partir de grasas o aceites animales como el sebo

de res; todos ellos pudiendo ser puros o usados (Claridades Agropecuarias, 2007a).

Bioetanol: se denomina bioetanol, al alcohol etilico deshidratado al 99.4% de pureza
y se produce mediante la fermentacion de los azucares presentes en la cafa de
azucar y del maiz, aunque también se puede obtener a partir del sorgo, la yuca, la
remolacha entre otros (Figura 6). Este biocombustible puede ser utilizado en motores
de ciclo Otto remplazando parcial o totalmente a los combustibles fosiles como la

gasolina (nafta). En varios paises el bioetanol se mezcla con gasolina desde un 10%



hasta el 85% y se utiliza en los vehiculos denominados FFV (Flexible Fuel Vehicle) o
puede utilizarse el bioetanol como combustible unico (E-100), pero requiere
modificaciones en los motores. Estos vehiculos estan disponibles en paises como
Estados Unidos, Brasil o Suecia (Almeida, 2006).

Maiz _ Caiia de azucar Sorgo | Remolacha azucarera

Figura 6: Principales materias primas empleadas en la produccion de bioetanol

De todos los biocombustibles, el biodiesel y el bioetanol constituyen los mas
desarrollados y utilizados a nivel mundial, siendo el bioetanol el biocombustible que

presenta mayor potencial para facilitar la transicién energética (Mesera, 2006).

1.3.2 Produccion mundial de bioetanol

El bioetanol representa actualmente mas del 90% del suministro mundial de
biocombustibles liquidos. Los principales paises productores de bioetanol en el
mundo son Brasil y Estados Unidos de América, en el primero el bioetanol se produce
mediante la fermentacion de la sacarosa extraida de la cafia de azucar, mientras que
en el segundo se obtiene por hidrdlisis y posterior fermentacion del almidén de maiz.
La produccion mundial de bioetanol en el afio 2008 superd los 65,000 millones de
litros de los cuales, Estados Unidos produjo 33,750 millones, lo que equivale al
51.92% de la produccién mundial total, Brasil obtuvo el 37.33%, la Union Europea el
4.23%, China 2.90% mientras que Canada 1.37% de la produccion mundial. Entre
estos paises la produccion total mundial de bioetanol fue de 97.75%, el restante

2.25% lo produjeron los paises que se muestran en la tabla 1 (R.F.A. 2008).



Tabla 1: Produccion mundial de bioetanol en el 2008

Pais Produccion % Pais Produccion %
(Millones de litros) (Millones de litros)

USA 33,750 51.92 Colombia 297 0.46
Brasil 24,270 37.33 India 248 0.38

UE 2,751 4.23 Australia 99 0.15
China 1,882 2.90 Otros 482 0.74

Canada 891 1.37
Tailandia 337 0.52 TOTAL 65,007 100.00

Paralelamente se estan desarrollando nuevas tecnologias para producir bioetanol a
partir de materias primas lignocelulésicas (hierbas, madera, residuos forestales y de
cultivos y desechos municipales), que son las que ofrecen en el futuro, un mayor
potencial para la produccién de bioetanol. Estas son las llamadas tecnologias de
segunda generacion, que en la actualidad resultan mas costosas, pero se pronostica

que pronto seran muy competitivas y estaran disponibles (Edward et al., 2007).

1.3.3 Produccién nacional de bioetanol

La produccion de etanol en México comenzé hace 9 afos en los ingenios azucareros
de la Gloria y San Nicolas, en Veracruz, sin embargo, por no contar con un marco
legal, este biocombustible se canalizaba a la industria farmacéutica. Ahora con la
aprobacion de la Ley de Promocidén y Desarrollo de los Biocombustibles, el 2 de
Febrero de 2008, se abre una gran oportunidad para que la industria azucarera se

diversifique produciendo etanol y energia eléctrica (INIFAP, 2008).

En nuestro pais se cultivan diversas materias primas que podrian utilizarse para la
produccion de etanol; entre ellas destacan la cafna de azucar, la remolacha azucarera
el sorgo dulce y la yuca. La cafia de azucar es considerada la materia prima mas
factible debido a la posibilidad de co-ubicar las fabricas de produccion de bioetanol
con los ingenios azucareros existentes. En la Figura 7 se muestra la ubicacion
propuesta para las plantas de producciéon de bioetanol a partir de cafia de azucar asi

como las zonas productoras de dicha materia prima (SENER-BID-GTZ, 2008).
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Figura 7: Ubicacién propuesta para las plantas productoras de bioetanol y zonas

productoras de cana de azucar

1.3.4 Rendimiento de los cultivos en la produccion de biocombustibles

La tabla 2 muestra los rendimientos de diversas materias primas para la produccion

de biocombustibles, en la que se aprecia que el rendimiento del maiz para la

produccion de bioetanol es de 0.40 litros de bioetanol por kilogramo de maiz. Por otra

parte, la cafa tiene el mas bajo rendimiento de bioetanol por tonelada (85-90

Litros/ton), pero debido a que presenta el mayor rendimiento agricola del cultivo (100

ton/ha), la cafia de azucar proporciona el mayor rendimiento en la produccién de

bioetanol (9000 L /ha x ano) (Tabla 2) (Edward et al., 2007; Johannes et al., 2007).

Tabla 2: Rendimiento de los cultivos en la produccion de biocombustibles.

CULTIVO BIODIESEL CULTIVO BIOETANOL
Litros/ha/afo Litros/ha/aino

Palma 5500 Cana de azucar 9000
Cocotero 4200 Remolacha 5000
Higuerilla 2600 Yuca 4500
Aguacate 2460 Sorgo dulce 4400
Jatropha 1559 Maiz 3200
Colza 1100

Soja 840
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1.4 Proceso de produccidn de bioetanol

1.4.1 Fermentacion

La fermentacion alcohdlica, conocida también como fermentacion del etanol o incluso
fermentacion etilica, es un proceso microbiolégico anaerdbico, comprende toda una
serie de reacciones bioquimicas a través de las cuales algunos microorganismos, por
medio de un conjunto de enzimas producidas por ellos (o afadidas artificialmente),
realizan una transformacion de los azucares (sacarosa, glucosa, fructosa, xilosa, entre
otros) o polisacaridos (almidén, celulosa, hemicelulosa) presentes en el medio. Los
productos finales obtenidos son: dos moles de etanol (CH3;-CH2-OH), dos moles de
diéxido de carbono (CO;) en forma de gas y dos moles de ATP (Adenosin trifosfato)
que consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético

anaerobico; por cada mol de glucosa fermentada (Figura 8) (Madigan et al., 2004).

ADP ADP FAT
P AT e
Glucose
2 Pyruvate
NAD* INA'D H] €O,
NAD+ INADH] o,
2 Acetaldehyde
2 Ethanol /

Figura 8: Fermentacion alcohdlica

Industrialmente el bioetanol es producido por fermentacion de los hidratos de carbono
presentes en las materias primas utilizadas en el proceso. De acuerdo a su contenido

de hidratos de carbono, las materias primas se clasifican en: materias ricas en
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sacarosa (cafa de azucar, remolacha y melaza); materias ricas en almidén: como los
cereales (maiz, trigo, cebada, sorgo, etc.), tubérculos (yuca, camote, papa etc.); y
materias ricas en celulosa como la madera y residuos agricolas. En la figura 9 se
muestra el diagrama general del proceso de obtencién industrial de bioetanol a partir

de las diversas materias primas utilizadas para tal efecto (AGROBIO, 2007).

Maiz

Trigo
ALMIDONES
Cebada [ ”|

Sorgo l

Hidrdlisis

Remolacha
_ - F: tacio
Cafia Azicar —» AZUCARES —» 'poteiasiof —p  EENOL 0 chidratacion —» Etanol

Melaza

Hidrdlisis

Madera T

Resid
de podas —> CELULOSAS

RSU

Figura 9: Diagrama general del proceso de produccion industrial de bioetanol.

El primer paso en el proceso de obtencidén de bioetanol consiste en extraer y convertir
en azucares fermentables los hidratos de carbono presentes en las materias primas
utilizadas. Posteriormente estos azucares son fermentados a etanol y biéxido de
carbono, mediante el empleo de microorganismos y enzimas especificas. Concluida la
fermentacion, el caldo ya fermentado se somete a etapas de clarificacién para la
eliminacién de sélidos y finalmente el etanol es separado de la mezcla por destilacion;
de esta forma se obtiene etanol hidratado que finalmente es deshidratado para

obtener el bioetanol con una pureza superior al 99% (Garcia y Garcia, 2006).
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1.4.2 Produccién de bioetanol a partir de cafia

La principal materia prima para la produccion de etanol es la cafia de azucar, ya sea
en forma de jugo de cafia 0 como melazas, siendo esta ultima un subproducto de la
industria azucarera. Se pueden obtener alrededor de 90 litros de etanol por tonelada
de cana y 9 litros de etanol por tonelada de melaza grado C (Moreira y Goldemberg,
1999). El microorganismo mas utilizado para este proceso es la levadura
Saccharomyces cereviciae por su capacidad de hidrolizar la sacarosa de la cafia de
azucar hasta glucosa y fructosa, dos hexosas faciimente fermentables (Sanchez y
Cardona, 2005).

1.4.3 Produccion de bioetanol a partir de maiz

Para el proceso de produccién de etanol a partir de maiz, es necesario hidrolizar las
cadenas de amilosa y amilopectina presentes en el almidén en azucares apropiados
para la fermentacion. La hidrolisis se puede resumir en la siguiente ecuacion
(Cardona et al., 2005):

ghicoamilaza

n(C.H,,0;) —X=% , Dextrinas —2™ , pC.H,,0,

Almidon Gliucosa

1.4.4 Proceso produccion de bioetanol a partir de material lignoceluldsico

Los materiales lignocelulésicos que mas se han utilizado son madera y residuos
forestales, papel reciclado y residuos de la industria papelera, bagazo de cana,
desechos agricolas (hojas, ramas, hierbas, frutas, paja, etc.), asi como residuos
sélidos urbanos (Berg, 2001). La biomasa lignoceluldsica presenta una estructura
compleja, compuesta de varias fracciones que deben ser procesadas por separado
para asegurar una conversion eficiente de estos materiales a etanol. La fraccion
mayoritaria de la biomasa es la celulosa, compuesta por largas cadenas de glucosa

unidas por enlaces B (1-4) que, a su vez, se agrupan en estructuras superiores de
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gran cristalinidad. Esta estructura cristalina es la que dificulta la hidrdlisis de la

celulosa para la obtencion de azucares fermentables (Oliva, 2003).

1.4.4.1 Hidrolisis acida de material lignoceluldsico

La hidrolisis acida de los materiales lignocelulésicos es un proceso conocido desde
1819 (Larsson, 2000); consiste en la utilizacion de acidos minerales para transformar
las cadenas de polisacaridos que conforman la biomasa y (hemicelulosa y celulosa)
en sus monomeros elementales. Entre los principales acidos inorganicos utilizados en
este proceso se encuentran el acido sulfuroso, clorhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico y
férmico; sin embargo, sélo el acido clorhidrico y el acido sulfurico han sido empleados

a escala industrial (Galbe y Zacchi, 2002).

1.4.4.2 Hidrolisis enzimética de material lignoceluldsico

La hidrolisis enzimatica es un proceso que se lleva a cabo por un grupo de enzimas
denominadas genéricamente como enzimas celulasas. La mayoria de las enzimas
celulasas comerciales son producidas industrialmente a partir del hongo Trichoderma
reesei, del cual se obtienen basicamente una mezcla de celobiohridrolasas vy
endoglucanasas (Lynd et al., 2002). Una vez concluida la hidrdlisis enzimatica se
obtiene una solucién de azucares fermentables constituida principalmente por glucosa
y algunas pentosas. Estos azucares son posteriormente convertidos en etanol y
bidxido de carbono mediante la accidn de microorganismos que pueden utilizar uno o
varios de los azucares presentes en el material lignoceluldsico pretratado hidrolizado
(Oliva, 2003).
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1.5 Desventajas técnicas y ambientales de las diversas materias primas

utilizadas para producir bioetanol

1.5.1 Cafa de azucar (CEPAL, 2006):

El cultivo de la cana de azucar requiere alto consumo de agua, razon por la que
sélo se siembra en territorios especificos.

Solo opera en periodo de Zafra; si se requiere producir etanol en meses fuera de
este periodo se requiere de mayores costos tanto de inversion como de operacién
y mantenimiento, relacionados principalmente con el suministro de energia y vapor
(gasto doble a los estimados para los dias de zafra).

Deforestacion de selvas como en Brasil y erosion del suelo.

1.5.2 Almidén de maiz (Webber, 2008):

Requiere elevado consumo de energia fosil, para la fabricacion de insumos tales
como fertilizantes, herbicidas y pesticidas; calor para la fermentacién, con
frecuencia obtenido de gas natural o carbén, ademas requiere de gasolina o diesel
para la cosecha, produccién, almacenamiento y transporte.

Consume vasta cantidad de agua (4-6 gal agua/gal etanol procesado; arriba de
1000 gal de agua para irrigacion/gal etanol.

Contribuye a la deforestacion de selvas y bosques y a la erosién del suelo

1.5.3 Material lignocelul6sico (Keller, 1996):

Se emplea gran cantidad de acidos concentrados y la recuperacién de estos,
unido a los efectos corrosivos de los acidos concentrados que obliga a altas
inversiones en los equipamientos, hace que el proceso no sea rentable.

Durante el proceso es necesario una etapa costosa de neutralizacién antes de la
fermentacion.

Se requiere altas temperaturas para alcanzar rendimientos aceptables de
conversion de celulosa a glucosa

Alto costo de las enzimas hidroliticas.

16



1.6 Microorganismos etanolgénicos

A pesar de que varios microorganismos, incluyendo Clostridium sp., han sido
considerados como los microbios etanologénicos, la levadura Saccharomyce
cerevisiae y la bacteria facultativa Zymomona mobilis son los mejores candidatos para
la produccion de alcohol industrial. Las levaduras S. cerevisiae se encuentran entre
los microorganismos mas utilizados industrialmente en la produccién de etanol por
fermentacion, sin embargo, dadas sus caracteristicas especificas y su capacidad para
producir etanol, actualmente algunas bacterias como Z. mobilis estan cobrando gran

importancia para ser utilizadas en este proceso (Claassen et al., 1999).

1.6.1 Levadura Saccharomyce cerevisiae

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de hongos, incluyendo
tanto especies patdégenas para plantas y animales, como especies no solamente
inocuas sino de gran utilidad. Las levaduras constituyen el grupo de microorganismos
mas intimamente asociado al progreso y bienestar de la humanidad. Algunas
especies de levaduras del género Saccharomyces son capaces de llevar a cabo el
proceso de fermentacion, propiedad que ha sido explotado desde hace muchos afios
en la produccion de pan, vino y otras bebidas alcohdlicas. Dentro del género
Saccharomyces, la especie cerevisiae constituye la levadura mas estudiada. Como
microorganismo eucarionte, esta levadura posee un nucleo diferenciado y organelos
subcelulares como el reticulo endoplasmatico y mitocondrias; se encuentran
generalmente en forma de células unicas y se reproducen mediante gemacién. La
pared celular de la levadura incluye membrana citoplasmatica, espacio periplasmatico
y una pared celular rigida, permeable al soluto que proporciona a las levaduras una
considerable fuerza de comprension y tension estando constituida principalmente por

polisacaridos y una cantidad péptidos (Figura 10) (Costa et al., 1986).
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Figura 10: Estructura de una célula de levadura (DelLaval, 2006)

Cuando las levaduras toman el azucar del medio, se inicia toda una serie de
reacciones intermedias, conocidas como glucdlisis o ruta de Embden-Meyerhof. El
término glucdlisis viene del griego glycos: azucar y lysis: ruptura. Es una secuencia
compleja de reacciones que se realizan en el citosol de la célula microbiana. El
mecanismo esta catalizado por 11 enzimas (Gonzalez y Raisman, 2004). En la
primera fase de la glucdlisis, se forma el gliceraldehido 3-fosfato (Figura 11, 12 fase).
En la segunda fase ocurre una reaccion de oxido-reduccion, se producen enlaces
fosfato de alta energia en forma de ATP y se forman 2 moléculas de piruvato
(Figura11, 22 fase). En la tercera fase se presenta otra reaccion de éxido reduccién y

se forman el etanol y CO, (Figura 11, 32 fase) (Madigan et al., 2004).

En condiciones de escasez de nutrientes, la levadura utiliza otras rutas metabdlicas
que le permiten obtener un mayor rendimiento energético, y por tanto no realiza la
fermentacién. Desde el punto de vista cientifico, este microorganismo se ha empleado
como modelo simple de la célula eucariota, lo cual se debe a su facilidad de cultivo y
su velocidad de division celular (aproximadamente dos horas)(Gonzalez y Valenzuela,
2000).
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Figura 11: Glucolisis (12 y 22 fase) y Fermentacion alcohdlica (32 fase)

1.6.2 Bacteria Zymomona mobilis

Entre el grupo de bacterias fermentadoras, la mas promisoria es la Z. mobilis, aunque
actualmente su explotacion a nivel industrial es minima. Z. mobilis es una bacteria
Gram negativa en forma de bacilo o diplobacilo (Figura 12), corto y con extremos
redondeados, con movilidad mediante flagelos lotréficos, sin capsula ni esporas,
heterétrofo, anaerobio facultativo que durante la evolucion se ha especializado para
crecer en plantas de savia con alto contenido de azucares. Este microorganismo se
encuentra asociado a levaduras en fuentes naturales como frutos vegetales. Es la
principal bacteria tolerante al alto contenido de glucosa, fructosa y sacarosa en el vino

de palma, asi como en el jugo de la caia (Viikari, 1988).
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Figura 12: Morfologia de Z. mobilis (Li

Z.mobilis fermenta la glucosa, fructosa y sacarosa a etanol y bioxido de carbono por la

via de Entner-Doudoroff (Figura 13). Sus condiciones

de 5.0 y temperatura de 30°C. No produce oxidasa, indol, ni reduce nitratos, no

hidroliza la urea ni la gelatina, pero si produce catalasa y acido sulfhidrico (Kerster y

De Ley, 1968).
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El sistema de transporte de azucares en esta bacteria es por difusion facilitada y esta
acoplado a una alta expresiéon de los genes de las enzimas piruvato descarboxilasa y
alcohol deshidrogenasas | y Il, enzimas que convierten rapida y eficientemente la

glucosa a etanol (Ingram et al., 1989).

Debido al alto rendimiento, productividad y tolerancia al etanol, Z.mobilis presenta
atractivas ventajas sobre S. cerevisiae. Entre sus ventajas se encuentran (Swings y
De Ley, 1977; Dien, 2003):

e Convierte la glucosa casi estequiométricamente a etanol y CO,, crece mas
rapidamente que las levaduras y demuestra mayor productividad durante la
fermentacion continua. En cultivo continuo tolera concentraciones de etanol de 70-
80 g/L y mas de 120 g/L en cultivo por lote.

e Produce hasta 1.8 mol de etanol y 1.9 moles de bidéxido de carbono por mol de
glucosa fermentada, lo cual supera al rendimiento de la S. cerevisiae, la cual a
partir de glucosa sintetiza el 49% a etanol.

e Genera una elevada produccién de etanol y una baja produccion en biomasa, en
comparacioén con las levaduras.

e Segun la composicion del medio, Z.mobilis es un microorganismo homo o
heterofermentador, utiliza una minima parte del azicar como fuente de carbono y
fermenta el 98%, mientras que sélo emplea el 2% en su crecimiento, pero
exclusivamente en anaerobiosis. En aerobiosis genera un mol de etanol por mol
de glucosa fermentada.

e Los cultivos de Z.mobilis crecen anaerébicamente, y a diferencia de las levaduras,
no requieren la adicion controlada de oxigeno para mantener la viabilidad celular
en cultivos continuos.

e Z. mobilis produce menos subproductos durante la fermentacion.

e La manipulacién genética de Z. mobilis es mas simple que para las levaduras, lo
cual da la oportunidad de ampliar el espectro de materias primas utilizables tales

como celulosa, hemicelulosa y almidén, para la produccion de etanol.
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1.6.3 Requerimientos nutricionales y ambientales de los microorganismos

Los microorganismos necesitan de una serie de condiciones ambientales y elementos
nutritivos para su desarrollo, entre los mas importantes para las levaduras se

encuentran los siguientes (Banwart, 1981; Trevan et al., 1990):

Nutrientes: hidratos de carbono que son metabolizados para producir la energia
necesaria para las actividades vitales de las células, asi como para la produccién de
etanol y otros metabolitos. También requieren en algunos casos de proteinas,
vitaminas y sales minerales.

pH: las levaduras en general se desarrollan en un pH 6ptimo de 4.5 a 6.5, pero
algunas otras también sobreviven en un pH minimo de 1.5 y un maximo de 8.5.
Temperatura: en general las levaduras crecen a una temperatura 6ptima entre 21°Cy
32 °C; mientras que la S.cerevisiae se desarrolla en un rango 6ptimo de 20 a 30 °C.
Oxigeno: son microorganismos anaerobicos facultativos, es decir, pueden

desarrollarse a bajas concentraciones de oxigeno, o en anaerobiosis total.

Por otro lado, las condiciones éptimas de crecimiento de la bacteria Z. mobilis son las
siguientes: requiere de azucares tales como glucosa, fructosa y sacarosa, es
anaerobio facultativo, pH 6ptimo de 5 y temperatura optima de 30° C (Swings y De
Ley, 1977).

1.7 Importancia del desarrollo de biocombustibles

La importancia del desarrollo de biocombustibles a nivel mundial surge a partir de
varias necesidades, principalmente energéticas, ambientales y sociales. En este
ambito, la sustitucion de combustibles basados en petréleo por biocombustibles
aumentara la seguridad energética, disminuira la dependencia frente a la volatilidad
de los precios del petréleo, ademas de minimizar los costos de importaciones de
combustibles. (Pfauman, 2007).
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En el aspecto ambiental el uso de los biocombustibles reduciran la emision de gases
de efecto invernadero, pues el uso de bioetanol como combustible no genera una
emision neta de CO, sobre el ambiente, debido a que el CO, producido en los
motores durante la combustion y durante el proceso de obtencion del bioetanol, es
nuevamente fijado por la biomasa mediante el proceso de fotosintesis (Figura 14).
Ademas no contienen azufre, uno de los principales causantes de la lluvia acida. Por
ultimo el desarrollo de biocombustibles beneficiara a la sociedad mediante el
desarrollo agricola | contribuyendo a mejorar los ingresos de los agricultores a través

de la creacion de diversas fuentes de empleos (Cardona et al., 2005).

Dioxido de
carbono

Cultivos
agricolas

Usuario final
Transporte

Procesado

Figura 14. Ciclo de vida de los biocombustibles
U.S Department of Energy (2007).

23



1.8 Biocombustibles y seguridad alimentaria

Actualmente los biocombustibles se producen a base de cultivos agricolas que
también son utilizados para la alimentacion y los piensos, por lo que su produccion a
gran escala tendria repercusiones directas en la seguridad alimentaria a través de sus
efectos del aumento dramatico de los precios de los alimentos. La disponibilidad de
cultivos alimentarios podria verse amenazada por la produccion de cultivos
bioenergéticos. En la actualidad se utilizan alrededor de 14 millones de hectareas de
tierra para la produccion de biocombustible liquido, que equivalen a cerca del 1% de
la tierra cultivable del mundo, proporcion que podra alcanzar del 2.5 % al 3.8 % para
2030 (Claridades Agropecuarias, 2007b).

La utilizacion del suelo agricola para cultivar materias primas destinadas a la
produccion de biocombustibles, en lugar del uso exclusivo de restos agricolas de
otros cultivos, ha traido como consecuencia una competencia entre la produccion de
alimentos y la de biocombustibles, lo cual ha tenido a su vez repercusiones
econdmicas y en la disponibilidad de alimentos de la sociedad (Claridades

Agropecuarias, 2010).

Este efecto de vio reflejado durante el primer trimestre del 2008, cuando los precios
nominales internacionales de los principales productos alimentarios alcanzaron los
niveles maximos de los ultimos 50 anos. El precio del maiz se incremento un 35 %,
74% el Arroz, el de la soya aumentd 87% y el del trigo se incrementd hasta un 130%,
mientras que las proyecciones futuras indican que probablemente los precios de los
alimentos continuaran elevandose durante los proximos anos, lo que prevé que
afectara los mercados de la mayor parte de los paises en desarrollo (FAO Food
Outlook, 2007).

Sin embargo, en varios paises un gran numero de productores de granos prefieren
exportar sus cultivos en lugar de abastecer el mercado interno, lo que hace pensar
que los consumidores seguiran sufriendo para poder consumir alimentos baratos, e

incluso en algunos paises no podran conseguirlos ya ni a precios altos, simplemente
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porque se ha registrando una escasez y especulacién en su mercado interno. Ejemplo
de ello se presento en Argentina, cuando las tiendas no contaban con alimentos para
ofrecer a los consumidores, a pesar de ser uno de los productores a nivel mundial de
granos y oleaginosas, esto sucedi6 debido a que las tierras destinadas para alimentos
forrajeros comenzé a utilizarse para cultivar materias primas para producir
biocombustibles, o que ocasion6 un aumento del 100 y hasta del 200% en el precio
en la carne. Otro caso muy comentado es el de Egipto y Espafa donde el pan,
producto basico en la dieta de la poblacion, ha escaseado y se comercializa en un

precio mayor (Claridades Agropecuarias, 2008).

Otro ejemplo fue lo sucedido en México durante el primer trimestre del 2008, debido a
que nuestro pais es importador de bienes agricolas. La consecuencia de ello se
reflejé en las compras de trigo del exterior que aumentaron un 136% en valor respecto
del afo anterior, sumando 543.2 millones de ddlares de arroz que le costaron al
gobierno (cinco veces mas que en 2007). Pese al subsidio oficial a granos, cereales y
oleaginosas al final del afio el costo de la canasta basica aumento entre un 40-45%
en promedio. El kilogramo de arroz costaba 9 pesos en enero y ahora oscila en 20
pesos en el mismo periodo, mientras que la pieza de pan blanco aumento de 2 a 3
pesos. Los efectos del alza del precio del maiz se vio reflejado en la reduccion de las
exportaciones de Estados Unidos a nuestro pais debido a la mayor demanda interna
de maiz para la produccion de bioetanol, que pasoé de 25 millones de toneladas en el
2003, a 54 millones de toneladas para el 2007. Estos efectos llegaron a una inflacion
real del pais del 6.04% que se tradujo a efectos negativos, especialmente en los
mexicanos de bajos recursos, ya que la tortilla de maiz, es la base de su alimentacion
(Goémez, 2008).

Son muchos los factores que se atribuyen a este fendmeno tales como las malas
condiciones climaticas, la baja en los niveles de reserva de combustibles fosiles, el
aumento del costo de los combustibles y su efecto directo en los insumos agricolas y
el aumento de la demanda de materias primas para la produccidén de biocombustibles

(Farias, 2008). El aumento del precio de los cultivos y el costo asociado de los
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alimentos, conducen a mayores precios de productos ganaderos. Haciendo una

comparacion de los precios del periodo de 1998-2007 con los precios proyectados

para los afnos 2008-2017. El precio promedio para la carne de bovino y de cerdo

aumentara alrededor del 20%, un 30% para el azucar crudo y refinado, de 40 a 60%

para trigo, maiz y leche en polvo descremada, un 60% mas alto en la mantequilla y

las semillas oleoginosas, y 80% en los aceites vegetales (Figuras 15 y 16)
(Agricultural Outlook, 2008).
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Figura 15: Precio de cultivos agricolas en el periodo 1996 — 2017 (Agricultural Outlook, 2008)
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El aumento en los precios de los alimentos esta provocando grandes privaciones y
sufrimientos para una gran parte de los 800 millones de personas que ya padecen
hambre cronica, el encarecimiento de los alimentos puede resultar devastador. A ellos
se han unido ya otros muchos millones de personas que ahora no pueden comprar la
comida que sus familias necesitan para llevar a cabo una vida sana. No resulta
sorprendente que esta situacion esté provocando malestar social en todo el mundo en
desarrollo. En un futuro inmediato, es probable que los hogares de las ciudades y las
zonas rurales, incluidos los hogares rurales mas pobres que son de forma dominante
compradores netos de alimentos, que dedican una parte importante de sus ingresos a
los alimentos, seran quienes mas perjudicados resulten (Claridades Agropecuarias,
2009).

Ante este panorama, y aunado al hecho de que nuestro pais es deficitario en la
produccion de granos y oleaginosas, es necesario investigar otros tipos de cultivos
para la produccion de biocombustibles como el bioetanol, de manera que no se vea
afectada la cadena agroalimentaria. Por sus caracteristicas agronémicas y por su alto
contenido de hidratos de carbono, las hojas o pencas del agave tequilero (Agave
tequilana Weber var. azul) convierten a este cultivo en una prometedora materia prima

para la produccion industrial de bioetanol.

1.9 Agave tequilero

1.9.1 Descripcion boténicay clasificacion

El agave tequilero forma parte de la familia Agavaceae, que es endémica de América
y se distribuye desde el sur de Canada, México, Centroamérica, norte de Sudameérica
e islas del Caribe. Se tiene la certeza de que el origen del agave es México debido a
que es aqui donde se encuentra la mayor riqueza y diversidad de agavaceas; pues de
las 273 especies que se distribuyen en el continente americano, 205 se encuentran

representadas en nuestro pais (Gentry, 1982). Gonzalez (1978) opina que esta planta
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contribuyé de manera significativa al desarrollo de la agricultura en América del Norte
y afirma que los plantios de estas especies fueron los inicios de la agricultura de los
amerindios, pues las plantas proporcionaban alimento, fibras, bebida, abrigo y
productos miscelaneos a las tribus cazadoras y recolectoras de Mesoamérica.
Kolendo (1996) menciona que después del maiz, el agave representd la planta mas
importante de la agricultura indigena y que el destilado de esta planta, el tequila,
constituyo el primer producto de exportacion del occidente de México.

De acuerdo a la clasificacion taxonémica realizada por Nobel (1988); la planta de
agave tequilero pertenece al reino Plantae, division Antophyta, clase Angiospermas,
subclase Monocotiledoneas, orden Liliales, familia Agavaceae, genero Agave,
subgénero Agave, grupo Rigidae, especie tequilana Weber, variedad Azul; de aqui
que su nombre botanico sea Agave tequilana Weber Azul. Estructuralmente el A.
tequilana, es una planta que se extiende radialmente de 1.2 a 1.8 metros de altura
(Figura 17).

Figura 17: Planta de Agave tequilana Weber var. Azul
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El tamafio de sus hojas oscila entre los 90 y 120 centimetros, son de fibras firmes,
casi siempre rigidamente estiradas, concavas de ascendentes a horizontales. Su tallo
es grueso, corto, alcanza de 30 a 50 cm de altura al madurar. Sus necesidades de
agua son moderadas una vez que esta establecida en el campo y requiere de
exposicion plena al sol. Su reproduccién comunmente se hace por rizomas o hijuelos,
ya que el tamafo de éstos proporciona una ganancia importante en tiempo de cultivo
con respecto a otras formas de reproduccion, que pueden ser por semillas o por
bulbillos (Valenzuela, 1997).

1.9.2 Requerimientos de climay suelo

La planta del A.tequilana requiere de 7 a 10 afos para su desarrollo y sus ciclos de
cultivo se ven afectados por las condiciones ambientales, manejo y diferencias
genéticas de las plantaciones. Se desarrolla en sitios que no se encuentran expuestos
a cambios bruscos de temperatura, con una temperatura media cercana a los 20°C.
Las lluvias deben ser de aproximadamente un metro anual, con nublados entre 65 a
100 dias por afo. La falta de agua provoca que la planta tarde mas tiempo en
madurar y, por el contrario, el exceso de lluvia reduce el contenido de azucares. La
altitud media es cercana a los 1500 msnm; con variaciones que van de los 700 hasta
los 2900 msnm. Los mejores suelos son los arcillosos, permeables, abundantes en

elementos derivados del basalto, ricos en hierro (Figura 18) (Morales, 1997).

Figura 18: Cultivo de A. tequilana
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1.9.3 Cosecha y rendimiento del cultivo

El sistema de cultivo del agave depende de la zona y de las condiciones del terreno;
puede ser con densidades de poblacion que van de las 3000 a las 4000 plantas por
hectarea, lo cual repercute en el desarrollo de la planta individual y en el rendimiento
agricola del cultivo. El agave llega a su madurez en el mejor de los casos a los 7 afios
después de su plantacion, aunque puede llegar a tardar hasta 12 afios. Las
plantaciones no maduran en forma homogénea, razon por la que se van cosechando
las plantas mas maduras, ya que son las mas adecuadas para la industria. Durante el
proceso de madurez se concentran en la cabeza de la planta reservas de humedad y
azucares que estan destinadas a la floracién. A simple vista, la madurez de la planta
se detecta por el henchimiento de la base de las hojas, con amarillamientos y
manchas rojizas. Estos cambios de color sélo aparecen en plantas que fueron
desquitadas o en plantas enfermas. A la cosecha del agave se le conoce como jima,
y consiste en cortar la planta desde su base y eliminar sus hojas para dar forma a un
cuerpo ovoide conocido como “cabeza o pina” (Figura 19) (Claridades Agropecuarias,
2000).

Figura 19: Cosecha del A.tequilana
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El periodo de cosecha tarda cuatro afos en promedio, generalmente comienza al
séptimo afno de haberse iniciado la plantacién del cultivo. Durante el primer afio se
extrae entre el 15 al 20% de la plantacion en condiciones de madurez, etapa que se
conoce como “entresaque”. En el segundo y tercer afio se cosecha el 65% de la
plantacién y durante el cuarto afio se cosecha del 15 a 20% restante. A esta ultima
etapa de la cosecha del agave se le conoce como “arrastre” y en ella se cosechan las
plantas mas viejas y de menor calidad. Las cabezas o pifas del agave alcanzan
pesos promedio entre los 30 y los 70 kg., aunque se han obtenido cultivos de agave
cuyas cabezas han llegado a pesar entre los 80 y 120 kg., y dentro de estos, cabezas
de hasta 150 kg. Obviamente estos altos desarrollos de las cabezas se presentan en
cultivos con bajas densidades de poblacién y cuyo cultivo se ha realizado sobre
terrenos muy planos, con poco relieve, sin piedras y bien abonados. Durante la
década pasada, el rendimiento agricola del cultivo del agave oscilé entre 103 y 153
ton/ha, con un rendimiento medio de 124 ton/ha. Si consideramos en 100 ton/ha el
rendimiento agricola del cultivo; la cosecha total de agave durante los cuatro afos
serian de 400 ton/ha, que al repartirlas entre los diez afios que tarda en promedio el
cultivo del agave, nos da un rendimiento promedio de 40 ton/ha/afio. Esto sin contar el
50 a 55 % de biomasa constituida por las hojas o pencas que se abandonan en el
campo para que se sequen y posteriormente se queman para preparar el terreno para

el siguiente ciclo de cultivo (Granados, 1993; Ifiiguez et al., 2001).

1.9.4 Aspectos fisioldgicos

El A. tequilana es una planta suculenta y presenta metabolismo acido crasulaceo
(CAM) (por sus siglas en ingles) (Nobel et al., 1998). Este metabolismo se caracteriza
por que las estomas se mantienen abiertas durante la noche para absorber bioxido de
carbono, en tanto que en el dia las estomas permanecen cerradas para evitar la
pérdida de humedad. Los agaves, al igual que otras plantas CAM, almacenan el
biéxido de carbono que fijan durante el periodo de oscuridad en forma de acidos
organicos, por lo cual tienden a incrementar la acidez por las noches (Pimienta et al.,
2000)
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El metabolismo CAM es un mecanismo de adaptacion de las plantas de zonas aridas
para facilitar la fotosintesis y ahorrar agua (Nobel y Hartsock 1976).
Por tal motivo las plantas de agave pueden crecer en regiones donde otros cultivos
tradicionales anuales no pueden hacerlo. Esta caracteristica proporciona al agave la
capacidad de tolerar ambientes extremos debido a que puede tomar didéxido de

carbono durante la noche (Gobeille et al., 2006).

1.9.5 Distribucion geografica

El metabolismo de estas plantas ha facilitado su adaptacién a la sequia de la zona
ecolégica mas extensa del pais: la arida y la semiarida, la cual cuenta con una
superficie de 84 millones de hectareas o sea el 45.3% del territorio nacional (Toledo et
al., 1989). Sin embargo el A.tequilana sélo se cultiva en regiones restringidas
comprendidas dentro de la denominacion de origen del tequila (TDO). Estos territorios
incluyen el estado de Jalisco, Nayarit, Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas (CRT,
2007) (Figura 20).

s
NAYARIT: Zona D.O.T. MICHOACAN: 4
1. AHUACATLAN 11 gﬁlslf:ani DE MATAMOROS
T B
- ARMLHESCES 180 Municipios de T &t
- 4 CHURINTZIO
4. JALA 5 E sta dOS 5.- COTLA
5. JALISCO &.- ECUANDURED
.- SAN PEDRO DE LAGUNILLAS %- TGO
;'_ ?::I:ﬂ WARIA DEL ORE 2- ALTAMIRA 9.- MARAVATIO
GUANAJUATEY 1. ANTIGUC MORELOS 10 NUEWO PARAKGARICUTIRO
3. ABASOLO 4. GOMEZ FARIAS 11.- HUMAKSN
' 5. GONZALEZ 12- PAJACUARAN
2.. CO. MANUEL DOBLADG 13- PERIBAN
1. CUERAMARD B.- LLERA 14 LA PIEDAD
4. HUANIMARD 7.- MANTE 15 REGULES
5 - PEMNJAMO 8- NUEVO MORELOS 16.- LOS REYES
6.- PURISIMA DEL RINCON 9 OCAMPO 17 SHMAR)
7 10.- TULA 13.- TANCITARD
B 11 XICOTENCATL 13 ANGAMAND AP
) : 20.- TANGANCICUARD
1. TANHUATO
JALISCO: 22 TINGUINDIN
LOS 124 MUNICIPIOS DEL ESTADO .- TOCUMBD
TODOD EL ESTADD INCLUIDO .- VENUSTIAND CARRANZA
) 24 VILLA MAR
PS8 6.- VISTA HERMOSA
et 7.- YURECUARD
et 24 ZAMORA
- 1. ZINAPARD
=T Ny 3. MARCOS CASTELLANDS

Figura 20: Zona comprendida en la Denominacion de Origen para el cultivo del
A.tequilana (CRT, 2008)
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1.9.6 Usos del A.tequilana

El género de Agave tiene una relacion milenaria con la historia de México, dado su
amplio abanico de aplicaciones, tanto alimentarias como medicinales, religiosas,
textiles, construccién y ornamentales (Granados, 1993). Especificamente, las hojas de
agave se han usado como alimento para animales (Martinez et al., 2005), como
fuente de fibras naturales que usan para tejer costales, tapetes morrales, cefidores,
redes de pesca y cordeles (Ramirez, 1995). Asi también se emplean las pencas como
fuente de saponinas y otros componentes quimicos que tienen aplicaciones en la
industria del papel, manufactura, cosméticos, actualmente ha cobrado importancia el
uso de la pifia del agave como materia prima para la produccion industrial de

sustancias nutracéuticas como la inulina entre otros (Narvaez y Sanchez, 2009).

La parte comercial del agave es la pifia, se utiliza como principal materia prima en el
proceso de elaboracion de tequila. Dicho proceso involucra los siguientes pasos: una
vez que las pifias son cortadas, se llevan a un horno donde se realiza la operacion de
cocimiento para hidrolizar los azucares complejos en azucares simples para que
puedan ser utilizados por la levadura en la operacion de fermentacion, posteriormente
las pifias son molidas para extraer el jugo que es acondicionado e inoculado con un
cultivo de la levadura S. cereviciae responsable de la fermentacion de los azucares
presentes en el jugo para la produccién de etanol. Después el fermentado se destila,

para obtener etanol (Bautista et al., 2001).

1.9.7 Hidratos de carbono del A. tequilana

Las fructanas son polimeros de fructosa que constituyen los principales carbohidratos
de reserva de las plantas como el agave. Comprende toda una familia de
carbohidratos cuyos miembros presentan diferente grado de polimerizacion, peso
molecular, estructura, y por lo tanto, diferentes propiedades fisicoquimicas vy
funcionales. Todas ellas contienen un residuo de glucosa en el extremo reductor de la

molécula y se distinguen de acuerdo al tipo de union entre las unidades de fructosay
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la posicion de la molécula de glucosa en la estructura (Susuki y Chatterton, 1996)
(Figura 21).

Figura 21. Principales tipos de fructanas: (a) Inulina. (b) Inulina neoserie (c) Levanos
(d) levanos neoseries (e) Mezcla de fructanas con uniones (B-(2-1) y B-(2-6)) entre
fracciones de la fructosa (Ritsema y Smeekens, 2003).



1.9.8 Panorama econdmico del A.tequilana

El precio del agave, al igual que para otros cultivos, se rige por la ley de la oferta y la
demanda, de tal manera que cuando hay poco agave, se incrementa su precio y
cuando hay excedentes, su precio disminuye y desalienta a los productores a seguir
cultivandolo, trayendo como consecuencia una crisis posterior por falta de agave en el
mercado Yy el ciclo se vuelve repetitivo. Por tal motivo la industria tequilera tiene una
gran repercusion en la economia nacional y se refleja en que si el precio del agave se
desploma, el hecho afecta a la sociedad y surgen problemas politicos, econémicos y
sociales graves en la region (Gonzalez, 2000). Este efecto se vio reflejado por el
desabasto que se generd principios del afo 2000, debido a la reducida produccion de
agave, y falta de plantas maduras para cubrir las necesidades de la industria, la falta
de materia prima generd un incremento en el precio del agave, habiendo pasado de $
0.79 a $14.00 por Kg. lo cual motivé la siembra de agave a gran escala (Claridades

Agropecuarias, 2000) (Figura 22).
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Figura 22: Cotizacion de la pifia de A.tequilana de Enero de 1998 a Junio del 2000
(Claridades Agropecuarias, 2000).
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Los altos precios de cotizacion del agave provocaron una siembra de la planta a gran
escala, pues en tan solo tres afos, la cantidad de plantas de agave practicamente se
duplico, pasando de 56 millones en el 2000, a 95.7 millones en el 2002 (Tabla 3). Las
consecuencias de esta siembra desmedida de agave ya se han empezado a sentir
desde hace tres afios, debido a que han provocado una nueva sobreoferta de Agave,
con la consecuente baja en el precio de la planta. Actualmente la cotizacion de la
pifia de agave oscila alrededor de los $ 0.60 por kilogramo; practicamente el mismo

precio que imperaba en enero de 1998 (Figura 22).

Tabla 3: Cantidad de plantas de A. tequilana por Estado y afio
(Consejo Regulador del Tequila, 2008).

ANO | Guanajuato Jalisco Michoacan | Nayarit | Tamaulipas Total

2000 260,474 | 47,245,371 357,011 | 7,948,478 240,753 | 56,052,087
2001 321,734 | 65,006,162 805,485 | 4,356,236 588,357 | 71,077,974
2002 2,120,339 | 82,312,172 | 3,087,441 | 6,000,007 | 2,200,310 | 95,720,269
2003 2,483,307 | 75,689,687 | 4,751,931 | 4,930,559 | 4,000,746 | 91,856,230
2004 1,701,857 | 40,199,212 | 2,669,495 | 1,480,622 | 1,123,958 | 47,175,144
2005 652,226 | 28,037,508 735,801 | 3,057,497 0| 32,483,032
2006 354,169 | 18,445,397 90,763 | 2,480,115 0| 21,370,444
2007 | 11,823.084 | 430,056,503 | 15,638.403 | 34,209.23 | 12,110.083 | 503,837,31

Dado que el agave tarde entre 8-10 afos en alcanzar su estado de madurez y por lo
tanto, en llegar a su edad comercial, las consecuencias de los excedentes de
plantaciones de agave que se realizaron durante el periodo del 2000-2005 ya se estan
dejando sentir y seran perceptibles aun hasta mediados de la siguiente década. Los
bajos precios de cotizacién de la planta obligan a los productores a abandonar los
cultivos de agave (Figura 23-A) o bien, a recurrir a su quema (Figura 23-B) para
limpiar los campos y prepararlos para cultivar otros productos mas rentables como el
maiz (Sanchez, 2008). Tan solo en algunos municipios del estado de Michoacan, se

estima que existen 3 mil 500 toneladas de agave maduro que corren el riesgo de
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perderse en el campo; y en el préximo afio podria haber entre 15 mil y 20 mil

toneladas de agave maduro en busca de mercado (Elizalde, 2006).

Figura 23: (A)-Cultivo de A. tequilana abandonado (Jocotepec Jal). (B)- Cultivo de
A.tequilana quemado (Jiquilpan Mich).

Se han realizado varios estudios con el objeto de diversificar los usos del cultivo del A.
tequilana, entre ellos destacan la produccion de miel de agave y la obtencién de la
inulina a partir de la pifia del agave. Investigadores del Instituto de Investigaciones
Quimicas y Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
sefalan que no es viable ni rentable producir miel de agave ni inulina con el agave
tequilero, debido a que la idea de comercializar miel de agave e inulina no surge de
una necesidad de mercado, sino que surge a partir de un exceso de oferta de materia
prima (Flores, 2006).
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1.10 JUSTIFICACION

Considerando la importancia econdmica, social y cultural que tiene el cultivo del
A.tequilana, el cual se cultiva de manera intensiva en nuestro pais, es necesario
desarrollar alternativas para el aprovechamiento integral tanto de las cabezas que no
son captadas por la industria tequilera, como de las hojas o pencas que constituyen
los residuos agricolas del cultivo. Una de estas alternativas seria la producciéon de
bioetanol como fuente alterna de energia renovable, el cual actualmente se produce a
partir de materias primas basicas para nuestra alimentacién como lo es el maiz y la
cana de azucar, lo cual, debido al incremento en su demanda, ha derivado en el
incremento en los precios de estos productos y en general de los alimentos, poniendo
en riesgo la seguridad alimentaria mundial. Es por ello que el propdsito del presente
proyecto consistid en desarrollar un proceso biotecnoldgico para la produccion de
bioetanol, a partir de los excedentes de pifias y los residuos agricolas del cultivo del
A.tequilana, los cuales ascienden a mas de un millon de toneladas anuales. De esta
forma estaremos produciendo un biocombustible como el bioetanol, a partir de
materias primas que no entran en competencia con los alimentos, contribuyendo asi a
la diversificacion de los usos de este cultivo y al mantenimiento de la seguridad
alimentaria mundial. Por otro lado, la elaboracion eficiente y competitiva de este
producto, sera un elemento importante en el desarrollo del pais, mejorando el

desarrollo rural y la calidad ambiental.

1.11 HIPOTESIS

Las fructanas contenidas en las hojas o pencas del A.tequilana, pueden ser utilizadas

como fuente de carbono por diversos microorganismos para producir bioetanol.

1.12 OBJETIVO GENERAL

Aprovechar las fructanas presentes en las hojas o pencas del A. tequilana para

producir bioetanol.
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1.13 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la composicidon quimica proximal de las pencas del A. tequilana

e Determinar las condiciones 6ptimas de extraccion de las fructanas contenidas
en las hojas del A. tequilana.

e Formular un medio de cultivo para S. cereviciae y otro para Z. mobilis,
empleando las fructanas del agave como fuente de carbono.

e Determinar las condiciones 6ptimas del proceso de fermentacion de cada uno

de los microorganismos etanolgénicos utilizados.
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2.

MATERIALES Y METODOS
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2.1 Materia prima

20 plantas de A.tequilana de 8 afos de edad fueron recolectadas de un cultivo de

aproximadamente 1 hectarea, localizado en el municipio de Venustiano Carranza,

Michoacan.

2.2 Reactivos

D (-)Fructosa(Catalogo F0127,Sigma-USA)

Acido 3,5 dinitro-salicilico(Catalogo D-0550,Sigma-USA)

Todos los demas reactivos fueron grado analitico.

2.3 Equipo

Balanza Analitica (Metter H80,USA)

Balanza granataria (Brainweight™ B500, USA)

Bafio Maria (Cole Parmer Instrument CO., USA)

Centrifuga (Damon/IEC Division, USA)

Equipo de digestiéon Kjeldahl (Labcon, USA)

Equipo Soxhlet

Espectrofotometro de luz UV-Visible (Perkin EImer, Lambda 2; Alemania)
Estufa de vacio (Blue M, USA)

Molino de Martillos(Thomas-Wiley,USA)

Mufla (Thermolyne 1500 Fumare, USA)
Potenciometro(Condutronic pH20, México)

Refractometro manual, 0-32% brix, (American Optical Co.,USA)
Incubadora

Contador de colonias

Refrigerador

Ebullémetro (Dujardin-Salleron®. Laboratories, Paris, no. 08085)
Secador de charolas (MAPISA, México).
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2.4 Métodos

2.4.1 Métodos Generales

A. Determinacion de Humedad: Método 14.003(AOAC, 1995).
Determinacion de Cenizas: Método 14.006(AOAC, 1995).
Determinacion de Grasas: Método 7.062(AOAC, 1995).
Determinacion de Proteina: Método 42.014(AOAC,1995)
Determinacion de Fibra Cruda: Método de Van de Kamer, (1952).

Determinacion de pH: Método potenciométrico

nmmo o w

2.4.2 Métodos Especificos

2.4.2.1 Determinacion de carbohidratos totales

Los carbohidratos totales se determinaron de acuerdo al método del fenol-sulfurico
(Dubois, 1956). Este método se basa en que los azucares se deshidratan con el acido
sulfurico concentrado, formando furfurales o alguno de sus derivados, los cuales a su
vez se condensan con los fenoles presentes en la mezcla de reaccion, dando origen a
la formacion de compuestos de coloracién amarillo naranja, cuya intensidad de color
es medida en un espectrofotdmetro a 490 nm y es proporcional a la concentracion de

azucares presentes en la muestra.

Desarrollo:

Se preparara una solucion estandar de fructosa a una concentracion de 100 ug/mL.
En una serie de tubos numerados del 1 al 6, se adicionan 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0
mL de la solucién estandar de fructosa, respectivamente. A cada uno de los tubos se
le adiciona la cantidad de agua destilada necesaria para llevar a un volumen total de
1.0 mL. La gradilla con los tubos se coloca en un recipiente con hielo y a cada uno de
los tubos se le anade 1.0 mL de solucién de fenol al 5% e inmediatamente después,
también se adicionan 5 mL de H,SO,4 concentrado, teniendo la precaucion de que el
acido deslice por las paredes del tubo. La mezcla de reaccion se homogeneiza y los

tubos se mantienen en reposo durante 10 minutos con objeto de que la reaccion se
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verifique. Transcurrido este tiempo, el color desarrollado es leido en un
espectrofotometro de luz UV-Visible (Perkin Elmer, Lambda 2; Alemania) a 490 nm..
Dado que la curva tipo se hace por triplicado, se obtienen los valores de absorbancia
promedio para cada concentracion de fructosa y se hace la representacién grafica de
la absorbancia contra la concentracién de fructosa (ug/mL) (Figura 24). Finalmente se
determina la ecuacion y el coeficiente de determinacion por el método de minimos

cuadrados.
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Figura 24: Curva tipo de fructosa para carbohidratos totales (Dubois, 1956)

Para determinar el contenido de carbohidratos totales en una muestra problema, en
un tubo de ensaye se pesan directamente de 5 a 10 mg de muestra (dependiendo del
contenido de azucares presentes en la muestra), se afiade 1 mL de agua destilada y
se sigue el mismo procedimiento descrito anteriormente para la curva tipo de fructosa.
El contenido de azucares totales presentes en la muestra se determina interpolando la

absorbancia del tubo problema en la curva tipo de fructosa.
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2.4.2.2. Determinacién de azUcares reductores directos

Los azucares reductores presentes en una muestra pueden ser de dos tipos, aquellos
que se encuentran en estado “libre” en forma de monosacaridos y, aquellos que
forman parte de carbohidratos mas complejos como son los oligosacaridos y los
polisacaridos. Los primeros se cuantifican directamente en las muestras que los
contienen; es decir, no se requiere hidrolizar previamente las muestras para su
cuantificacion, de aqui que estos azucares sean conocidos como azucares reductores
directos (ARD). Todos los azucares reductores presentan un grupo aldehido o cetona
libre, los cuales actuan como agentes reductores frente a reactivos oxidantes como el
acido 3,5-dinitrosalicilico. Como producto de la reaccidn entre los azucares reductores
presentes en la mezcla de reaccién y el acido 3,5-dinitrosalicilico, se forma un
compuesto de color rojo marrén, (acido 3-amino-5-nitro salicilico), el cual presenta su
maxima absorbancia a 575 nm y es estable por dos horas. La intensidad del color
desarrollado es proporcional a la cantidad de azucares reductores presentes en la

mezcla de reaccién (Miller, 1959).

Desarrollo:

Curva tipo de fructosa: Se prepara una solucién patron de fructosa a una
concentracion de 1000 ug/mL. En una serie de tubos numerados del 1 al 8, se
adicionan 0.0, 0.05, 0.10, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mL de la solucién patron de fructosa,
respectivamente. Se agrega a cada tubo la cantidad de agua necesaria para llevar a
un volumen de 1.0 mL la mezcla de reaccion. Posteriormente se adiciona 1.0 mL de
acido 3,5-DNS a cada uno de los tubos y se agitan vigorosamente para homogeneizar
la mezcla de reaccion. Enseguida los tubos se colocan en un bafio maria a ebullicidén
durante 5 minutos con objeto de desarrollar color e inmediatamente después se
enfrian a chorro de agua y se adicionan 4 mL de agua destilada a cada uno de ellos.
Se homogeniza la mezcla de reaccion y el color desarrollado es leido en el
espectrofotometro de luz UV-Visible (Perkin Elmer, Lambda 2; Alemania) a 575 nm.
Dado que la curva tipo se hace por triplicado, para cada concentracion de fructosa se

obtiene el valor de absorbancia promedio y se hace la representacién grafica de
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absorbancia contra concentracion de fructosa y se determina la ecuacién de la recta y

el coeficiente de determinacion (Figura 25).
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Figura 25: Curva tipo de fructosa para determinar ARD y ART (Miller, 1959)

Para determinar los ARD en una muestra problema, en un tubo de ensaye se pesan
de 50 a 100 mg de muestra (dependiendo de su contenido de azucares reductores),
se aflade 1 mL de agua destilada y se sigue el mismo procedimiento descrito para la
curva tipo de fructosa. El contenido de azucares reductores directos se determina
interpolando la absorbancia del tubo problema en la curva tipo de fructosa o bien,

utilizando la ecuacioén de la recta obtenida.
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2.4.2.3 Determinacion de azucares reductores totales (ART)

Su cuantificacion se realiza de igual forma que para los azucares reductores directos,
sblo que en este caso, la muestra es sometida a una hidrdlisis previa con HCI 2N y a
una temperatura de 70°C con objeto de liberar los azucares reductores que
constituyen los oligoscaridos y los polisacaridos. Después de la hidrdlisis las muestras
son neutralizadas con NaOH 2N vy llevadas a un volumen determinado con agua
destilada y finalmente, los azucares reductores totales son cuantificados por el

método del acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959).

2.4.2.4 Método recuento en placa(células viables)

Una célula viable se define como aquella que es capaz de dividirse y dar lugar a una
descendencia. Este método se basa en la hipotesis de que las células microbianas
que contiene una muestra mezclada con un medio de agar, forman, colonias visibles y
separadas. Para ello se mezclan diluciones decimales de la muestra a analizar
previamente homogeneizada. Después de incubar las placas a 30°C durante 24 hrs,
se calcula el numero de colonias por gramo o por mL de la muestra, basandose en el
numero de colonias que aparecen en las cajas petri elegidas con diluciones que den

resultados significativos (FAO,1981).

Desarrollo:

a) Preparacion de diluciones: La muestra de jugo de agave fermentada (muestra
madre) se homogeneiza y se realizan las respectivas diluciones. Se toma 1 mL
de esta con una pipeta y se vierte a un tubo que contiene 9 mL de solucion
reguladora de peptona (diluyente) y se agita cuidadosamente (dilucién 1). Con
la misma pipeta, se toma 1 mL de la primera dilucion y se adiciona en el tubo
de la segunda dilucién, que contiene 9 mL de diluyente, se mezcla ésta con
una pipeta nueva y se repite la operacién con un tercero, cuarto o mas tubos

hasta hacer el numero requerido de diluciones.
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b)

c)

d)

Version en placa:Con la misma pipeta usada en las diluciones se adiciona 1 mL
de las muestras diluidas en cada una de las cajas petri debidamente
identificadas y duplicadas. Después se agrega, en cada caja pretri,
aproximadamente 15 mL del agar correspondiente para el cémputo de
microorganismos (agar YPG para la Z.mobilis y agar YM para la S.cereviciae),
este agar se mantiene previamente en bafio de agua a 45 + 1 °C. La muestra
diluida con el agar se mezcla bien y uniformemente, y se deja solidificar.
Incubacién: Las cajas petri preparadas se incuban invertidas durante 24 horas
a una temperatura de 30°C.

Computo de colonias: después de la incubacion se cuentan todas las colonias

de las cajas petri que contienen entre 30-300 colonias y se anotan los

resultados por cada dilucién contada (Figura 26).

Figura 26: Representacion esquematica de la técnica de vaciado en placa.
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2.4.2.4 Determinacion de sélidos solubles (°Brix).

El contenido de sdlidos solubles expresado en °Brix en las muestras, se determind
haciendo uso de un Refractbmetro manual con escala de 0 — 32°Brix (American
Optical Co. USA) y a una temperatura de 25°C. El refractometro fue ajustado
previamente a 0°Brix con agua destilada, desionizada y atemperada a 25°C.
Posteriormente la muestra ya atemperada a 25°C fue colocada en la camara del
refractometro y de esta forma se determind su contenido de sdélidos solubles (°Brix).
Se hicieron tres determinaciones en cada muestra y los resultados que se presentan

corresponden a la media aritmética de dichos valores.
2.4.2.5 Cuantificaciéon de alcohol por el método ebulloscépico

El método ebulloscopico se basa en la variacion del punto de ebullicion que
experimentan los liquidos hidroalcohdlicos segun su proporcion de alcohol. En
condiciones normales (760 mm Hg/cm?) el punto de ebullicién del agua es 100° C y el
del alcohol 78.5° C. Una mezcla de alcohol y agua que se mantenga constante
mediante un refrigerante a reflujo, hervira a una temperatura tanto mas préxima a la
del agua cuanto menos alcohol contenga y viceversa. Por lo tanto es légico que se
pueda llegar a fijar la composicion alcohdlica de una mezcla atendiendo a las
relaciones que podamos establecer entre el porcentaje de alcohol y la temperatura de

ebullicién (Garcia et al., 1990).

Desarrollo:

a) Se lava el equipo (Ebulldmetro: N°08085. Laboratories Dujardin-Salleron,
Francia) con agua destilada.

b) Se determina el punto de ebullicion del agua. Para ello se adicionan 15 ml de
agua medidos con la probeta incluida en el equipo y se vierte en el orifico de la
entrada de agua. Se inserta el termdmetro en dicho orificio y se enciende el
mechero de alcohol y se posiciona este como se muestra la Figura 27-A. Se

observa la marcha ascendente de la columna de mercurio del termémetro, una
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vez que ésta permanece constante, se anota la temperatura de ebullicion del
agua (T4).

En el disco graduado de calculo (Figura 27-B) que acompana al aparato se
hace coincidir la parte central mévil hasta que la cifra de la temperatura de
ebullicion del agua coincida con el cero del grado alcohdlico y se fija la escala
que queda asi preparada para las determinaciones de las muestras alcohdlicas
mientras se mantenga constante la presion atmosférica.

Se vacia la caldera, se lava con algunas porciones de la muestra fermentada a
analizar, se deja escurrir bien y se pone en ella unos 50 ml de muestra que se
vierte en el orificio de entrada correspondiente. Se procede como antes, pero
trabajando ahora con el refrigerante lleno de agua y el bulbo del termémetro
dentro del liquido. Cuando se estabiliza la temperatura del termémetro se
obtiene la temperatura T, y se lee en la escala exterior del disco graduado
(Figura 27-B), los grados alcohdlicos de la muestra que coincide con el punto

de ebullicidon de la muestra.

QOrificio de entrada

Termametro .~ dela muestra
I
N /
T | ~ Refrigerante
| ||
COrificiode entrada  §| 1]
1
de agua k 1)
:-lll-' e Caldera
Probeta
At/
Mechero V‘——1
A B

Figura 27:(A) Esquema del ebulldmetro Dujardin -Salleron (B) Foto del ebullémertro
en la que se oserva el disco graduado para el calculo del porcentaje de alcohol.
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2.5 Analisis estadistico de los resultados

Los datos reportados para los analisis quimicos proximales se analizaron aplicando la
estadistica basica, que consiste en la determinacién de la media aritmética y

desviacion estandar. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Los datos correspondientes a la extraccion de fructanas y al proceso fermentativo se
organizaron en un arreglo factorial con distribucion completamente al azar. Para el
primer proceso se evalué la variable de respuesta (%ART) con dos variables
independientes: el tiempo (10, 20, 30, 60, 70, 80, 90 min) y la temperatura de
maceracion (30, 40, 50, 60,70, 80, 100 °C). Asi el disefio de tratamiento consta de 49

combinaciones, formadas al combinar los 7 tiempos con las 7 diversas temperaturas.

El proceso fermentativo se organiz6 aplicando un disefio completamente al azar para
cada microorganismo (S.cereviciae y Z.mobilis), se probaron las variables
independientes: 4 concentraciones de azucar (10, 15, 20, 25 % de ART) y 10 tiempos
de fermentacién (12, 14, 36, 48, 60, 72, 84, 96,108 y 120 horas). Como variable de
respuesta se midié la concentracion de etanol producido, asi como el contenido de
ART residuales y la concentracion de microorganismos.

A los datos derivados del experimento se les practicO un analisis de varianza
utilizando el software Statgraphics plus versién 5.1.Copyrigth 1994-2001 por Statistical
Graphics Corp.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
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3.1 Acondicionamiento de la materia prima

De un cultivo de Agave tequilana Weber Azul de 8 afnos de edad localizado en el
municipio de Venustiano Carranza, Mich., se eligieron 20 plantas de agave en forma
aleatoria. Sus hojas fueron cortadas y acondicionadas de acuerdo al procedimiento

descrito en la Figura 28.

Figura 28. Acondicionamiento de la materia prima

Las hojas o pencas de dichas plantas fueron separadas y cortadas por su mitad
longitudinal, obteniéndose asi dos fracciones: las bases y las puntas. Las bases
corresponden a la porcion de la hoja que va unida al tallo (cabeza o pifia) de la planta.
Después se redujo el tamafio tanto de las bases como de las puntas de hoja en trozos
de 5 cm de largo aproximadamente y determinado el peso de cada fraccion. Una vez
troceadas y pesadas tanto las bases como las puntas de hojas fueron deshidratadas
en un secador de charolas a una temperatura de 60°C. Concluido el proceso de
secado, se determiné nuevamente el peso de cada fraccion y se estimo su contenido
de humedad. Inmediatamente después las fracciones ya deshidratadas fueron

molidas en un molino de martillos. El material obtenido fue tamizado a través de una
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malla N°60 (250 micras de tamano de abertura) y las harinas obtenidas se envasaron
en recipientes de vidrio con tapa hermética, se identificaron y almacenaron en un

lugar fresco y seco para su posterior utilizacion (Figura 27).

3.2 Andlisis Quimico Proximal de pencas de A.tequilana

Se realiz6 el analisis quimico proximal tanto de las bases como de las puntas de las
hojas del A.tequilana. Dichos analisis incluyeron la determinacion de humedad,
cenizas, proteina, grasa, fibra cruda y carbohidratos totales; de acuerdo a la
metodologia descrita por la A.O.A.C. (1995).

3.3 Extraccién de fructanas a partir de las harinas de las bases de las pencas

La extraccion de las fructanas contenidas en las diferentes fracciones de las pencas
de agave se basoO en su solubilidad en agua caliente. Previamente se determind la
relacion sélidos agua a utilizar en el proceso de extraccion para lo cual, inicialmente la
maceracion de las harinas se realizé ensayando tres diferentes relaciones solidos-
agua que fueron: 1:3, 1:6 y 1:9. Desde el punto de vista de capacidad de hidratacion,
facilidad de agitacion y manejo de la dispersion, el proceso de maceraciéon de las
diferentes harinas result6 mas conveniente cuando éste se lleva a cabo utilizando una
relacion soélidos-agua de 1:6, ya que por abajo de esta relacion, la cantidad de agua
es insuficiente para la hidratacion de los soélidos, mientras que por arriba de la misma,
se producen dispersiones muy diluidas que denotan el exceso de agua que afectaria
posteriormente en la etapa de concentracidon de los extractos. Una vez conocida la
relacion soélidos-agua que resulta mas adecuada para la maceracion de las harinas,
en el proceso de extraccion de las fructanas se ensayaron diversos tiempos (10, 20,
30, 60, 70, 80, 90 min) y temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 100 °C) de maceracion.
Los carbohidratos extraidos fueron cuantificados como azucares reductores totales
(Miller, 1959) y bajo este esquema, se determind la temperatura y el tiempo de
maceracion optimos, asi como los ciclos necesarios para extraer los azucares

reductores totales contenidos en cada fraccion (Figura 29).
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Figura 29: Diagrama de flujo en el proceso de extraccion de las fructanas

3.3 Extraccién de las fructanas a partir de las bases de las pencas frescas

La extraccion de las fructanas presentes en las hojas frescas del agave se baso en el
siguiente procedimiento (Figura 30). Las bases de las hojas del agave fueron lavadas,
troceadas, pesadas y cocidas en autoclave a una temperatura de 100°C y a diferentes
tiempos de coccion (1, 2, 3, 4 y 6 hrs) con la finalidad de ablandar el tejido vegetal
para facilitar la extraccion del jugo e hidrolizar las fructanas. Después de la coccion
las bases de las pencas fueron pesadas y su jugo fue extraido mediante un trapiche.
Posteriormente el jugo extraido fue filtrado a través de papel filtro Watman N° 3. Se
midio el volumen total de jugo extraido para cada tiempo de coccidn y se determiné el
% de solidos solubles (°Brix) y su contenido de ART (Miller, 1959).



Figura 30: Proceso de extraccion de fructanas de las pencas frescas.

3.5 Proceso fermentativo
3.5.1 Microorganismos empleados

Se utilizé una cepa de levadura (Saccharomyces cereviciae-CDBB-L-331) y una cepa
bacteriana (Zymomona mobilis-CDBB-B-603), las cuales fueron obtenidas de la
Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINESTAV-IPN
México. Ambos microorganismos se resembraron mensualmente. La levadura se
resembrd en placas de agar YM cuya formulacién es: glucosa 10(g/l); extracto de
levadura 3(g/l); extracto de malta 3(g/l); peptona 5(g/l); agar 20(g/l); agua destilada
1000ml. La bacteria se resembrd en placas con medio YPG, cuya formulacién es:
glucosa 20(g/l); peptona 10(g/l); extracto de levadura 3(g/l) y agua destilada 1000ml.
El pH de ambos medios de cultivo fue ajustado a 5 con HCI 0.1N. Una vez realizada la
resiembra, se incubaron a 30°C durante 24 hrs, posteriormente los cultivos se
almacenaron en refrigeraciéon a 5°C con objeto de conservar su viabilidad y evitar

futura contaminacion.
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3.5.2 Preparacién del preindculo.

En dos matraces Erlenmeyer se adicionaron 500 ml de extracto de agave con 14% de
ART, extracto de levadura 1.5 g, extracto de malta 1.5 gy peptona 2.5 g; el pH del
medio fue ajustado a 5 con HCI 0.1M. Los medios de cultivo fueron esterilizados en
autoclave (121°C/15min). Al matraz donde se cultivd la Z.mobilis también se le
adiciono 0.1 g/l de ciclohexamida. Cada matraz fue inoculado con dos asadas del
microorganismo correspondiente y posteriormente incubados a 30°C/24 hrs. Al
término de la incubacion se determind la concentracion de microorganismos por el
método de vaciado en placa. Se repitid el procedimiento anterior incrementando el
numero de asadas de cada microorganismo hasta alcanzar una concentracién celular
de 2X10° UFC/ml (Figura 31).

3.5.3 Preparacion del medio de fermentacion

A partir del jugo de agave concentrado a 25% de ART, se prepararon 10 litros de jugo
de agave con 10, 15, 20, 25% de ART. A cada solucién se le adiciond 1g/L de
(NH4)2SO4 y su pH se ajusté a 5.0 con HCI 0.1M. Posteriormente se prepararon dos
series de matraces Erlenmeyer de 250 ml, en los que se adicionaron 150 ml de jugo
de agave de las distintas concentraciones. Los matraces se taparon con algodon y se

esterilizaron en autoclave a 121°C/15 min (Figura 31).
3.5.4 Inoculacion

Una serie se inocul6 con la levadura S. cereviciae y la otra con la bacteria Z. mobilis;
a esta ultima también se le adiciond 0.1 g/l de ciclohexamida. La cantidad de inéculo
adicionado en ambos casos fue de 5%.,. Después de la inoculacion, los matraces
fueron incubados a 30°C durante 120 horas en la obscuridad y agitados manualmente

cada 12 horas (Figura 31).
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Al término de la incubacion, en el caldo de fermentacién se determind la
concentracion de microorganismos por el método de vaciado en placa y después el
caldo fermentado fue filtrado a través de una membrana de acetato de celulosa de
0.45 micras de diametro y en el liquido filtrado se determind el contenido de ART
(Miller, 1959), etanol (ebulloscopia) y pH (potenciometria) (Figura 36). Se siguio el
mismo procedimiento anterior para tiempos de fermentacion de 24, 36, 48, 60, 72, 84,

96, 108 y 120 horas. Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.

Figura 31. Diagrama de flujo del proceso fermentativo
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3.

RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Analisis quimico porcentual.

El analisis quimico porcentual tanto en las bases como en las puntas del A.tequilana
se realizé a partir de las harinas respectivamente, que se obtuvieron con la finalidad
de alargar la vida de anaquel mediante la deshidratacion del material vegetal e
inactivar las enzimas enddgenas de las hojas, conservando asi los componentes
quimicos de interés. Los resultados obtenidos del analisis quimico porcentual de las

puntas y las bases de las hojas del A. tequilana se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Analisis quimico porcentual de las harinas obtenidas a partir de las puntas y

las bases de las hojas del A. tequilana

ANALISIS F RACCI1ION
Bases de hojas Puntas de hojas
Proporcién 16.40 + 1.25 3215+ 1.85
Humedad wsH) 78.65 + 1.55 80.25 + 1.45
Cenizas (ygs) 8.53+0.01 14.18 + 0.06
Grasa (ss) 1.25+0.01 1.72 £ 0.04
Proteina (yss) 3.49 + 0.01 5.49 + 0.20
Fibra cruda (uss) 29.28 + 0.17 51.34 £ 0.31
Hidratos de carbono (ygs) 57.45 + 0.57 27.27 + 0.61

%BH: Porciento en base humeda; %B.S.: Porciento en base seca

Las hojas o pencas constituyen los residuos agricolas del cultivo de A. tequilana y
representan del 45 al 50 % de la biomasa total del cultivo, lo que entre otros factores
depende de las condiciones agronémicas y la edad del cultivo (Méndez, 1999). En
este caso, las hojas o pencas conformaron el 48.55% de la biomasa total del cultivo,
lo que significa que el restante 51.45% lo conforma la cabeza o pifia de las plantas.
Las bases de las hojas o pencas constituyen el 32.15 + 1.85% de la biomasa total del
cultivo, mientras que las puntas de las hojas s6lo alcanzan un 16.40 + 1.25% de dicha
biomasa. El principal constituyente de ambas fracciones es su contenido de humedad,
el cual fue ligeramente superior en las puntas de las hojas (80.25 + 1.45%), lo que
significa que el contenido de sélidos totales en las puntas y en las bases de las hojas

del agave es de 19.75% y de 21.35%, respectivamente. El contenido de cenizas,
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grasa, proteinas y fibra cruda es menor en las bases de las hojas, mientras que los
hidratos de carbono representan el principal constituyente de esta fraccién (57.45 +
0.57). La concentracién de azucar encontrada en las bases de la hojas del Agave
tequilana Weber Azul resultd6 muy similar al que contienen (62.94%) las hojas o

pencas del Agave atrovirens Karw (Martinez y Morales, 2007).

Por otra parte, la fibra cruda representa el principal constituyente de las puntas de
hojas y en orden de importancia le siguen los hidratos de carbono, cuyos contenidos
fueron de 51.34 + 0.31% y de 27.27 £ 0.61%, respectivamente. El relativo bajo
contenido de hidratos de carbono en las puntas de las hojas del agave, fue la razén
por la que esta fraccion se elimind de este estudio, el cual fue realizado utilizando
exclusivamente los hidratos de carbono presentes en la fraccion que denominamos
“bases de hojas”.

La fibra cruda esta conformada por polisacaridos como celulosa, hemicelulosa vy
lignina, los cuales son insolubles en agua (Flamm, 2001). Estos carbohidratos
complejos que integran la fibra cruda podrian utilizarse como materia prima para la
produccion de etanol; siempre y cuando se disponga de las enzimas “celulasas”
necesarias para hidrolizar estos polimeros hasta sus monémeros mas simples como
la glucosa, a partir de la cual se obtendria el bioetanol por fermentacion; logrando de
esta forma un aprovechamiento integral de las hojas o pencas que constituyen los
residuos agricolas del cultivo del A. tequilana. Esta operacién actualmente resulta
incosteable llevarla a cabo, dado que por un lado, el costo de las enzimas requeridas
en el proceso resulta demasiado elevado y por el otro, si pensamos en un proceso de
hidrolisis quimica de estos polimeros; dicho proceso resulta incosteable hoy en dia
(Keller, 1996).

Se ha encontrado que el contenido de hidratos de carbono en la pifia del Agave
tequilana Weber Azul oscila entre el 75-85% (Méndez, 1999); lo cual es atribuible a la
edad de la planta y a las condiciones agrondmicas del cultivo. Comparando este
resultado con los obtenidos en nuestro estudio, en donde el contenido de hidratos de

carbono fue menor en las puntas y mayor en las bases de las hojas, cuyos valores se
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atribuyen a que la pina funciona como érgano de reserva energética de la planta, ya

que es aqui donde se acumula la mayor cantidad de hidratos de carbono.

4.2 Extraccion de las fructanas a partir de las harinas de pencas de A.tequilana

Para la extraccion de los carbohidratos presentes en las harinas de las bases de las
hojas de A.tequilana, el pH de las dispersiones fue ajustado a 6.0 con NaOH 0.1 N
para evitar la depolimerizacion parcial de las fructanas (Chen, 1991). Las mejores
condiciones de extraccion de las fructanas se obtuvieron cuando el proceso de
maceracion se lleva a cabo a una relacion solidos-agua de 1:9, temperatura de 70°C y

por un tiempo de 30 minutos (Figura 32).
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Figura 32: Efecto de la temperatura (A) y del tiempo (B) de maceracion en la
extraccion de las fructanas (%ART) presentes en las bases de las hojas del
A.tequilana.

Cuando el proceso de maceracion se llevd a cabo a una relaciéon sélidos agua de 1:9,
se obtuvo la mayor capacidad de hidratacion, facilidad de agitacién y manejo de la
dispersion, ya que a menores relaciones de solidos-agua (1:3 y 1:6), el agua utilizada
en el proceso resultaba insuficiente para la hidratacion de las harinas. Estas
condiciones Optimas de extraccion de las fructanas fueron similares a las reportadas

por Blanco (1979); sin embargo nuestros resultados difieren a los reportados por
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Salazar et al., (2008), quienes indican que las condiciones 6ptimas de extraccién de
fructanas de la pifia de A. tequilana fueron: relacion sélido agua 1:8, temperatura de

80°C y tiempo de extraccion de 60 min.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede observar que la solubilidad de las
fructanas fue directamente proporcional a la temperatura de maceracién aplicada, es
decir, la solubilidad aumenta al aumentar la temperatura hasta un maximo de 70°C y
un tiempo de maceraciéon de 30 minutos; lo cual esta de acuerdo a lo reportado por
Sanchez (1979), quien menciona que la solubilidad de los carbohidratos poliméricos
tiene una relacion directa con la temperatura y con la longitud de cadena. Bajo estas
condiciones se requieren tres ciclos de extraccidn consecutivos para obtener arriba

del 95 % de los ART presentes en la harina de las bases de las hojas del A. tequilana.

A un nivel de confianza del 95%, no hubo una diferencia estadistica significativa
(p<0.05) en la cantidad de carbohidratos que son extraidos de las harinas obtenidas a
partir de las bases de las hojas del agave, a tiempos de maceracién superiores a 30

minutos y a temperaturas superiores a 70°C.

Es importante sefialar que cuando dichos extractos se utilizaron como fuente de
carbono para la obtencién de bioetanol, ninguno de los microorganismos utilizados
crecioé en dichos medios, lo cual se atribuye a que las temperaturas aplicadas en el
proceso de maceracion de las harinas fueron insuficientes para hidrolizar las fructanas
hasta unidades de fructosa, forma que si es utilizada como fuente de carbono por
ambos microorganismos. Por lo anterior, para realizar la extraccion e hidrdlisis de las
fructanas contenidas en las bases de las hojas del A .tequilana, se opt6 por realizar la
maceracion y extraccion de fructanas tal como se realiza en la industria tequilera, en
donde las pifias son previamente cocidas en autoclave y después sus carbohidratos

son extraidos por presion y filtracion, previo a su fermentacion.
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4.3 Extraccion de fructanas a partir de las bases de las pencas frescas.

Se aplicdé un método alterno para extraer los azucares mediante el cocimiento de las
pencas de agave frescas, aplicando calor humedo por medio de autoclave a nivel
laboratorio. Este proceso tiene la ventaja de que el autoclave permite un buen control
de la presion, el tiempo y la temperatura; haciendo mas homogéneo el proceso de
extraccion de ART vy, por otra parte, dado que no se ajusta el pH en las bases de las
hojas, durante el proceso de calentamiento se lleva a cabo la hidrdlisis de las
fructanas y por ende, la generacion de azucares libres (fructosa mas glucosa,
principalmente) necesarios para el proceso de fermentacion por los microorganismos

etanolgénicos utilizados.

La Figura 33 muestra la relacion entre los sélidos solubles y los azucares reductores
totales que son extraidos en funcion del tiempo de cocimiento de las bases de las
hojas del A. tequilana, a una temperatura de 100°C. Podemos observar que la
maxima cantidad de azucares extraidos se obtuvo cuando las bases de las hojas del
agave se someten a una temperatura de cocciéon de 100°C y por un tiempo minimo de
4 horas; expresados ya sea como solidos solubles (°Brix) (Figura 33-A), o como
azucares reductores totales (ART) (Figura 33-B). A un nivel de confianza del 95% no
hubo una diferencia estadistica significativa entre los ART que son extraidos a

tiempos de cocimiento mayores de 4 horas.

Este tiempo oOptimo de cocimiento de las pencas del agave para la extraccion de
carbohidratos coincide con el valor reportado por Téllez (1998) quien ademas agrega
que después de 4 hrs existe una pérdida en la cantidad de azucares reductores
totales extraidos, debido a que dichos azucares participan en las reacciones de
Maillard, lo cual da el color caramelo a los extractos. De acuerdo con Pinal vy
Gschadier (1998), la disminucion del porcentaje de extraccion de azucares reductores
totales (ART) cuando se incrementa el tiempo de coccion, se debe a la generacion de
compuestos como el furfural, el hidroxi-metil-furfural y otros mas que se producen por

la accion del calor sobre los azucares.

63



14 25
x
o< B B B B i1 = B B
sg = & 8§ B § g8 8 B 8§
3 = — = =
i, » § ® B ® ., 'R ®§ R R &
MEEEERI I EEEN]
4 B - | - o || B || o B
0 1 B 1 B = 1 = 1 1 =
s, B BN B B B NN DN e B B B
* A & B B = B = B B =&
n_- | | | = 0,_- = | | = —
1 2 3 4 8 1 2 3 4 i
Tiempo de coceidn (horas)

=]
:
h:;
3
“f
3
g

B

Figura 33: Efecto del tiempo de coccion a 100°C en la extraccion de las fructanas
presentes en las bases de las hojas del A.tequilana. (A)%Brix y (B) %ART

4.4 Proceso fermentativo

4.4.1 Consumo de azlUcares

Bajo las condiciones de estudio preestablecidas, la evolucion del consumo de
azucares extraidos de las bases de las hojas del A.tequilana fue diferente para cada
microorganismo como se demuestra en la (Figura 34). Se puede observar que el
maximo consumo de ART se alcanzé dentro de las primeras 72 hrs durante el
proceso de fermentacion, y el consumo fue mayor cuando la fermentacién se llevd a
cabo con la bacteria Z. mobilis. También se observa que en altas concentraciones de
ART se inhibe el crecimiento de ambos microorganismos, especialmente de
S.cereviciae donde la inhibicién se manifesté a concentraciones mayores de 15% de
ART.
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Figura 34: Consumo de azucares por Z. mobilis (A) y S. cereviciae (B) en funcion del
tiempo de fermentacion y a diferentes concentraciones de azucares reductores
totales (ART), pH= 5.0y T=30°C

De acuerdo con Scopes y Griffiths (1986), la mayor tolerancia y adaptabilidad de la
bacteria Z.mobilis a las altas concentraciones de azucares se debe a que las enzimas
de la ruta metabdlica que sigue este microorganismo para obtener energia a partir de
carbohidratos como glucosa o fructosa; la cual es conocida como ruta metabdlica de
Entner-Doudoroff, no son inhibidas por estas altas concentraciones de azucares
debido a que los mismos son rapidamente convertidos a etanol en este
microorganismo. Por el contrario, se ha demostrado que la levadura S. cereviciae es
poco osmotolerante y fermenta mejor a bajas concentraciones de azucares, que en
este caso fue de 10% de ART, resultado que concuerda con el reportado por Alfenore
et al., (2002).

La alta concentracion azucares residuales que quedan en el medio nos muestra que
la fermentacion fue incompleta, especialmente cuando se utiliza la levadura S.
cereviciae, lo cual nos indica una posible inhibicion del crecimiento celular que puede
ser atribuible a la falta de elementos esenciales en el medio como el nitrégeno y

fésforo, aminoacidos y vitaminas como el meso-inositol, acido pantoténico y biotina
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(Winter, 1989). Se ha demostrado también que el jugo de agave contiene saponinas;
sustancias toxicas que inhiben el crecimiento de algunos microorganismos como S.
cereviciae (Arellano et al., 2000). Ademas, durante el tratamiento térmico aplicado a
las bases de las hojas del agave para extraer, hidrolizar y concentrar el jugo, se
degradan vitaminas termolabiles y nitrogeno asimilable a causa de las reacciones de
Maillard, generandose compuestos como el furfural y el hidroxi-metil-furfural, entre
otros, los cuales, a las concentraciones en que se encuentran, se ha demostrado que

resultan téxicos para las levaduras (Mancilla y Lopez, 2002).

4.4.2 Produccién de etanol

En la Figura 35 se muestra la produccién de etanol por ambos microorganismos
etanolgénicos en funcion del tiempo de fermentacion y a diferentes concentraciones

de ART en el medio de fermentacion.
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Figura 35.Produccion de etanol por Z. mobilis (A) y por S.cereviciae (B) en funcion del
tiempo de fermentacion y a diferentes concentraciones de azucares reductores totales
(ART), pH= 5.0y T=30°C.
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La maxima produccion de etanol (8.2%.,) se obtuvo dentro de las primeras 84 horas
del proceso, a una concentracion de ART del 20% y cuando la fermentacion se llevé a
cabo con la bacteria Z.mobilis; distinto a lo sucedido con S.cereviciae, donde la
maxima produccion de etanol (2.54+0.48%.,,) se obtuvo en un tiempo de fermentacion

de 36 horas y a una concentracién de ART del 15%.

Se ha visto que a bajas concentraciones de azucares (8.6 %), la cinética de la
fermentacion es similar entre la bacteria Z. mobilis y la levadura S. cereviciae, pero a
mayores concentraciones (15-25%), la produccién de etanol y la utilizacion de azucar
es mayor cuando la fermentacién se lleva a cabo por Z.mobilis; es decir, el alcohol en
el medio inhibe en menor grado a la bacteria Z.mobilis (Nowak, 2001). La baja
produccion de etanol por S.cereviciae se atribuye al efecto toxico que tiene el etanol
sobre la membrana celular, el cual modifica la membrana lipidica, reduce la actividad
metabdlica e induce respuestas al estrés de la levadura (Cardoso y Leao, 1992;

Casey e Ingledew, 1985).

En contraste, la bacteria Z.mobilis tolera mayores concentraciones de azucares
reductores totales y de etanol en el medio de fermentacién, debido a que este
microorganismo presenta tanto un sistema de difusion facilitada mediante el cual se
logra un rapido equilibrio entre las concentraciones celulares internas y externas de
estos azucares (Struch et al., 1991), asi como un sistema enzimatico que resulta mas
resistente a las altas concentraciones de etanol en el medio de fermentacion, lo que
posibilita alcanzar concentraciones de etanol hasta de un 15% p/v (Algar y Scopes,
1985). Entre las enzimas que integran dicho sistema enzimatico se encuentran la
piruvato descarboxilasa y la alcohol deshidrogenasa Il, dentro de las cuales ésta
ultima aparentemente es la responsable de producir una alta concentracion de etanol
(DiMarco y Romano, 1985).

Otros estudios indican que la mayor tolerancia y produccion de etanol por Z. mobilis
se debe a la composicién de acidos grasos (acido graso cis-vaccénico y hoponoides)

que conforman la membrana celular de este microorganismo; dichos acidos grasos
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contrarrestan los efectos adversos del etanol sobre la membrana celular (Buchholz et
al., 1987).

4.3.3 Crecimiento celular

Bajo las condiciones de estudio, la levadura S.cereviciae presentdé un mayor
crecimiento celular en comparacion con la bacteria Z.mobilis y en ambos casos, el
maximo crecimiento celular se obtuvo en un tiempo de fermentacion de 72 hrs. La
maxima concentracion celular alcanzada por la bacteria Z. mobilis fue de 6.8 £ 0.54 x
10" UFC/mL y se obtuvo a una concentracién de 20% de ART, mientras que la
levadura S. cerevisiae alcanzé su maxima concentracion celular de 3.52 + 0.24 x 10®
UFC/mL, a una concentracion optima de 15% de ART (Figura 36). Se han hecho
estudios en los que se ha comprobado que el menor crecimiento celular de la bacteria
se debe a que en anaerobiosis, este microorganismo solo convierte el 2% de carbono

en biomasa y fermenta el 98 % restante (Rogers et al.,1982).
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Figura 36. Crecimiento celular de Z .mobilis (A) y de S. cereviciae (B) en funcién del
tiempo de fermentacion y a diferentes concentraciones de ART, pH= 5.0 y T= 30°C.

En la tabla 5 se resumen los parametros cinéticos fermentativos bajo las condiciones
Optimas de ambos microorganismos. Se puede observar que la bacteria Z. mobilis

presentdé un mayor consumo de azucares reductores (136.8+3.5 g/L) y también
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produjo la mayor cantidad de etanol (64.5+1.8 g/L) en comparacion con la levadura S.
cereviciae, la cual tuvo un consumo de 89.8 + 3.8 g/L de ART y solo produjo 20 + 1.1
g/L de etanol. También se observa que, bajo las condiciones de estudio, Z. mobilis
presentdé un mayor rendimiento en la produccion de etanol (0.47 + 0.02 gramos de
etanol producido / gramo de ART consumido), asi como una mayor eficiencia en el
proceso de conversion de azucar a etanol (92.27 + 2.9 gramos de etanol obtenido /
gramo de azucar metabolizado) y una mayor productividad volumétrica (0.9 + 0.01
gramos de etanol producido /L x h).

Tabla 5: Parametros cinéticos 6ptimos de la fermentacién de los azucares del
A.tequilana por Z. mobilis y por S. cerevisiae a pH=5y T=30°C

Parametro Zymomona mobilis Saccharomyces
cerevisiae

Concentracion inicial de ART (g/L) 200+ 2.3 150 + 3.1
Concentracion final de ART (g/L) 60.5 £+ 3.1 60.2+2.9
Consumo de ART (g/L) 136.8 + 3.5 89.8 £+ 3.8
Tiempo optimo (h) 72 60
Crecimiento celular (UFC/mL) 6.8 + 0.54 x 10’ 3.52 +0.24 x 10°
Produccion de Etanol (g/L) 64.5+1.8 20+ 1.1
Rendimiento de etanol ? 0.47 £ 0.02 0.22 +0.01
Eficiencia de conversién ° 92.27+2.9 479+1.8
Productividad volumétrica ° 0.76 £ 0.01 0.55 £ 0.005

a: gramos de etanol producido /gramos de ART consumidos
b: gramos de etanol producido x 100 / 0.511 x gramo de ART consumidos
c: gramos de etanol producido / tiempo optimo de fermentacion

Caceres et al., (2008) utilizaron la levadura S. cereviciae para fermentar el jugo de las
hojas de henequén (Agave foucroydes Lem.) y obtuvieron una produccion maxima de
etanol de 5.22 + 1.09%v/v, cantidad inferior a la producida por la bacteria Z. mobilis en
este estudio. Otro estudio similar fue realizado por Canseco et al., (2008), quienes
utilizaron los residuos agroindustriales del cultivo de la papaya (Caricae papaya) como
fuente de carbono y obtuvieron una produccidon maxima de etanol del 8.9 %vl/v,

resultado similar al obtenido en este estudio.
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Los resultados aqui obtenidos tales como la produccion de etanol, rendimiento,
consumo y asimilacion de altas concentraciones de azucar y menor crecimiento
celular de Z. mobilis con respecto a la S. cereviciae, coinciden con los obtenidos por

otros investigadores (Toran et al., 1985; Rhee et al., 1986).
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5. CONCLUSIONES
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Los resultados generados en el presente trabajo de investigacion, demuestran que las
bases de las hojas del A. tequilana contienen una importante cantidad de
carbohidratos entre los que destacan los azucares reductores totales.

Se demostré que ambos microorganismos fermentan los azucares extraidos de las
bases de las pencas sin embargo comparando los parametros fermentativos
mostraron que la bacteria Z. mobilis presenta ventajas sobre la levadura S. cereviciae
tales como: mayor rendimiento en la produccion de etanol, mayor eficiencia de
conversion de azucares en etanol, mayor productividad volumétrica y una menor
inhibicion a altas concentraciones de etanol y de azucares en el medio.

Considerando estos resultados, se concluye que las bases de las pencas podrian ser
empleados para la produccion de bioetanol, contribuyendo al aprovechamiento
integral del cultivo de A. tequilana, sin afectar la seguridad alimentaria. Aunque se
requieren realizar mayores analisis tales como estudios de rendimiento, factibilidad,
balance hidrico, balance energético impacto ambiental y caracteristicas de calidad del

bioetanol obtenido y compararlo con respecto a otras materias primas.
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