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RESUMEN

Los biocombustibles como el bioetanol, biodiesel y biogas han adquirido una gran
relevancia en el mercado de los carburantes, debido a factores como el alza en los
precios del petréleo, el impacto ambiental de los gases de efecto invernadero y el
agotamiento de los combustibles fosiles.

El etanol es un alcohol que se obtiene por fermentacibn de azlcares simples o
monosacdridos. En la naturaleza los azlicares generalmente constituyen las sustancias de
reserva de los tejidos vegetales y forman compuestos complejos como di, tri u
oligosacéridos. Actualmente en el mundo existe la tendencia de obtener etanol por
fermentacion de los azlcares contenidos en productos vegetales; en Brasil se produce a
partir de la sacarosa del jugo de la cafia de azlcar, y en Estados Unidos a partir del
almidéon del maiz amarillo. En la peninsula de Yucatan, el henequén ha sido utilizado
desde hace siglos para la produccién de fibras naturales a partir de sus hojas. Durante el
proceso de extraccion de la fibra se produce un jugo que contiene altas concentraciones
de oligofructanos que se podrian aprovechar para la producciéon de etanol, y de esta
forma utilizar un residuo que actualmente se desecha.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el potencial del jugo de henequén
obtenido del desfibrado de las hojas como una fuente de carbohidratos simples, para la
produccion de etanol.

La primera fase de esta investigacion consistio en la evaluacién de diversos métodos para
realizar la hidrélisis de los azlcares complejos presentes en el jugo. EI mejor tratamiento
de hidrodlisis termoquimica fue el calentamiento a 100°C del jugo adicionado con &cido
sulfarico (concentracion de 1 % v/v) durante 30 min, obteniéndose concentraciones de
73.1 y 53.3 g-L* de azlcares totales y reductores, respectivamente. Asi mismo, se
determiné que el mejor tratamiento de hidrdlisis enzimatica fue el que se realizé a 60°C,
con 5.75 unidades de enzima inulinasa, a un pH de 4.5 y 150 rpm, durante 30 min. Este
tratamiento liber6 60.5 y 55.5 g-L ™ de azlcares totales y reductores respectivamente.

La segunda fase consistio en la evaluacion de las levaduras Sacharomyces cerevisiae y
Kluyveromyces marxianus para producir etanol a partir de los hidrolizados. La primera no
logré crecer en ningun hidrolizado, esto posiblemente debido a compuestos inhibidores
presentes en el jugo, la segunda no presentd complicaciones para crecer en los

hidrolizados o en el jugo crudo. En vista de estos resultados la fermentacion unicamente

Vii



se pudo realizar con Kluyveromyces marxianus. La mayor concentracion de etanol se
obtuvo con la fermentacion de los hidrolizados enzimaticos (16.5 g-L™") obteniendo un
rendimiento de 80 % del célculo tedrico. También se determin6 que aunque a las 30 h se
llega al consumo maximo de azucares, a las 42 h se alcanza la méaxima produccién de
etanol.
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ABSTRACT

Bioethanol, biodiesel and biogas are biofuels that have acquired great relevance in the fuel
market due to factors such as rising oil prices, the environmental impact of greenhouse
gases and depletion of fossil fuels.

Ethanol is an alcohol obtained by fermentation of simple sugars or monosaccharides. In
Nature, sugars are usually energy storage substances of plant tissues and can form
complex compounds such as di, tri or oligosaccharides. Currently, there is a worldwide
tendency to produce ethanol by fermentation of sugars contained in plants. In Brazil,
ethanol is produced from the sucrose present in sugarcane juice, and in the United States
it is produced from yellow corn starch. In the Yucatan peninsula, henequen has been used
for the production of natural fibers from its leaves. During the fiber extraction process, a
juice with a high concentration of oligofructanes is produced and could be used for ethanol
production. This juice is considered a waste and is currently discarded.

The aim of this study was to determine the potential use of henequen juice as a simple
carbohydrate source for ethanol production.

The first part of this research was the evaluation of three methods to hydrolyze the
complex sugars in the juice. The best treatment was a thermo chemical hydrolysis by
heating the juice at 100°C for 30 min with a sulfuric acid solution (1% v/v) to obtain 73.1
and 53.3 g-L™ of total and reducing sugars, respectively. The best enzymatic hydrolysis
treatment was obtained when the juice was incubated at 60 °C at pH 4.5 and 150 rpm for
30 min with 5.75 units of the enzyme inulinase. This treatment released 60.5 and 55.5 g-L™
of total and reducing sugars, respectively.

The second part involved the evaluation of the yeasts Saccharomyces cerevisiae and
Kluyveromyces marxianus to produce ethanol from the hydrolysates. The first yeast failed
to grow in any of the hydrolisates and the raw juice, this possibly due to inhibitory
compounds present in the juice. The second yeast had no complications to grow in the
hydrolisates or raw juice. The alcoholic fermentations were performed only with
Kluyveromyces marxianus. The highest ethanol concentration was obtained by
fermentation of the enzymatic hydrolysates (16.5 g-L™) with 80% of the theoretical yield. It
was also found that while maximal consumption of sugars was attained at 30 hours,

maximal ethanol production was reached at 42 hours.






INTRODUCCION

Los biocombustibles son de gran relevancia en el mercado de los carburantes debido a
factores como el alza en los precios del petréleo, el impacto ambiental de los gases de
efecto invernadero, el agotamiento de los combustibles fésiles y la creciente conciencia
social de utilizar productos naturales. Esto ha impulsado la investigacion y desarrollo de
tecnologias para la produccién de biocombustibles como: bioetanol, biodiesel y biogas

principalmente, para suplir a las fuentes actuales de combustibles fésiles [1,2].

El etanol es un alcohol que se obtiene por fermentacién de azlcares simples o
monosacdridos. En la naturaleza estos compuestos por lo general no se presentan en
forma simple, sino que forman compuestos complejos, constituidos por la asociacién de
dos 0 mas moléculas de azlcares simples, y son denominados disacaridos, trisacaridos,
oligosacéaridos y polisacaridos. La glucosa, fructosa, galactosa, ribosa, manosa,
oligofructanos, almidon, son carbohidratos que generalmente se acumulan en los tejidos
vegetales constituyendo sustancias estructurales o de reserva de las plantas. Estos
compuestos representan una fuente de materia prima para la produccién de etanol, sin
embargo, debido a su estructura quimica en ocasiones se requiere del desarrollo de
tecnologias y tratamientos previos para hacerlos disponibles para la obtencion de etanol
por fermentacion. Actualmente en Brasil el etanol se obtiene directamente de la
fermentacion de los azucares, principalmente sacarosa, del jugo de la cafia de azucar;
mientras que en Estados Unidos se obtiene primordialmente a partir del almidon del maiz
amarillo, lo que requiere de la hidrélisis previa del almidon para obtener azlcares
fermentables. Una de las desventajas de ambos procesos es que sus materias primas son
alimentos para el hombre y los animales, lo que representa una limitante en cuanto a su
uso y precio. Asi, el desarrollo de un mercado de biocombustible como el etanol [3],
basado en la utilizacién de sustratos alimenticios puede considerarse no viable debido a

las implicaciones sociales que esto conlleva.

Una alternativa para en la produccion de combustibles renovables es la utilizacién de la
biomasa obtenida a partir de plantas que crecen en tierras marginales, no aptas para los
cultivos alimenticios, y que no estan en conflicto con el abasto de alimentos. Si cultivos de

alto rendimiento que requieren insumos minimos (agua y nutrientes) se pueden cultivar en



estas tierras, la competencia por el uso de suelo se reduce. Las plantas que utilizan el
metabolismo &cido de las crasuldceas (CAM, por sus siglas en ingles) tienen bajos
requerimientos de agua y son productivas en las regiones semiaridas [4]. El potencial de
estas plantas para la produccion de biocombustibles ha sido revisado recientemente [5],
sin embargo, hay muy poca informacién sobre la produccion de biocombustibles a partir
de plantas CAM a escala comercial. Tampoco hay un registro sistemético de la
productividad de materia seca a nivel de campo, que es una informacion crucial para
establecer la viabilidad econdémica y logistica de una empresa de biocombustibles. Las
especies de agave cultivadas para la obtencion de fibra tienen sistemas de produccién
diferentes a los cultivados para las bebidas, pero ambos son ejemplos de la agricultura a
escala comercial que seria relevante para una cadena de produccién de bioenergéticos
[4]. En México se produce una gran variedad de bebidas fermentadas las cuales se
obtienen a partir de diversas plantas con metabolismo CAM. Ejemplo de ellas son: el
pulgue que se elabora con el aguamiel de varias especies de magueyes pulqueros (A.
salmiana, A. mapisaga, A. atrovirens) y el tepache que se obtiene de pulpa y cascara de
pifia. Ademas de estas bebidas alcohdlicas se producen las bebidas destiladas de agave
0 mezcales. De ellas las mas reconocidas tanto a nivel nacional como internacional son el
tequila (elaborado con Agave tequilana W. var. azul) y el mezcal con denominacién de
origen, elaborado con diversas especies de agaves mezcaleros (A. angustifolia, A.
potatorum, A. inequidens, A. maximiliana) en varios estados y municipios del pais. Otro
ejemplo de aprovechamiento de los oligofructanos producidos por los agaves es la
elaboracion de jarabes (también llamados jarabe de agave, jarabe fructosado, jarabe de
alta fructosa) que pueden ser utilizados como endulzantes [6].

En la peninsula de Yucatan, las hojas del henequén (Agave fourcroydes L.) se utilizan en
la produccion de fibras naturales. Durante el proceso de extraccion de la fibra se produce
un jugo que contiene polisacaridos, los cuales se podrian aprovechar para la produccion
de etanol [7] y de esta forma utilizar un residuo que actualmente se desecha. En el
presente trabajo se evaluaron tres tipos de hidrdlisis del jugo de las hojas de henequén y
se estudi6 el comportamiento de las levaduras Saccharomyces cerevisiae Yy
Kluyveromyces marxianus para producir etanol a partir de los hidrolizados. Los resultados
demostraron que la levadura Kluyveromyces marxianus tiene mayor potencial para

continuar los estudios de obtencion de etanol a partir del jugo de henequén.



CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1. El Henequén

En la region de Yucatan, el henequén (Agave fourcroydes Lem.) es una planta que
actualmente estd siendo evaluada para determinar su potencial en la produccion de
etanol. Esta planta pertenece a la familia Agavacea, es cultivada en las regiones del norte
de la peninsula, y ha sido utilizada desde hace siglos por los mayas para obtener fibras
naturales a partir de sus hojas. A principios de 1900 este cultivo contribuyé de manera
importante en la economia de la regién, pero su explotacion industrial comenzé a declinar
a mediados de la década de los 70°s con el advenimiento de las fibras sintéticas. El
principal producto del henequén es la fibra que se obtiene de sus hojas y que ha sido
utilizada de manera tradicional para la fabricacién de sogas, cordeles, sacos, alfombras,
etc. Hoy en dia, la fibra del henequén sigue siendo una de las fibras naturales de mayor

calidad, ademas de constituir un cultivo productivo en areas aridas y semiaridas [8].

Actualmente, la produccion de fibra es de 5000 toneladas, cifra semejante a la registrada
en 2005. Para lograr esta produccion aproximadamente 250 millones de hojas son
procesadas, obteniéndose como subproducto alrededor de 75 millones de litros de jugo
de henequén cuya composicion quimica se presenta en la tabla 1.1 [7]. El jugo es rico en
azucares simples y oligofructanos. En la mayoria de los agaves las fuentes de reserva
son fructanos, algunos se muestran en la figura 1.1. Robertfroid [9] sefiala que se han
encontrado fructanos en plantas (principalmente en el filo angiospermas, pero también en
familias de mono y dicotiledéneas, asi como en la familia Agavaceae), hongos
(principalmente en especies de Aspergillus) y bacterias (Streptococcus mutans,
Pseudomonadaceae, Enterobacteraceae, Streptococcaceae, Bacillaceae y
Actinomycetaceae). Ancona-Escalante [10] reporta que la mejor fuente para obtener
fructanos en henequén es la pifia de plantas adultas. En dichos tejidos se encuentra la
mayor cantidad de azlcares asi como un mayor grado de polimerizacion. Sin embargo, no

descarta la presencia de los mismos compuestos en las hojas de la planta.



Tabla 1.1. Composicidon quimica del jugo de hojas de henequén [7].

pH 45
Sélidos totales (g-L™) 86.2
Solidos solubles (°Bx) 10.6
Fibra cruda (g-L™) 10.1
Cenizas (g-L™) 6.25
Az(cares totales (g-L™) 69.43
Az(cares reductores (g-L™) 27.7
Acidez total (g-L™ como acido citrico) 16.5
Calcio (mg-L™* como CaCO3) 9100
Magnesio (g-L™* como MgCOs) 1700
Fosfatos (mg-L™ como PO,?) 17.1
Sulfatos (mg-L™ como SO,?) 5200
Nitrégeno Total (mg-L™) 985
1-Kestosa Nystosa Inulina

CH,OH CH,OH CH,OH
0, :0 :O
OH OH OH
HO HO HO
o) o] O
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Figura 1.1. Ejemplos de fructanos [10].

1.2. Taxonomia del henequén

La clasificacién taxonémica del henequén es la siguiente [11].
Familia: Agavaceae.

Género: Agave.

Subgénero: Euagave.

Especie: fourcroydes.



1.3.

Caracterizacion agrondmica del henequén

Raiz: Las raices crecen de una forma radial muy extendida (1.5 m), son duras,

fibrosas y miden unos 3 mm de diametro.

Rizoma: Es un tallo subterrdneo, en cuyo apice (extremo superior) hay una yema
gue al emerger produce una nueva planta conocida como vastago. Estos vastagos
son producidos asexualmente y se mantienen unidos a la planta madre hasta que
son cortados para emplearse en la siembra de nuevas plantaciones. Esta forma de
propagacion es la mas comun. El rizoma es suculento, escamoso y de color verde
cuando se expone a la luz. Al brotar mide de 7 a 8 mm y se va engrosando a

medida que crece, hasta alcanzar 1.5 cm en la punta terminal.

Tallo: Tiene un diametro de entre 20 y 30 cm, se presenta oculto por las hojas y
mide de 1 a 1.7 m de altura.

Hojas: las hojas crecen en forma de roseta, son de color verde-grisaceo. Son
duras, carnosas, muy fibrosas, lanceoladas y ligeramente cbncavas. Son
redondeadas en la base. Miden 6 cm de grosor por 11 cm de ancho y pueden
llegar a longitudes de hasta 150 cm del tallo hasta la punta. Estas presentan una
espina terminal conica de unos 3 cm de largo, la cual es de color café oscuro,
brillante cuando la hoja acaba de brotar, y se torna opaca cuando envejece. En los
bordes tienen de 40 a 45 pequefias espinas laterales que llegan a medir 1 mm de

ancho por 3 mm de largo [11].

Ciclo de vida: El ciclo de vida del henequén puede ser de 15 a 20 afos, sin
embargo su duracién depende de la produccion de un determinado numero de

hojas.

Inflorescencia: Al final de su vida el henequén produce un escapo bulbifero que
crece rapidamente y llega a medir de 5 a 6 metros de alto, con 18 o 20 umbelas

laterales en la mitad superior del tallo.



e Flor: Las flores son grandes, amarillo-verdosas protandricas (el desarrollo y
madurez de los estambres ocurre antes que los carpelos) [12] presentan un
perianto tubular de color verde, seis estambres insertos en el tubo, largas antenas
filamentosas versatiles amarillas con ovario inferior, pistilo elongado y estigma con
tres lébulos. Las dimensiones de los 6rganos florales varian de acuerdo al tamafio

de la planta y del escapo, asi como de la fase en que se encuentre la flor.

e Fruto: El fruto es una capsula dehiscente de color verde, que se torna negro
cuando madura; contiene semillas de color negro, aplanadas de forma mas o
menos triangular, con un lado redondeado. Las semillas no fertilizadas son de

color blanco y de menor tamafio.

e Bulbillos: Debajo del péndulo floral se localizan las yemas, que al desprenderse

del fruto dan origen a las plantas de origen asexual.

1.4. Fotosintesis en los agaves

Sin duda, la clave para producir alcohol a partir de los agaves es la alta cantidad de
azucares que acumulan como producto de la fotosintesis. En la naturaleza las plantas
pueden tener tres rutas fotosintéticas: C3, C4 y CAM (metabolismo del acido crasulaceo).
Las tres rutas son similares en cuanto a la captaciéon de luz (fase luminosa), sin embargo
la asimilacion del carbono (fase oscura) es diferente entre cada ruta. En las plantas C3 la
enzima responsable de la asimilacion de CO, es la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa-
oxigenasa (RuBisCO), donde el CO, es llevado directamente al ciclo de Calvin y el
producto final es el 3-fosfogliceraldehido, el cual puede tener diversos destinos como la
produccién de carbohidratos [13]. Las plantas con metabolismo C4 emplean dos enzimas,
la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP carboxilasa) y la RuBisCO, las cuales estan
separadas por una barrera fisica. En esta ruta el CO, es almacenado en forma de malato
por la PEP carboxilasa, posteriormente el CO, es liberado a otro compartimiento de la
célula donde es llevado al ciclo de Calvin. Esta ruta es muy eficiente, ya que evita que la
RuBisCO fije O, (oxigeno) en vez de CO,, pues es una enzima que tiene actividad de

carboxilasa-oxigenasa.



Los agaves utilizan la ruta fotosintética CAM, la cual es similar a la C4, pero la diferencia
principal consiste en que la RuBisCO y la PEP carboxilasa estdn separadas no por una
barrera fisica, sino por el tiempo. Las plantas CAM absorben el CO, por la noche por
medio de la PEP carboxilasa y realizan la fotosintesis durante el dia utilizando a la
RuBisCO. Dado que las plantas CAM fijan el CO, en forma de malato durante la noche,
gue es cuando la temperatura desciende, la pérdida de agua por evapotranspiracion es
minima. El malato se acumula en el tejido parenquimatico de almacenamiento, el cual
cuenta con grandes vacuolas. Por esta constitucibn anatdmica, una gran parte de las
plantas CAM son suculentas y tienen una gran cantidad de parénquima hidrico, a fin de
almacenar agua y malato [13]. Durante la noche se acumula el malato, lo cual provoca la
acidificacion de los tejidos parenquimaticos de reserva, mientras que en el dia, el malato
es transformado en azlcares. Esta es la causa por la que las hojas de las plantas CAM
son agrias por la mafiana y dulces en la tarde [14]. En esta ruta, el aceptor del CO, para
su posterior fijacion en malato es el fosfoenolpiruvato (PEP). EI PEP sufre una
carboxilacion por la enzima PEP carboxilasa convirtiéndolo en oxalacetato, proceso que
sucede generalmente en las noches. El oxalacetato reacciona con el CO, y mediante el
empleo de una molécula de NADPH se convierte en malato, como se muestra en la figura
1.2. [15].

Atmosférico

Celulas del mesdfilo Anhidrasa
carbonica

| NADP* |NADPH | HCO,

CH, CH, CH,
l N/ v/
H—C—OH C=0 C— OPO,?

| Malato | PEP carboxilasa |
€O, deshidrogenasa <92 Coo’
\ Malato Oxalacetato Fosfoenolpiruvato
| (PEP)

Figura 1.2. Sintesis de malato a partir de CO, [16].

Una vez incorporado el malato, es descarboxilado durante el dia y el CO, es incorporado

por medio del ciclo de Calvin, donde se sintetizan los precursores para la sintesis de



carbohidratos como fructosa, glucosa, sacarosa u otros mas complejos como los

fructanos por medio de varias reacciones enziméaticas en el interior de las células [14].

1.5. Carbohidratos

Los carbohidratos son conocidos generalmente como azucares y son muy abundantes en
la naturaleza. La mayoria de estos proceden de plantas y algunos otros de origen animal.
Los azUcares y el almidén de los alimentos, la celulosa en la madera, el papel y el
algoddn, son carbohidratos casi puros. Los carbohidratos modificados forman parte del
recubrimiento de las células, otros son parte de los acidos nucleicos y otros se utilizan
como medicamentos [17]. Los carbohidratos tienen un sabor dulce pero algunos pueden
no tenerlo. La importancia para los seres vivos radica en que se utilizan como fuente o
reserva de energia o para formar estructuras complejas. Los carbohidratos se clasifican
en azucares simples y complejos; los simples también llamados monosacaridos, como la
glucosa y la fructosa son los mas sencillos; en cambio los disacéaridos, oligosacaridos y
polisacéridos, estan compuestos por dos o mas monosacaridos unidos por enlaces
glicosidicos y forman azucares como la sacarosa, maltosa y lactosa. Algunos mas

complejos son la celulosa y el almiddn, los cuales si son hidrolizables [17].

1.6. Fructanos en agaves

Los estudios de Lopez et al. [18] sefialan que los principales carbohidratos de
almacenamiento en los tallos de los agaves son fructanos, oligdbmeros o polimeros con
residuos B-fructofuranosilo, solubles en agua, sintetizados a partir de la sacarosa presente
en la vacuola. Funcionan como moléculas almacenadoras de energia, que estan
involucradas en el desarrollo vegetativo y en el proceso de osmorregulacion de estas
plantas. Los fructanos representan el 60% del total de los carbohidratos solubles
presentes en todas las especies de agaves. Se clasifican de acuerdo a su grado de
polimerizacion (GP) que va de 3-60 o mas. Los de bajo GP (<10) son los fructo
oligosacaridos, y los de alto GP (>10) son las inulinas [19]. La inulina es un fructano con
enlaces B (2—1), y constituye el carbohidrato de reserva de A. tequilana, A. americana, A.

mapisaga, A. atrovirens y A. salmiana. Las especies de agaves presentan diferencias en



cuanto a la distribucion de otros carbohidratos solubles como sacarosa, fructosa y
glucosa, lo que se debe a las caracteristicas ambientales que prevalecen en las regiones
en donde son cultivadas [20].

Oligofructanos es el nombre empleado para designar a los polimeros de fructosa (hasta
10 unidades) unidas en la posicion B (2—1), ademas pueden contener ramificaciones
unidas por enlaces B (2—6). La funcién fisiologica de estos compuestos en los tejidos
vegetales aun esta en discusion, pero su papel como carbohidrato de reserva es la mas
aceptada. Sin embargo, se han observado funciones especificas de estas moléculas en
distintas especies vegetales. Los oligofructanos presente en los agaves como el A.
tequilana Weber variedad azul o A. fourcroydes Lem. se hidrolizan mediante
calentamiento produciendo principalmente monosacéaridos como la fructosa y la glucosa
(70-90 %), disacaridos y trisacaridos (30 a 10%) [21]. La fructosa y glucosa son azucares
reductores que pueden ser utilizados por diversos organismos para producir alcohol por

un proceso de fermentacion.

1.7. Funcion bioldgica de los fructanos en las plantas

A pesar de importantes avances en la comprension del metabolismo de los fructanos, la
funcioén fisiolégica exacta es aun un tema de debate. Su papel se define como reserva a
largo plazo de carbohidratos almacenados en los érganos subterrdneos, como sistema de
hibernacion, y tiene otras funciones como la crioproteccién y la regulacion osmética, lo
que permite el crecimiento y la supervivencia en condiciones de escasez de agua por
sequia, o por temperaturas bajas (4°C) [21]. Durante la sequia, los fructanos asi como la
glucosa, la fructosa, la sacarosa, se encuentran en las raices y en las hojas. Por otro lado,
se demostré que interactia directamente con los lipidos de membrana en el secado por
congelacion, preservando las membranas en una fase liquida-cristalina a temperatura

ambiente, y evita una transicion de fase y las fugas de soluto durante la rehidratacion [9].

1.8. Hidrolisis

Hidrolisis es el proceso en el cual un compuesto quimico reacciona con agua. Este tipo de

reaccion se da en los polimeros con el fin de degradarlos a moléculas més simples. La



degradacion del polimero es catalizada generalmente por un acido o base, sin embargo

también existen complejos biolégicos (enzimas) que realizan esa funcion.

1.8.1. Hidrdélisis enzimética

Para la producciéon de bioetanol no es posible fermentar directamente los fructanos,
debido a que las levaduras no son capaces de asimilarlos, un paso previo es la hidrélisis
con el fin de romper los enlaces glucosidicos y obtener jarabes de fructosa. Esta reaccion
puede llevarse a cabo mediante el empleo de catalizadores acidos o biocatalizadores. La
hidrélisis enzimatica es un proceso muy especifico, eficiente y algo mas cara, debido al
costo de la enzima, en comparacion con un proceso convencional de hidrdélisis acida [22].
Existen microorganismos que tiene la capacidad de hidrolizar los fructanos y poder
aprovechar los monosacaridos de los cuales estd compuesta. En la tabla 1.2. Se

muestran algunos que se han reportado [23].

Tabla 1.2. Microorganismos productores de inulinasas [23].

Inulinasas microorganismo productor Tipo de cultivo

Exoenzima Cryptococcus aureus G7a Cultivo liquido

Exoenzima Cryptococcus aureus G7a Fermentacion en estado sélido
Exoenzima Pichia guilliermondii Cultivo liquido

Exoenzima Mutante M-30 Pichia guilliermondii Cultivo liquido

Exoenzima Mutante M-30 Pichia guilliermondii Fermentacion en estado sélido
Exoenzima Kluyveromyces marxianus (Al y A2) Cultivo liquido

Exoenzima Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 Cultivo liquido

Exoenzima Kluyveromyces sp. Y-85 Cultivo liquido

Exoenzima Kluyveromyces marxianus YS-1 Cultivo liquido

Endoenzima Penicillium sp. NT-88 Cultivo liquido

Exoenzima Aspergillus niger NK-126 Cultivo liquido

Exoenzima Streptomyces sp. GNDU 1 Cultivo liquido

Exoenzima Staphulococcus sp Fermentacion en estado sélido

Se ha estudiado la fermentacion directa de extractos de alcachofa a etanol con especies
de levaduras productoras de inulinasas como Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces
marxianus y Saccharomyces rosei. Este proceso también se ha evaluado utilizando dos

pasos, la hidrolisis enzimética del extracto para obtener azlcares simples y su posterior
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fermentacion para obtener etanol [24]. La inulinasa es una B-fructanohidrolasa (EC
3.2.1.7) que es una glicoproteina extracelular producida por varias levaduras y hongos
filamentosos. Esta enzima rompe los enlaces fructofuranosidicos B (2—1) y B (2—6), vy
cataliza la hidrdlisis de la inulina en unidades de fructosa [24]. La hidrdlisis total de los
fructanos produce, ademas de fructosa, de 5 a 6% de moléculas de glucosa que se
encuentran en los extremos de la cadena. Se ha sugerido usar a los fructanos como

fuente para la obtencion comercial de fructosa de alta pureza [25].

1.8.2. Hidroélisis térmica

Se ha demostrado que la inulina pierde estabilidad o puede hidrolizarse a temperaturas
superiores a los 90 °C, produciendo principalmente oligofructanos y algunas moléculas de
fructosa y glucosa. La hidrélisis térmica es un método sencillo pero con bajos
rendimientos debido a que no llega a transformar completamente la inulina en

monosacaridos [21].

1.8.3. Hidrdlisis termoquimica

La fructosa se puede obtener por hidrélisis de inulina con acido y temperaturas altas
(superiores a 90 °C), se degrada con facilidad a pH bajo entre 2-5 y el proceso ocasiona la
coloracién del hidrolizado y la formacién de subproductos en forma de anhidridos de
fructosa [26].

1.9. Levaduras

El término levadura deriva del latin “levere” que significa levantar o crecer, o del griego
“zestos” que significa hervir. Estos términos se asocian con las caracteristicas que
representan la fermentaciébn de la cerveza y del pan llevada a cabo por estos
microorganismos [27]. Las levaduras son hongos eucariotas unicelulares, la mayoria

perteneciente a los ascomicetos, aunque también hay en el filo de los basidiomicetos.
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Normalmente son ovales esféricos o casi cilindricas y su divisibn es casi siempre por
gemacion. En dicho proceso, la nueva célula (hija) se forma como un pequefio bulto en la
célula madre y va creciendo hasta que se separa de ella. Algunas levaduras poseen
reproduccion sexual por conjugacién en la que se fusionan dos células. La célula
resultante es un cigoto verdadero y de él emergen esporas sexuales por reduccion
meidtica. Cuando se reproducen sexualmente generan ascas y ascosporas, 0 basidios y
basidiosporas, las cuales no quedan confinadas dentro de un cuerpo fructifero [28].

e Habitat: Las levaduras prosperan tipicamente en habitat con azucar, tales como
frutos, flores y cortezas de los arboles. También, pueden habitar en sustratos no
azucarados como las levaduras basidiomicetes descubiertas en lagos de la
Antértica. Un gran namero de levaduras viven como simbiontes con animales,
especialmente insectos, siendo éstos sus principales vectores de dispersion;
algunas pueden ser patégenas [29]. Las levaduras generalmente forman colonias
de colores blanco-crema, amarillo principalmente con texturas lisas y algunas

rugosas.

e Metabolismo: Las levaduras son microorganismos facultativos, lo cual les permite
crecer tanto en condiciones aerobias como anaerobias. La diferencia radica en el
metabolismo que desarrollan segun las condiciones en las que estén, en
ambientes aerobios obtendran energia oxidando a los azucares en CO, y agua
con lo cual produciran gran cantidad de biomasa. Bajo condiciones anaerobias
tienden a fermentar los azlcares, es decir, reducen los mismos a etanol, CO, y
energia, sin embargo con un rendimiento menor ya que el 75% de la energia
producida se pierde en forma de calor. El tipo de metabolismo que las levaduras
llevan a cabo depende de su especie y de las condiciones en que se desarrollan.
A bajas concentraciones de glucosa (menos del 1%) y en presencia de aireacion
las levaduras llevan a cabo el metabolismo aerobio, sin embargo a altas
concentraciones de glucosa y aun en presencia de oxigeno llevan a cabo el

metabolismo fermentativo [30].
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e Fisiologia: La mayoria de las levaduras son mesdfilas porque su crecimiento
Optimo esta entre los 20 y 25°C, sin embargo algunas pueden crecer a 4°C
(sicrofilas) y otras toleran temperaturas elevadas (termdfilas > 55°C), lo que
depende del habitat del que fueron aisladas [28]. Su pH 6ptimo de crecimiento se
encuentra entre 4.5-6.5, aunque algunas especies pueden crecer a pH de 3.0 y
otras a valores superiores de 8.0 [27].

Las levaduras representan un grupo muy importante de microorganismos productores de
vinos v licores, principalmente la levadura Saccharomyces cerevisiae, Ademas de ésta,
hay otros muchos géneros y especies que pueden llevar a cabo la fermentacion alcohdlica

como por ejemplo Kluyveromyces marxianus [31].

1.9.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es la levadura fermentador por excelencia debido a su
capacidad de generar diéxido de carbono y etanol a partir de sustratos azucarados. Es
utilizada industrialmente en la fabricacién de pan, cerveza y vino [32]. S. cerevisiae es una
levadura que presenta un ciclo de vida complejo y que puede estabilizarse en una fase
haploide (n) o diploide (2n). En ambas fases se puede reproducir vegetativamente
produciendo blastosporas haploides o diploides; en estas Ultimas, en presencia de
condiciones adversas, se realiza la conjugacion de esporas de signo opuesto dando

origen a un asca con ascosporas.

S. cerevisiae presenta células globosas, subglobosas, ovaladas a elongadas,
generalmente estan aisladas, en pares o0 en racimos pequefios y en forma de
seudomicelio o este es muy rudimentario (Figura. 1.3). Las colonias son de color crema,
de textura butirosa, de superficie lisa, plana y brillante pero en ocasiones puede ser
levantada, pleada y opaca. S. cerevisiae es la especie responsable de la fermentacion de
jugo de frutas, aunque otras especies del complejo Saccharomyces sensu stricto como
son S. bayanus, S. paradoxus o S. pastorianus pueden encontrarse en estos sustratos,
pero no son las méas adecuadas para realizar la fermentacion del sustrato. S. cerevisiae

tiene la capacidad de fermentar eficientemente glucosa, fructosa, sacarosa [28,31].
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Figura 1.3. Saccharomyces cerevisiae observada en un microscopio de contraste de fases

con un aumento de 1000x [31].

Cientos de genes han sido asociados con la tolerancia al etanol, esto implica un amplio
espectro de categorias funcionales como biosintesis de proteinas, metabolismo de
aminodcidos, metabolismo de nucledétidos, el transporte, ciclo celular y de crecimiento,
metabolismo de lipidos asi como organizacién de la membrana y pared de celular [33]. Se
han vinculado mdltiples caracteres asi como su localizacién gendémica (loci) al estrés por
etanol. La evolucién de la ingenieria genética es un enfoque comin para mejorar el
rendimiento microbiano, utilizando varios tipos de métodos de mutagénesis vy
recombinacién o intercambio de genes para la seleccién de fenotipos deseables [34,35].
En el estudio reportado por Kajiwara et al [36] demuestran que las cepas modificadas de
S. cerevisiae tuvieron un mayor tiempo de vida (Fig. 1.4); las mutantes y las cepas

silvestres fueron expuestas a un medio con 15 % (v/v) de alcohol.

Yiabilidad celular relativa

o x 4 &

Tiempa (h)

Figura 1.4. Decremento de la viabilidad celular de cepas de S. cerevisiae (modificadas linea

punteada, no modificadas linea continua). Se tomé como 100 % de viabilidad la encontrada

al tiempo cero [36].
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1.9.2. Kluyveromyces marxianus

Es una especie que se caracteriza por presentar colonias de color crema a crema marron,
en ocasiones con pigmentacion rosa debido a la produccién de pulquerrimina. Presenta
células globosas, elipsoidales a cilindricas que pueden estar aisladas, en pares o
formando cadenas. Bajo determinadas condiciones puede formar seudomicelio
rudimentario o muy ramificado. Las ascas se formas por conjugacion de células haploides
0 por conjugacién de la célula madre y su brote, o directamente a partir de células

diploides, y contienen de 1 a 4 ascosporas esféricas, elipsoidales o reniformes.

Es un especie que cominmente se encuentra en productos lacteos aunque también ha
sido aislada de plantas, de cerveza de sorgo, de mostos de Agave angustifolia, de A.
salmiana y de A. fourcroydes. Kluyveromyces marxianus se ha aislado de una gran
variedad de habitats debido a su versatilidad metabdlica y alto grado de polimorfismo
intraespecifico [37]. Ademas, se investigd la capacidad fisiolégica y bioquimica de esta
especie relacionada con la represion catabdlica [38], la sensibilidad hacia diversas toxinas
y la inhibicion de su crecimiento por acidos grasos [39].

Esta especie fermenta activamente glucosa, sacarosa y rafinosa, en forma tardia
galactosa e inulina, y la lactosa puede o no fermentarla dependiendo de la cepa. Algunas
de sus caracteristicas distintivas son su termotolerancia, su capacidad de producir
inulinasas y pectinasas, y su rapido crecimiento. Estas caracteristicas, principalmente su
capacidad de fermentar azGicares como lactosa e inulina y de ser termotolerante, hacen a
esta especie atractiva para ser utilizada en la produccién de etanol a partir de sustratos

baratos.

La produccién de etanol a temperaturas elevadas ha recibido mucha atencién debido a los
ahorros potenciales que podrian obtenerse por evaporacion continua a presion reducida
del etanol en el mosto, se ha reportado que K. marxianus puede producir alcohol a
temperaturas superiores a 40°C [40]. Sin embargo, el aumento de la temperatura tiene un
efecto negativo en la produccion de etanol y también reduce la viabilidad de las células
[41].
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Como consecuencia, ha surgido un amplio interés biotecnolégico en esta especie, como
por ejemplo la produccién de: enzimas (Tabla 1.3), proteina unicelulares, compuestos
aromaticos, de etanol (incluyendo los procesos de fermentacidn-sacarificacion a alta
temperatura simultanea), de bioengredientes; la reduccion del contenido de lactosa en los
productos alimenticios esta relacionada con la produccion de lactasas y galactosidasas;
biorremediacion. El desarrollo de nuevas aplicaciones biotecnolégicas de K. marxianus se
debe a las ventajas que tiene en comparacion con otras especies de levaduras como son

su capacidad de crecer en una amplia variedad de sustratos [42].

En la década de los 70, se publicaron diversos trabajos sobre el efecto de diversos
factores (pH, concentracion de etanol y de azlcares) sobre la cinética de crecimiento de
K. marxianus [43,44] como un reflejo del interés en el uso de esta especie para

aplicaciones industriales.

Tabla 1.3 Produccidn de enzimas por diferentes cepas de K. marxianus y su aplicacion.

Cepa Enzima Aplicacion

K. fragilis ATCC 12424
K. marxianus CBS 6397 Inulinasa
K. marxianus CBS6556

Produccion de jarabe fructosado a
partir de inulina [45,46,47,48].

K. fragilis
K. marxianus NCYC 111
K. marxianus ATCC B-galactosidasa Reduccion de lactosa en alimentos
10022 [49,50,51,52,53].

K. marxianus IMB3
K. marxianus CBS 6556

Hidroélisis de materiales celulésicos

K. fragilis ATCC 12424 B-glucosidasa [54,55].

K. marxianus CCT 3172 Endopoligalacturonasas Reduccion de viscosidad en productos

procesados de frutos [56].
Modificacion de las cualidades de
K. marxianus Proteinas fosfatasas caseina en la elaboracion de quesos
[57].

Reduce el sabor amargo en alimentos

K. marxianus Carboxipeptidadas con proteina [58].
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1.9.3. Cinética de crecimiento microbiano

La cinética de crecimiento microbiano es el aumento de biomasa de la célula individual, ya

que al alcanzar su maximo crecimiento la célula se divide para dar origen a una nueva

célula, de esta forma se multiplica y aumenta la poblacion. El crecimiento es una fase en

el ciclo de vida de todo organismo, en el desarrollo microbiano, hay cuatro fases

principales en su crecimiento.

Fase de latencia: Es el tiempo necesario para la adaptacion de los
microorganismos a un nuevo sustrato. Durante este periodo los microorganismos
se encuentran en estado latente, aumentan su actividad metabdlica y producen

enzimas para utilizar las sustancias presentes en el nuevo sustrato.

Fase exponencial: Durante esta fase los microorganismos inician su duplicacién,
la velocidad de crecimiento es maxima, pero ésta se ve afectada por diversos
factores abidticos como fusion osmética, concentracion del sustrato, oxigeno,

temperatura, pH, etc. [59].

Fase estacionaria: En esta fase el crecimiento exponencial se detiene, debido a
que hay escasez o agotamiento de los nutrientes esenciales y/o acumulacion de
algunos productos de desecho como metabolitos secundarios, enzimas
autocataliticas que al alcanzar cierta concentraciéon pueden inhibir el crecimiento
exponencial del microorganismo. Hay un crecimiento desequilibrado debido a que
los componentes microbianos (ADN, ARN, proteinas, etc.) se sintetizan a tasas
diferentes. Sin embargo, los microorganismos estan fisiolégicamente activos y
realizan funciones celulares incluyendo el metabolismo bioenergético y algunos
procesos biosintéticos. Se produce una estabilizacién entre el nUmero de células

gue se multiplican y las que mueren por lo que la poblacidon se mantiene estable.
Fase de muerte: Después del periodo estacionario, los microorganismos entran

en una fase de decadencia y comienzan a morir mas rapidamente que la

produccion de células nuevas, si acaso se producen algunas. Una gran variedad
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de condiciones contribuyen, pero las mas importantes son el agotamiento de
nutrientes esenciales y la acumulacion de productos toxicos [60].

1.10. Fermentacién de la glucosa

El proceso de fermentacion de la glucosa es un balance interno entre compuestos
reducidos y oxidados en ausencia de oxigeno, donde compuestos organicos toman el
papel de aceptores de electrones. Una fermentacion tipica resulta en la formacion de
compuestos carbonados mas reducidos (CO,) que los compuestos originales (azucares).
A partir de estas reacciones es como los microorganismos fermentadores obtienen

energia, como se muestra en la figura 1.5 [61].

Fructosa 6-P
ATP ADP ATP AP
GLUCOSA LA GLUCOSA 6-P \/# FRUCTOSA 1, 6

DIFOSFATO

2 (GLICERALDEHIDOD 3-p)

MDAt
s Pi
2MADH

2 (1, 3 DIFOSFOGLICERATE)
AP

ATP

2 (3-P-GLICERATO)

2 (2-P-GLICERATO)
HzO
2 (FOSFOENOLPIRUVATO)

e

2 NAD ATP
.—) 2 (PIRUVATY)
MADH / \‘

2 (LACTATO)

2 (ACETALDEHIDO)
2 NADH

2 NAD 2 (ETANOL)

Figura 1.5. Fermentacion de glucosa a etanol [61].
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1.11. Metabolismo de fructosa

El metabolismo de la fructosa es la ruta por la cual los microorganismos pueden asimilar
este carbohidrato, e integrarlo al metabolismo de la glucosa para aprovecharlo como una
fuente de energia [62]. Para la asimilacién de la fructosa no existe ningin metabolismo
especifico como es el caso de la glucosa (glucdlisis). Existen enzimas que transforman la
fructosa a fructosa-1-fosfato o fructosa-6-fosfato para que pueda entrar al metabolismo de

la glucosa. En la figura 1.6 se muestra de forma simplificada la ruta y las enzimas que

0—pP—0"

OH

intervienen.
]
Fructosa + g Fructosa-G-fosfato
HO OH 4 aTp HO O—Fl'—o'
8] . 0]
0 oo + Hexoguinasa . 0 oas OH
H OH H OH
OH H OH H
++ Fosfofructoquinasa
+ My + q
+ ATR + ATk
Fructoguinasa
] + i ﬂ Fructosa- 1 g-difosfato ﬁ'
O_—IU—O Fructosa- 1-fosfato OH + mg T O__T_O . O—Fl'—O_
| 0 + ATP HO vl OH
OH H HO ] o
i OH + 1-fosfofructoquinasa H OH
OH H
OH  H
ﬁ(+ Fructoaldosa u, + Aldosa
D-Gliceraldehido Dihidroxiacetona fosfato ﬁ Gliceraldeido- 3-fasfato O
— Ha s o—pP—0
HQ? oH ] | + HoC |
HC —OH + t==0 OH
| _— HC—0OH
HE - H,C —OH <4Triosafostatoisomerasa
o HT g
=+ Glicerol deshidrogenasa =+
+ NADPH alfa-Glicerofosfatodeshidrogenasa i
_ =+ MADH
Gliceral - )
HyC—OH + nyg Piruvato
+ ATP alfa-Glycerofosfato O
HC—CH =+ Gliceroguinasa HQC—O—F'J/—O_
HC—0H HC—OH  oOH
+ My i H,C—0H
+ aTP
=+ Triosaguinasa

Figura 1.6. Ruta metabdlica de fructosa a piruvato [62].

19



CAPITULO Il

FUNDAMENTOS DEL PROYECTO

2.1. Justificacion

Debido al inminente agotamiento de los combustibles fosiles, es necesaria una alternativa
renovable que supla a estos carburantes. En Yucatan una actividad con importancia tanto
econdémica como cultural es la obtencion de fibras naturales a partir de las hojas de
henequén. Como subproducto de este proceso se obtiene un jugo con un alto contenido
de oligofructanos que actualmente es desechado en su totalidad y podria ser utilizado
como fuente de carbono para la obtencidon de etanol. En este trabajo se realizaron
estudios preliminares de obtencién de etanol a partir de hidrolizados termoquimicos y
enzimaticos del jugo de hojas de henequén con el fin de explorar la utilidad de este

residuo.

2.2.Planteamiento del problema

Actualmente no existe una metodologia que permita aprovechar el jugo que se genera de
la raspa de las hojas. En estudios anteriores se obtuvieron rendimientos bajos de etanol a
partir de mezclas de jugo de henequén y melazas, lo que pudo deberse a las bajas
concentraciones de azUcares reductores, a hidrolisis deficientes o al uso de cepas de
levaduras con bajo rendimiento en la produccion de etanol, impidiendo el
aprovechamiento adecuado de este subproducto, y a partir del cual es posible generar
una cantidad suficiente de biocombustible que actualmente tiene una alta demanda.
Mediante un estudio mas detallado y modificacion de las diferentes etapas del proceso se

podran alcanzar rendimientos mas altos en la produccion de etanol.

2.3.Hipotesis

A partir de la hidrélisis enzimatica de los oligofructanos presentes en el jugo de henequén

se espera obtener una mayor concentracion de azlcares fermentables sin que se
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produzcan compuestos inhibidores. Asi mismo, utilizando la levadura K. marxianus, que
se considera es autdctona del jugo de henequén, se espera que realice la asimilacion y
fermentacion de los azlcares reductores de manera mas rapida y eficiente,

incrementando el rendimiento en la produccion de etanol.

2.4.0bjetivos
2.4.1. Objetivo General

Evaluar el rendimiento en la produccién de etanol por fermentacién de hidrolizados acidos
y enzimaticos de jugo de las hojas de henequén (Agave fourcroydes Lem) con las
levaduras Kluyveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae

2.4.2. Objetivos especificos

e Determinar cual proceso de hidrélisis (térmica, termoquimica o enzimatica) libera

mayor cantidad de azlcares reductores en el jugo del henequén.

e Evaluar el crecimiento de K. marxianus y S. cerevisiae en hidrolizados de jugo de

henequén.

e Evaluar el consumo de azlcares reductores y su conversion a etanol por K.
marxianus y S. cerevisiae durante el proceso de fermentacion del hidrolizado que

libere mas azucares reductores del jugo de henequén.

e Determinar los rendimientos de etanol.
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

3.1.Reactivos

Los reactivos utilizados fueron quimicamente puros (grado analitico). La inulina en su
presentacion en polvo de 500 g fue donada por la empresa lidea (Tlaquepaque, Jalisco,
México), fue obtenida de Agave tequilana Weber variedad. Azul y se vende como fibra
soluble para consumo humano (grado alimenticio). La inulinasa (marca Sigma-Aldrich)
obtenida de Aspergillus niger, con una actividad declarada de 2000 U-mL™ (Diaz et al [22]
definen la unidad enzimética como la cantidad de enzima necesaria para liberar un ug de

azucar reductor por minuto a 50 °C) y una densidad de 1.13 g-cm™.

3.2.Material biolégico

La cepa K. marxianus fue aislada de la base de las hojas de henequén siguiendo los
procedimientos de la microbiologia clasica y fue caracterizada por pruebas fenotipicas y
moleculares [63]. La cepa comercial de S. cerevisiae utilizada fue marca Safoeno (Safmex
S.A. de C.V., México) utilizada en la produccién de vinos. Ambas levaduras se cultivaron
en medio GELPA (glucosa 20 gL™, extracto de levadura 5 g-L™, peptona alcalina 10 g-L™ y

agar 20 g-L™), a 30 + 2 °C en oscuridad; los cultivos se almacenaron a 4 °C.

3.3.Extraccion del jugo de henequén

Las hojas se colectaron de una planta de henequén crecida en los jardines del CICY, se
realizaron 4 colectas conforme se avanz6 con el trabajo experimental. Con el jugo
obtenido en la primera colecta se realizaron los tratamientos de hidrélisis termoquimica y
parte de la enzimatica. Con el jugo de la segunda colecta se terminé el tratamiento de
hidrdlisis enzimatica y se realizaron las curvas de crecimiento de las levaduras. El jugo del
tercer corte se emple6é para las fermentaciones de los hidrolizados termoquimico y

enzimatico, y para el jugo crudo. El jugo de la cuarta colecta sirvi6 para realizar la
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fermentacion con seguimiento de la produccion de etanol (fermentaciébn de matraz
terminal). Previamente se realiz6 un corte del cual no se reportan las caracteristicas de
las hojas y cuyo jugo sirvio para realizar los tratamientos de hidrélisis térmica y el primer
tratamiento de hidrélisis termoquimica. Las hojas se cortaron, lavaron y secaron
correctamente, posteriormente cada una se pasé dos veces por un molino de tres masas
(de fabricacion local, Bufete de Ingenieria de Yucatan SA de CV) y se prensaron para
extraer su jugo, el que después se filtrd6. Las muestras se homogenizaron y almacenaron
en un congelador hasta su analisis. La metodologia del corte de hojas hasta la extraccién

y homogenizacién de jugo se muestra en la figura 3.1.

Figura 3.1. Esquema metodoldgico para la obtencién del jugo de hojas de henequén. A)

Corte de las hojas. B) Limpieza y medicién de las hojas. C) Proceso de extraccion en el
molino de tres masas. D) Jugo extraido.

3.4.Determinacion de azucares reductores

El contenido de azuUcares reductores se determind mediante el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) [64], utilizando glucosa como estandar para la curva de calibracién,
segun el Anexo 1.

3.5.Determinacién de azlUcares totales

El contenido de azlcares totales se determiné por el método del fenol sulfarico [65],

utilizando sacarosa como estandar para la curva de calibracién segun el Anexo 1.
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3.6.Concentracion de sélidos solubles (°Brix)

Se midieron en las muestras de diferentes fases del proceso (jugo de hojas antes de
hidrélisis, jugo hidrolizado &cido, jugo hidrolizado enzimético, y durante las
fermentaciones), con un refractdmetro portatil (marca Cole-Parmer, modelo FG103/113,
USA).

3.7.Hidrodlisis

El hidrolizado del jugo de hojas de henequén se realiz6 por tres métodos: hidrélisis
térmica, termoquimica y enzimatica y se compararon las concentraciones de azlcares

liberados.

3.7.1. Hidrdlisis térmica

La hidrdlisis térmica del jugo de hojas de henequén se llevd a cabo en matraces
Erlenmeyer de 125 mL con 80 mL de muestra. En este proceso se evaluaron dos tiempos:
15 y 60 minutos en autoclave con una temperatura de 121 °C y 15 Ib-pulg? como

referencia se utilizé jugo sin hidrolizar (o jugo crudo).

3.7.2. Hidrolisis termoquimica

La hidrélisis termoquimica del jugo de hojas de henequén se llevé a cabo en matraces
Erlenmeyer de 125 mL con 80 mL de muestra. Se utilizaron tres concentraciones de acido
sulfarico 0, 1y 5 % v/v (la prueba con el 0% se utiliz6 para ver inicamente los efectos de
la temperatura y tiempo). Se probaron temperaturas de 60 y 100 °C, y tiempos de 15y 30
minutos. Como referencia se utilizé jugo crudo el cual no fue sometido al tratamiento. A

continuacion se resumen los tratamientos realizados.

24



Tabla 3.1. Disefio experimental para la hidrolisis termoquimica del jugo.

Tratamiento Temperatura Tiempo de calentamiento Concentracion de acido
(°C) (min) (%VIV)
1 60 15 0
2 60 15 1
3 60 15 5
4 60 30 0
5 60 30 1
6 60 30 5
7 100 15 0
8 100 15 1
9 100 15 5
10 100 30 0
11 100 30 1
12 100 30 5

3.7.3. Hidrélisis enzimaética

Se realizaron ensayos preliminares con el estandar de inulina a una temperatura de 60 °C,
agregando 22.82 U de enzima y durante 180 minutos para corroborar la actividad
enzimatica. Posteriormente, se realizaron ensayos enzimaticos en matraces Erlenmeyer
de 25 mL con 5 mL de jugo crudo, a un pH de 4.5 [22]. Se probaron temperaturas de 50,
55y 60 °C y las reacciones se iniciaron agregando 22.82 U de enzima. Se muestrearon
100 uL a los tiempos de 0, 10, 30, 60, 90, 120, 150 minutos a los que se les determiné la
concentracion de azucares reductores.

Posteriormente, se evaluaron diferentes concentraciones de enzima: 22.82, 11.47 y 5.75

unidades a la temperatura de 60°C.

3.8.Curvas de crecimiento

Se realizaron curvas de crecimiento para las cepas S. cerevisiae y K. marxianus, en los
mejores tratamientos de cada tipo de hidrélisis (térmica, termoquimica y enzimatica, en
base a la cantidad de azUcares reductores liberados). Los experimentos se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de jugo hidrolizado ajustado a un pH de 4.5
y una concentracion de solidos solubles de 6°Brix. Se adicioné sulfato de amonio (1.5 g-L°

) como fuente de nitrégeno [66]. La concentracion celular utilizada como indculo fue de
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3x10 cel-mL™ [7]. Se incubaron los matraces a una temperatura de 30 + 2 °C y se
mantuvieron en agitacion a 150 rpm. Se tomaron muestras a las 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,
24y 32 h.

3.9.Preparacion del inoculo para las fermentaciones

El in6culo para las fermentaciones se prepard en un volumen de medio correspondiente al
10% en relacion al volumen a fermentar, con una concentracion inicial del inéculo de
3x10’cel-mL™ de levaduras y se adiciond sulfato de amonio (1.5 g-L™") como fuente de
nitrégeno. Los matraces se incubaron en agitacion a una temperatura de 30 + 2 °C, por el

tiempo determinado segun la curva de crecimiento de cada microorganismo.

3.10. Fermentacion

El proceso de fermentacion se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 200 mL de
sustrato (incluyendo el inéculo). Se utilizaron como sustratos los jugos de hojas de
henequén hidrolizados por tratamientos termoquimico, enzimatico y como referencia se
empleo el jugo crudo. A cada matraz se le adicion6 sulfato de amonio como fuente de
nitrégeno a una concentracion de 1.5 g-L™ [66]. El pH se ajustd con una solucién de
NaOH al 50% hasta un valor de 4.5. Se tomaron muestras de 6 mL cada 12 h para la
medicion de la concentracion de sélidos solubles, azlcares reductores y totales. De forma
similar se realiz6 una fermentacién final usando como sustrato jugo hidrolizado
enzimaticamente, pero en este caso se realizo el método de matraz terminal. Se
prepararon 27 matraces de 250 mL con 180 mL de jugo hidrolizado, a los que se adicion6
un 10 % (del volumen total de 200 mL) de inéculo (20 mL), se utilizaron tres matraces
para cada toma de muestra durante los tiempos 0, 6, 12, 18, 24, 36, 42 y 48 h. De cada
matraz se tomaron 6 mL para los analisis de azlcares reductores y totales, 50 mL para la
destilacion y aproximadamente 45 mL del material sedimentado para la determinacion de

biomasa.
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3.11. Destilacién

Para el proceso de destilacion, 25 mL del fermentado se mezclaron con 25 mL de agua
destilada; el volumen resultante se transfiri6 a un matraz bola de 100 mL con 8 perlas de
ebullicion y se procedié a destilarlo a 100°C hasta obtener un volumen de 25 mL (figura
3.2).

‘‘‘‘‘

Figura 3.2. Equipo de microdestilacion.

3.12. Cuantificaciéon de etanol

A los destilados obtenidos de cada una de las fermentaciones se le determind su

contenido de etanol mediante el método de dicromato de potasio (Anexo 1) [67].

3.13. Andlisis estadistico

Para los andlisis de Anova se utiliz6 el programa estadistico Statgraphics v.15 Centurion
(Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA. USA). Todos los experimentos se realizaron

por triplicado. Para los andlisis se utiliz6 un valor P de 95% (el valor P es el nivel de
significancia utilizado para la comparacion de los resultados en los andlisis estadisticos).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Obtencion del jugo

En las primeras dos colectas se procesaron 4 hojas; durante la tercera y cuarta colecta se
procesaron 8 hojas. En la tabla 4.1 se muestran los promedios de las caracteristicas de
las hojas. Se obtuvieron 3.11, 3.55, 7.05 y 6.70 L de jugo respectivamente. El jugo
obtenido fue de color verde esmeralda; éste se filtr6 para eliminar los sélidos en
suspension. La concentracion de solidos solubles fue en promedio 10 °Brix muy similar a
lo reportado por Caceres-Farfan et al [7], sin embargo la cuarta recolecta fue de 14 °Brix
lo cual indica que a pesar de ser un volumen menor de jugo, en comparacion al tercer

corte, es probable que contenga mayor cantidad de azUcar.

En las primeras dos colectas se procesaron 4 hojas, durante la tercera y cuarta 8 hojas.
En la tabla 4.1 se muestran los promedios de las caracteristicas de las hojas. Se
obtuvieron 3.11, 3.55, 7.05 y 6.70 L de jugo respectivamente. El jugo obtenido fue de un
color verde esmeralda, mismo que se filtr6 para eliminar lo sélidos en suspension. La
concentracion de sélidos solubles en las muestras de jugo obtenidas en los cuatro
muestreos fue de 10, 10.4, 9.5 y 14 °Brix, obteniéndose un valor promedio de 10 °Brix,
cifra muy similar a la reportada por Caceres-Farfan et al [7]. Sin embargo es importante
resaltar que existe una diferencia en la concentracion de sélidos solubles en el jugo

dependiendo de la fecha de la colecta (ver tabla 4.1).

Tabla 4.1. Caracteristicas de las hojas de henequén.

Fecha de Longitud DE* Ancho DE* Peso DE* Volumen de CSSH*
muestreo (cm) (cm) (Kg) jugo**(L hoja™)  (°Brix)
15/Jun/10 109.50 +4.80 13.63 +0.95 1.09 +0.06 0.78 10.00
05/Nov/10 117.75 +6.29 14.88 +0.30 1.29 +0.22 0.89 10.40
10/Ene/11 119.38 +3.66 13.75 +1.03 1.29 +0.11 0.88 9.50
06/Jun/11 121.50 +2.45 14.36 +0.60 1.21 +0.08 0.84 14.00

*Desviacién estandar; ** El volumen del jugo corresponde al volumen total obtenido dividido entre
el nimero de hojas; ***Los valores de concentracion de soélidos solubles se evaluaron en el
volumen total de jugo obtenido por lo que corresponde a un sélo valor.
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Para 2010 CONAGUA reporté que la temporada de lluvias en Mérida, Yucatén inicié a
partir del 15 de mayo, mientras que en 2011 inici6 el 3 de junio, por lo que la ultima
colecta se realizd en plena temporada de sequia. Es posible que esta condicion haya
propiciado el aumento de la concentracién de solidos solubles. Aunado a esto, en los
meses de abril y mayo del 2011 se registraron las temperaturas mas altas en la region.
Ancona-Escalante y Garcia-Albornoz [10,68] mencionan que durante la época de sequia
hay una mayor concentracion de azlcares totales tanto en pifia como en hojas, que
podrian tener un papel como osmorreguladores para evitar la pérdida de agua. Lo que
explicaria el incremento de la concentracion de sélidos solubles con igual volumen de

jugo. Todos los jugos ya homogenizados se mantuvieron en congelacién a — 4°C.

4.2 Hidrdlisis térmica

Al descongelar las muestras hidrolizadas por tratamiento térmico, se observo la formacion
de dos fases en el sobrenadante, una fase ligera de color verde cristalino y una fase
pesada de color verde opaco (Fig. 4.1). Se analizaron las fases por separado para
determinar la concentracion de azucares totales y reductores después de los tratamientos
de hidrdlisis. No se encontrd diferencia significativa entre la concentracion de azlcares
presente en ambas fases por lo que Unicamente se utilizo para posteriores analisis el jugo

homogenizado.

Los resultados de la hidrdlisis térmica se presentan en la Tabla 4.2. El analisis de varianza
(Anexo 2) indic6 que el mejor tratamiento es el calentamiento a 121 °C por 15 min,
liberando la mayor cantidad de azlcares reductores (un aumento del 41.8% con respecto
al inicio). Al proporcionar un mayor tiempo de calentamiento se observé un descenso en
la concentracion de azlcares, esto puede deberse a una degradacion de los mismos por

efecto del calor y la presion.
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Wyt .
Figura 4.1. Separacidon del jugo en dos fases. a) fase ligera, b) fase pesada.

Tabla 4.2. Concentracidn de azlUcares después de la hidrélisis térmica a 121°C.

Tiempo de calentamiento (min) AR (gL DE* AT (gL DE*
0 25.68% *1.71 64.592 *1.85
15 36'44b +1.23 60.562 *4.26
60 28.94° £1.17 46.04° +1.99

Los superindices con la misma letra indican que no hay diferencia significativa entre los
tratamientos segun el andlisis ANOVA (comparacién de medias TUKEY LDS con un nivel de
confianza del 95 %).*Desviacion estandar.

4.3.Hidrélisis Termoquimica

GOmez-Ayala et al [69] en un trabajo previo utilizaron H,SO,4 al 1% a 100°C para obtener
un mosto fermentable rico en fructosa y glucosa a partir de la pifia de Agave americanae.
Tomando como base estos datos, se realizaron una serie de experimentos estudiando
dos niveles de concentracién de acido (1 y 5%), dos niveles de temperatura (60 y 100°C)
y dos niveles de tiempo de calentamiento (15 y 30 minutos). Para poder comparar los
tratamientos, se calculd el porcentaje de incremento de azUcares con base a la cantidad
inicial presente en el jugo crudo (control) y se realizé un andlisis estadistico (Anexo 3).
Estos resultados, junto con las concentraciones obtenidas, se presentan en la Tabla 4.3.
Los valores de azUcares reductores presentan una mayor diferencia entre tratamientos.

En el caso de azlcares totales solo de definen dos grupos con diferencias significativas.
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Tabla 4.3. Incremento de la concentracion de azlcares de los tratamientos de la hidrélisis termoquimica.

. Temperatura Tiempo'de C,to.nc. 1 Aumento 1 Aumento
Tratamiento (C) calenta.mlento acido AR (g-L™) DE** AR (%) AT (g-L™) DE** AT (%)
(min) (%viv)
*Control - - - 20.37% +0.39 - 51.65% +3.53 -
1 60 15 0 18.69° +1.20 -8.25%** 52.64% +3.53 1.92
2 60 15 1 24.72° +2.58 21.34 51.18% +3.24 -0.90
3 60 15 5 37.75° +1.05 85.32 47.78% 17.42 -7.49
*Control - - - 40.47° +1.46 - 61.67° +3.90 -
4 60 30 0 43.04° +0.75 6.35 59.07° +3.49 -4.21
5 60 30 1 53.85° +1.83 33.06 61.05° +3.04 -1.00
6 60 30 5 73.77" +1.70 82.27 61.98° 12.64 0.51
*Control - - - 40.75° +0.60 - 58.98" +4.51 -
7 100 15 0 40.68"° +1.25 -0.18 60.56° +2.45 2.68
8 100 15 1 65.18° +2.30 59.94 57.86" +3.78 -1.90
9 100 15 5 74.01' +1.49 81.61 56.75° +3.14 -3.78
*Control - - - 39.52¢ +0.84 - 58.51° +4.70 -
10 100 30 0 39.76° +1.06 0.61 55.61° +3.00 -4.96
11 100 30 1 73.13' +3.29 85.05 53.34° +3.61 -8.84
12 100 30 5 73.60" +1.41 86.23 54.67° +5.20 -6.56

*Como control se utilizé jugo crudo homogéneo sin ningan tratamiento. Los superindices con la misma letra indican que no hay diferencia
significativa entre los tratamientos segun el andlisis ANOVA (comparacion de medias TUKEY LDS con un nivel de confianza del 95 %).
**Desviacion estandar. ***Valores de porcentaje negativos indican decremento.
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Los tratamientos 3, 6, 9 y 12 en los que se utilizé6 5% de &cido y el tratamiento 11 en el
gue se empled 1% de acido fueron los cinco tratamientos en los que se obtuvo mas del
80% de incremento en la concentracion de azucares. El tratamiento 3 utiliza menor tiempo
de calentamiento y menor temperatura lo que reduce el consumo de energia, aunque se
emplea una mayor cantidad de acido. El tratamiento 11 a pesar de utilizar mayor
temperatura y tiempo consume cuatro veces menos acido. Es necesario realizar un
andlisis mas preciso de la influencia de estas variables (costo, agresividad quimica, etc.)
para poder determinar el mejor tratamiento. Por otro lado, Karimi et al [70] resaltan la
importancia de utilizar acidos diluidos (0-1%), bajas presiones (10 y 35 Bar) y tiempos de
retencion cortos (3-10 min) en los procesos de hidrélisis de bagazo de arroz para evitar la
degradacion de los azlUcares a compuestos no deseados como furfurales e
hidroximetilfurfurales (HMF), los cuales son los principales compuestos que se forman al

degradarse pentosas y hexosas respectivamente.

4.4 Hidrélisis enzimatica

4.4.1. Ensayos con estandar de inulina

Para determinar la cantidad de azlcares que estan presentes en una solucién de inulina,
se disolvid 1 g de inulina en 1 L de agua destilada y se realiz6 la determinacion de

azucares reductores y totales. Los resultados se muestran en la figura 4.2.
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Figura 4.2. Concentracion de azdcares en una solucion de inulina al 0.1% (p/v).
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Se puede observar que la concentracion de azucares reductores en la soluciéon es minima
(0.1196 g-L™), ya que la gran mayoria se encuentra ain en la forma de oligofructanos. Al
realizar el andlisis de azucares totales, se libera los azlcares de la muestra y es cuando
se obtiene un valor de 1.1566 g-L™ de azucares totales, valor que, tomando en cuenta la
exactitud de la técnica, es aproximado a la concentracion del estdndar que se preparo, lo
gue nos indica que por este método se logra hidrolizar casi toda la inulina.

Para corroborar si la inulinasa aun tenia actividad, se preparé una solucién de inulina al
5% (p/v) en un buffer de acetato de potasio a pH 4.5 y se incub6 a 60°C durante 6h con
una cantidad de 22.82 unidades de esta enzima [22]. En la figura 4.3 se aprecia la

liberacion de azucares reductores del estandar de inulina cuando se aplica la enzima.
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Figura 4.3. Liberacién de aztcares reductores del estandar de inulina (50 g-L™) en buffer a

pH 4.5 en el tratamiento con inulinasa [22.82 unidades] durante 360 minutos a 60°C.

Aunque no se reporta la concentracion de azulcares reductores al tiempo 0, se puede
observar que la hidrdlisis de la inulina ocurre en los primeros 60 min de incubacién que es
cuando la concentracion de azlcares reductores se aproxima a los 50 g-L™. Después se
mantiene constante hasta los 320 minutos, tiempo al cual se observa un ligero aumento

de la misma hasta alcanzar 54.21 g-L™" a los 360 minutos. Es posible que este aumento se
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deba a un error de andlisis. Este experimento permitié determinar que un tiempo de 60

minutos es adecuado para la hidrdlisis de la inulina.

4.4.2. Hidrdlisis enzimatica del jugo de henequén

El primer ensayo con jugo de henequén se realizé a una temperatura de 60°C, con 22.82
U de enzima utilizando el sobrenadante del jugo crudo centrifugado (sin sedimentos) y
jugo homogenizado. Este experimento se realizd para saber si los solidos presentes en el
jugo afectarian el desempefio de la enzima. Los resultados se muestran en la figura 4.4.
Se demostré que la enzima se comporta de igual forma en ambos casos, liberando

ligeramente mas azlcares en el jugo crudo homogenizado.
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Figura 4.4. Liberacién de azucares reductores por accidon de una inulinasa [22.82 U], sobre

jugo homogenizado (azul) y sin sedimentos (rojo) a una temperatura de 60°C.

Esto presenta la ventaja de que el jugo no tiene que ser centrifugado para realizar la
hidrélisis enzimatica. Al inicio del experimento se tiene una concentracién de azucares
reductores de entre 30 y 33 g-L™! debido a la presencia de azlcares simples (glucosa y
fructosa) en el jugo. Durante los siguientes 30 minutos se observa un incremento de la
concentracion de azucares reductores debido a la hidrélisis de los fructanos presentes en
el jugo llegando a una concentracion maxima de aproximadamente 60 g-L™ y se mantiene

constante hasta el final del experimento.
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4.4 3. Efecto de la temperatura sobre la liberacion de azUcares reductores en
el jugo de henequén

Con base a las recomendaciones de las hojas de seguridad enviadas por el fabricante de
la enzima y lo reportado por Diaz et al y Rocha et al [22,71] quienes trabajaron con la
misma enzima, se realizaron ensayos con tres temperaturas con el fin de determinar la
mas adecuada para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica.

En este estudio se evaluaron temperaturas de 50, 55 y 60 °C a 150 rpm. Debido a que los
ensayos enzimaticos se realizaron con dos lotes de jugo diferentes (Ver capitulo 3.3.), los
resultados de los ensayos a temperaturas de 55 y 60 °C se muestran en la figura 4.5. A., y
los resultados del experimento a la temperatura de 50°C se muestran en la figura 4.5.B.
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Figura 4.5. A. Liberacién de azlcares reductores en el tratamiento con inulinasa [22.82 U] a
temperaturas de 55y 60 °C a 150 rpm.
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Figura 4.5. B. Liberaciéon de azlcares reductores en el tratamiento con inulinasa [22.82 U] a

una temperatura de 50°C a 150 rpm.

En el tratamiento a 60°C durante los 30 primeros minutos se liberé el 80% de los
azucares; luego se fueron liberando lentamente hasta llegar al 100% (36.01 g-L™) a las 2
h aproximadamente, que sumado a los azlcares reductores que ya estaban originalmente
en el jugo, da un total de 66.8 g-L. A los 62 minutos se presenté una baja de la
concentracion de los azlcares, posteriormente continué aumentando hasta el maximo
obtenido, el cual se mantuvo constante. Es necesario realizar una repeticion del
experimento para corroborar este fenébmeno. En el caso del tratamiento a 55°C, se
presentd una velocidad mas rapida de liberacién de azlcares reductores, ya que el 60%
de los azucares fueron liberados en 17 minutos. Nuevamente se presenté el fenémeno de
disminucion de la concentraciobn de los azlcares para posteriormente aumentar
lentamente hasta llegar al 100% (34.88 g-L™), que aunado a los azlcares reductores que
ya estaban en el jugo da un total de 67.51 g-L™. Con el tratamiento a 50°C, se alcanza a
liberar el 49% de los azucares a los 30 minutos, luego la liberacidon ocurre lentamente
hasta alcanzar el 100% (31.28 g-L™), que aunado a los azlcares reductores que ya
estaban en el jugo da un total de 54.97 g-L™*. En el control no se observé una liberacion de

azlcares importante.
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4.4 4. Efecto de la cantidad de enzima sobre la liberacién azlUcares

reductores en el jugo de henequén

En el apartado anterior se observd que con las condiciones utilizadas en todos los
tratamientos se libera una cantidad similar de aztcares reductores (34 g-L™* en promedio).
La diferencia en las concentraciones finales de azucares reductores se debe a que el jugo
ya viene con una cierta concentracién de azucares libres (antes de la aplicacién de la
enzima), por lo tanto, aunque la enzima libere la misma cantidad de azlcares, las
concentraciones finales pueden ser diferentes. Como siguiente paso, se estudié el efecto
gue tiene la cantidad de enzima en la produccion de azlcares reductores. Para ello, se
utilizaron diferentes cantidades de enzima: 22.82, 11.47 y 5.75 U, a la temperatura de 60 °C
y 150 rpm. Los resultados se muestran en la figura 4.6.
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Figura 4.6. Efecto de la cantidad de enzima inulinasa sobre la liberacién de azucares

reductores a una temperatura de 60°C y 150 rpm.

Los tres ensayos presentaron la misma tendencia en cuanto a la cantidad de azlcares
reductores liberados. A los 10 minutos se obtiene la mayor liberaciébn de azlcares
reductores luego presento una tendencia constante. Para experimentos posteriores se
decidi6 utilizar la menor cantidad de enzima (5.75 U) ya que la liberacion de azucares fue

similar.
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4.5.Curvas de crecimiento

Se realizaron curvas de crecimiento de las levaduras S. cerevisiae (Fig. 4.7) y K.

marxianus (Fig. 4.8), utilizando como sustrato los hidrolizados que se mencionan a
continuacion:

De la hidrdlisis térmica: calentamiento en autoclave a 121°C, 15 Ib-pulg?, por 15
minutos.

e De la hidrélisis termoquimica: acido sulfarico al 1% con calentamiento a 100 °C
durante 30 minutos.

e De la hidrélisis enzimatica: a una temperatura de 60°C por 30 minutos a 150 rpm
usando una cantidad de enzima de 5.75 U.

e Por Ultimo se realiz6 una curva con jugo crudo homogenizado, en este caso
Unicamente para K. marxianus ya que se observé que era la Unica que crece en los
hidrolizados del jugo de henequén.
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Figura 4.7. Curvas de crecimiento de S. cerevisiae en diferentes hidrolizados.

38



En la figura 4.7 se puede observar que la levadura S. cerevisiae no aumento
significativamente su concentracion celular durante el tiempo de incubacién. También se
observo que pasadas las 24 h de incubacion, en los hidrolizados empezaron a proliferar
bacterias, lo cual nos indica que la levadura no logré adaptarse y crecer en los
hidrolizados de jugo de henequén.

Esto podria deberse a que el jugo puede contener compuestos que inhiben el crecimiento
de S. cerevisiae, tales como saponinas, triterpenoides glicosilados y alcaloides
esteroidales. Cira et al [72], evaluaron cepas de S. cerevisiae silvestres y genéticamente
modificadas con el gen de la tomatinasa de Fusarium oxysporum, la cual es una enzima
que hidroliza la a-tomatina, una saponina de tipo glicoalcaloide esteroidal. En base a sus
resultados, estos autores concluyeron que las levaduras recombinantes lograron crecer
en jugo de agave y fermentarlo porgue removieron las saponinas presentes, mientras que
la cepa no recombinante no logré desarrollarse en ese sustrato. Algo similar podria estar
sucediendo en el presente trabajo en cuanto a la falta de crecimiento de la S. cerevisiae.
Al ser una levadura comercial enfocada a la produccién de cerveza o vino, no cuenta con
las enzimas necesarias para degradar los compuestos inhibidores presentes en el jugo de

henequén.

En trabajos relacionados, Larqué et al [73] publicaron una patente (MX 219235) donde
utilizando la levadura S. cerevisiae llevaron a cabo una fermentacion alcohdlica, y la
principal diferencia radica en los tiempos de calentamiento en autoclave (de 5 a 7 h para
las pifias y de 75 a 90 minutos para el jugo de hojas de henequén). Es probable que los
tiempos empleados en la patente fueran suficientes para lograr la degradacion de
saponinas en el jugo, permitiendo el crecimiento de S. cerevisiae. En el presente estudio,
el tiempo maximo de hidrélisis en autoclave fue de 15 min, el cual podria ser insuficiente

para hidrolizar dichos compuestos.

Otros autores como Fiore et al [74] compararon especies de S. cerevisiae aisladas de
mostos de A. tequilana, A. cupreata y Aglianico vulture (uva roja). Los resultados
mostraron que todas las cepas aisladas de agaves tienen mayor resistencia a las
concentraciones de SO, y que las levaduras No-Saccharomyces de agave fueron méas

resistentes al etanol. También resaltan que la cepa de S. cerevisiae procedente de
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mostos de uva, al ser introducidas a un sustrato ajeno (de donde no fue aislada) no
presenta actividad de pB-glucosidasa. En contraste, las cepas S. cerevisiae procedentes de
mostos de agave al ser introducidas en sustratos diferentes de donde fueron aisladas, si
presentan actividad enzimatica en la mayoria de los casos. Los autores resaltan que la
biodiversidad encontrada a nivel de cepa confirma la importancia de determinar el
potencial de las levaduras silvestres en la produccién industrial de bebidas como el
tequila, el vino y la cerveza, donde la tendencia esta cada vez mas dirigida a la seleccion

y el uso de levaduras especificas para producciones especificas.
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Figura 4.8. Curvas de crecimiento de K. marxianus en diferentes hidrolizados.

En la figura 4.8 se pueden observar las cinéticas de crecimiento de la levadura K.
marxianus en los diferentes hidrolizados. En todos los casos la concentracion celular del
inoculo fue de 3x10" cel-mL™ (Ver capitulo 3.8). A continuacion se explica cada curva de

crecimiento de los hidrolizados:
e Hidrolizado térmico: La fase lag tuvo una duracion de 3 h, seguida por una fase de

crecimiento exponencial de 6 h, finalmente la fase estacionaria se mantuvo

constante llegando a una densidad celular de 2x10° cel-mL™.
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e Hidrolizado termoquimico: La fase lag duré 6 h, seguida por la fase de crecimiento
exponencial de 6 h, posterior a ello sigue incrementado su poblacién durante 6 h
aunque de forma lenta, seguido por ultimo de la fase estacionaria, y
manteniéndose constante, llegando a una densidad celular de 2.5x10° cel-mL™.

e Hidrolizado enzimatico: Se observo una fase lag de 6 h, seguida por 6 h de fase
exponencial y por ultimo la fase estacionaria; se obtuvo una densidad celular de
2.3x10° cel-mL™.

e Jugo crudo: Se observo una fase lag de 6 h, seguida por 6 h de fase exponencial y

por ultimo la fase estacionaria; se obtuvo una densidad celular de 2.5x10° cel-mL™.

En las curvas de crecimiento no se presentan los datos de la fase de muerte debido a que
la curva de crecimiento en el jugo hidrolizado térmicamente (primer experimento de
curvas de crecimiento) se extendié hasta 150 h y no se observé muerte celular. Sin
embargo, cabe aclarar que dentro de los objetivos del trabajo no es relevante determinar

la fase de muerte del microorganismo.

A diferencia de S. cerevisiae, la cepa K. marxianus no presenté ninguna complicacién
durante el tiempo de incubacion en los hidrolizados. Es probable que K. marxianus al ser
una levadura autéctona del henequén ya esté adaptada a los compuestos presentes y sea
capaz de producir las enzimas necesarias para su sobrevivencia, lo cual facilitd su
desarrollo en todos los hidrolizados del jugo de henequén asi como en el jugo crudo. A
partir de sus resultados, Tzec Gamboa [75] concluy6 que los aislados autdctonos del jugo
y hojas de henequén mostraron una mejor adaptacién al mosto que un aislado aléctono
de S. cerevisiae evaluado, el cual requirié del triple del tiempo para adaptarse a las

condiciones de temperatura, pH y los nutrientes del mosto.

Es importante considerar que K. marxianus es una especie predominante durante la
fermentacion espontanea de mostos de henequén [76] y también ha sido identificada por
autores como Escalante-Minakata y Verdugo et al [77,78] como la responsable de realizar

la fermentacién de los mostos de A. salmiana, en los que no se ha detectado la presencia
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de S. cerevisiae. Por lo general la presencia de S. cerevisiae en mostos de agave se debe
a la introduccion y adaptacion de esta levadura.

Céceres et al. [7] demostraron que la levadura S. cerevisiae puede crecer en mezclas de
jugo de henequén y melaza, lo que indica que al estar diluidos los componentes del jugo
ya no tienen efecto negativo sobre ella; ademas puede crecer a expensas de la melaza

gue es un sustrato idoneo para S. cerevisiae.

La levadura S. cerevisiae comercial que se empled en el presente trabajo fue aislada de
vino, lo que puede explicar que no esta adaptada al jugo de henequén, sustrato que

contiene una gran cantidad de sustancias toxicas e inhibitorias para ella.

Actualmente en el mundo existe la tendencia de realizar las fermentaciones de los
diversos sustratos con cepas aisladas de las fermentaciones espontaneas de dichos
sustratos, ya que estas estaran adaptadas al sistema y no requerirdn de una fase previa

de adaptacion al mismo, o ésta serd muy corta.

4.6.Fermentaciones
4.6.1. Consumo de azlUcares

Habiendo determinado que los hidrolizados termoquimicos y enzimaticos son los que
liberan las mayores cantidades de azlcares reductores (73.13 y 56.36 g-L*
respectivamente) y que la levadura K. marxianus es la Unica que logro crecer en ellos, se
decidi6 utilizar estos sustratos para realizar las fermentaciones alcohdlicas. La primera

fermentacion se llevé a cabo con un hidrolizado enzimatico.

Se determiné que el rendimiento de etanol mas alto (80 % del tedrico) se produce a las 48
h de fermentacién (y se mantiene hasta las 72 h) aunque el consumo maximo de
azlucares fermentables se obtuvo a las 24 h. A partir de estos datos las siguientes
fermentaciones se llevaron a cabo durante 48 h. En ellas se empled el jugo crudo (sin
ningun tratamiento, como control) y los hidrolizados termoquimicos. En la figura 4.9 se

muestra el perfil de consumo de azucares reductores durante las fermentaciones.
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Figura 4.9. Consumo de azUcares reductores por K. marxianus en las fermentaciones de los

hidrolizados (termoquimico y enzimatico) y el jugo crudo homogenizado.

Los patrones de consumo de azlcares reductores por la levadura K. marxianus son
similares en las tres fermentaciones. Aunque al principio de la fermentacion tienen
diferentes concentraciones de azucares reductores, en todos los casos, a las 24 h llegan
a ser entre 2y 3 g-L™ que es la cantidad minima que se mantiene constante hasta concluir
la fermentacién a las 48 h. Esto indica que los microorganismos ya no estan consumiendo

azlcares.

Diversos autores como Shen et al [79] y Laopaiboon et al [80] demostraron que a pesar
de obtener rendimientos de etanol del 70 al 90% al final de la fermentacion del jugo de
sorgo dulce, guedan azlcares residuales que no se fermentaron. Las concentraciones de
éstos oscilan entre 1.1 y 3 g-L™*. En ambos reportes consideraron que las cantidades de

azucares residuales no son significativas y no los identificaron.

En un estudio realizado por Breisha [66] se logré consumir el 100% de los azlcares
presentes en el sustrato (una concentracion de 35 % de sacarosa), por medio de una
metodologia de fermentacion donde se agregdé del 3 al 6 % de indculo, aireacion durante

las primeras 12 h de fermentacion y adicion de tiamina y nitrégeno al medio, logrando
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producir una concentracion de etanol del 16% (v/v) lo cual representa el maximo tedrico
que pueden producir la levaduras [66].

En la figura 4.10 se muestran las curvas de consumo de los azlcares totales durante las
48 h de fermentacion. De forma similar a los reductores, el consumo de AT termina a las

24 h de fermentacion, al final se mantienen concentraciones entre 7 y 10 g-L™ de AT.
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Figura 4.10. Consumo de azlcares totales por la cepa K. marxianus en las fermentaciones

de los hidrolizados (térmico y enzimatico) y el jugo crudo homogenizado.

4.6.2. Determinaciéon de etanol

La figura 4.11 muestra la concentracién de etanol en los destilados obtenidos de las
fermentaciones con los diferentes sustratos (15.25, 13.74 y 16.51 g-L™ para el jugo crudo,

hidrolizado termoquimico e hidrolizado enzimatico, respectivamente).
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Figura 4.11. Concentracién de etanol de los destilados obtenidos a partir de jugo crudo,
hidrolizado termoquimico, e hidrolizado enzimético, después de fermentar durante 48h.
Letras diferentes indican diferencia significativa (ANOVA simple, prueba de Tuckey HSD,
P<0.05)

El analisis estadistico (Anexo 4) demostré que el hidrolizado termoquimico obtuvo una
menor concentracion de etanol comparado con el hidrolizado enzimatico. En la figura 4.12
se presenta el rendimiento de etanol en base al teérico de las fermentaciones de los dos

hidrolizados y del jugo crudo (sin tratamiento).
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Figura 4.12. Porcentaje de rendimiento de etanol en base al te6rico del jugo crudo y de los
hidrolizados termoquimicos e hidrolizados enzimaticos, después de fermentar por 48 h.
Letras diferentes indican diferencia significativa (ANOVA simple, prueba de Tuckey HSD,

P<0.05)
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Se puede observar que las fermentaciones con el hidrolizado enzimatico, termoquimico y
el jugo sin tratamiento presentaron rendimientos de etanol en base al tedrico de: 80.04,
50.30 y 69.35 % respectivamente, siendo la hidrolisis enzimética y el jugo crudo
estadisticamente iguales (Anexo 5). Tzec-Gamboa [75] obtuvo un rendimiento de etanol
del 81.21% del tedrico cuando fermentd mosto de pifias de henequén con K. marxianus.

4.6.3. Curva de produccion de etanol

Se llevo a cabo una fermentacion para poder determinar el aumento de la concentracion
de etanol durante la misma. Para ello, se utiliz6 jugo del cuarto corte, el cual tuvo una
mayor concentracion de soélidos solubles en comparaciébn a las otras muestras
previamente evaluadas (Tabla 4.1). En la figura 4.13 se observa que la concentracion
promedio inicial de azlcares, tanto reductores como totales, es de 95 g-L™ después de la
hidrélisis enzimatica. Después de 30 h, se obtuvieron concentraciones promedio de 4.1
g-L™* de azucares reductores y de 13 g-L™ de azlcares totales, manteniéndose constantes
hasta el final de la fermentacion.
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Figura 4.13. Analisis del consumo de azlcares reductores y totales, produccién de etanol

durante la fermentacién de matraz terminal del jugo hidrolizado enziméaticamente.
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Es importante considerar que el jugo utilizado en este experimento presentdé una alta
concentracion de solidos solubles (14°Brix) con respecto a los jugos colectados
anteriormente, de la misma manera, presentd mayores concentraciones de azUcares
reductores y totales (46.2 y 110.2 g-L™ respectivamente) lo que dio como resultado una
mayor cantidad de azucares después de la hidrolisis. A las 6 h de fermentacion (primer
muestreo) se observé una concentracion de etanol de 4.7 g-L™ la cual fue aumentando
hasta 29.98 g-L™ a las 48 h, siendo la concentracion més alta de etanol obtenida en este
trabajo. Como se observa en la figura 4.13, los azucares fueron consumidos casi en su
totalidad a las 30 h pero el etanol se siguié produciendo hasta las 42 h, esto podria
deberse al tiempo que le toma a la levadura transformar los azlcares a etanol, o ser un
efecto de acumulacién de sustrato por la levadura, la cual al no tenerlo en el medio podria
estar consumiendo sus reservas.

Al final de la fermentacion se obtuvo un rendimiento del 63.77% del tedrico. Este resultado
es mas bajo que el obtenido en las fermentaciones del apartado anterior, siendo la
concentracion inicial de los azlcares el Unico pardmetro diferente. Con los valores del
consumo de azucares reductores y de la produccién de etanol, se calcul6 el % de

rendimiento del tedrico para cada periodo de muestreo.
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Figura 4.14. Rendimiento de etanol medido en cada muestreo durante la fermentacion (% del
tedrico), *concentracion de aztcares reductores consumidos en cada periodo (g-L™).
Letras diferentes indican diferencia significativa (ANOVA simple, prueba de Tuckey HSD,
P<0.05)
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En la Figura 4.14 se puede observar que durante el periodo en el cual ocurre el mayor
consumo de azucares (30 h), el rendimiento de etanol es del 47 % en base al tedrico, el

cual estadisticamente se mantiene constante (Anexo 6).

4.7.Estimados de utilizacién

Se realiz6 un estimado de la cantidad de etanol que se podria producir bajo las
condiciones estudiadas. Segun lo reportado por Caceres-Farfan et al [7], anualmente se
procesan 250 millones de hojas de henequén y considerando que en este trabajo se
obtuvo en promedio 0.750 L de jugo por hoja, se producirian 187.5 millones de L de jugo.
Se estima gue bajo las mejores condiciones de fermentacién se podria producir 0.038 L
de etanol a partir de 1 L de jugo. Con estos valores se calcula que se podrian producir
7,125, 000 L de etanol por afio.

En la tabla 4.4 se observa la tendencia que han presentado las ventas de gasolinas
(Magna y Premium) durante de los ultimos cinco afios (2006-2010). A este nivel de
consumo, el etanol producido solo representa el 0.55% del volumen de combustibles tipo
gasolina que se consumirian en la ciudad de Mérida, Yucatéan, en el afio 2010.

Tabla 4.4. Ventas de gasolina (L) en Mérida, Yucatan, en los Gltimos cinco afios [81].

Ventas de AfRos
gasolinas en 2006 2007 2008 2009 2010
Mérida (L)
Gasolina 1,123,710,469 | 1,231,095,460 | 1,314,417,543 | 1,248,644,852 | 1,277,806,589
total
Magna 908,730,461 1,036,553,638 | 1,155,022,768 | 1,137,007,513 | 1,179,980,843
Premium 214,980,008 194,541,822 159,394,775 111,637,339 97,825,746
Crecimiento total respecto al 9.56% 6.77% -5.00% 2.34%
afio anterior
Crecimiento Magna 14.07% 11.43% -1.56% 3.78%
Crecimiento Premium -9.51% -18.07% -29.96% -12.37%
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El aumento de azlcares reductores, en comparacion a sus respectivos controles, fue de
42.8% en la hidrélisis térmica, 85.1% en la hidrélisis termoquimica y de 89% en la
hidrélisis enzimatica. Debido a que en los experimentos se trabajaron jugos de lotes
diferentes resulta méas sencilla la comparacion en porcentajes para reportar estos
resultados. Las ventajas de utilizar un tratamiento enzimatico para liberar azlcares

radican en las condiciones relativamente suaves utilizadas en el proceso.

La cepa comercial de S. cerevisiae (Safoeno) no es la indicada para llevar a cabo la
fermentacion del jugo de las hojas de henequén debido a que los compuestos presentes
en el jugo inhiben su crecimiento y por lo tanto no puede fermentar los azlcares del jugo.
En cambio, la cepa de K. marxianus aislada originalmente de la base de las hojas del
henequén, mostré caracteristicas adecuadas para ser utilizada en el proceso de
fermentacion ya que presenta una alta tolerancia a los compuestos toxicos presentes en

el jugo, asi como un rendimiento de alcohol similar al reportado en bibliografia.
La cepa K. marxianus empleada en este trabajo pudo consumir hasta el 96 % de los
azUcares reductores presentes en los hidrolizados (termoquimico y enzimético) y en el

jugo crudo.

El mayor rendimiento de etanol en base al tedrico fue del 80 %, obtenido de la

fermentacioén del hidrolizado enzimatico.
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Recomendaciones

Se requiere llevar a cabo un analisis de la variacion del contenido de azlcares en el jugo
de las hojas durante las épocas de sequia y lluvias para predecir los rendimientos de
alcohol.

Asi como en este trabajo se comprob6 que la cepa K. marxianus es mejor que la cepa
comercial de S. cerevisiae (Safoeno), se requieren mas estudios con diferentes cepas que
hayan sido preferentemente aisladas de mostos de agaves para obtener mayores
rendimientos de etanol.

Para mejorar el rendimiento de etanol a partir del jugo de henequén, se requiere saber
bajo qué condiciones de fermentacion el consumo de azucares por K. marxianus produce
principalmente etanol. Se requieren estudios de cuantificacién de consumo de azucares,

produccion de etanol, CO, y biomasa.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis de azUcares reductores, totales y etanol

Azlcares reductores

La curva de calibracién de azlcares reductores se obtuvo graficando el promedio de las
absorbancias (de tres repeticiones) y las concentraciones probadas. Se utilizé glucosa
como estandar.

Preparacién del reactivo de DNS y determinacion de azlcares reductores.

Reactivo de DNS

Se requieren los siguientes reactivos en su orden respectivo:

e Tartrato de sodio y potasio 200 g-L*
e Fenol 2¢g-L*?

e Meta bisulfito de sodio 05g-L*t
e Hidroxido de sodio 10 g-L™*

e DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) 10 g-L™

Disolver los reactivos en 600 mL de agua destilada, al final agregar el DNS poco a poco

hasta lograr una completa disolucién, aforar a un litro.

Para determinar los azUcares reductores se afiaden 1.5 mL de la solucion DNS a 0.5 mL
de la solucion problema (jugo crudo homogenizado o jugo hidrolizado), se agita y se
coloca en un bafio Maria a punto de ebullicibn durante 15 minutos, se enfria a
temperatura ambiente y se agregan 8 mL de agua destilada, se agita y se lee en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 550 nm. Esto se realiza por triplicado. La
cantidad de azUcares reductores se obtiene al comparar la el promedio de las lecturas
absorbancia obtenidas con una curva de calibracion. Curva de calibracién de dextrosa: Se
obtiene al graficar la absorbancia de soluciones de dextrosa con un rango de

concentracién 0.1 a 1.0 g-L™ contra concentracion.
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Tabla A 1. Absorbancias de las muestras a 550 nm.

Conc. Absorbancia
(g-L™h R1 R2 R3 promedio
0.1 0.035 0.031 0.03 0.03
0.2 0.116 0.113 0.108 0.11
0.3 0.191 0.182 0.174 0.18
0.4 0.276 0.252 0.259 0.26
0.5 0.351 0.383 0.373 0.37
0.6 0.446 0.436 0.432 0.44
0.7 0.526 0.491 0.49 0.50
0.8 0.502 0.509 0.574 0.53
0.9 0.697 0.66 0.713 0.69
1 0.813 0.7 0.801 0.77
1.2
T
)
— 0.8 *
©
g 0.6
= L
E 04 Curva DNS
o
c 02 .
S v —Lineal (Curva
0 DNS)
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Absorbancia

Figura A 1. Curva de calibracién de azlUcares reductores a 550 nm.

La curva de calibracion de azlcares reductores tuvo un nivel de significancia R?= 0.9902 y

su regresion lineal presentd la ecuacion

. Esta ecuacion se utilizé

para determinar la concentracion de azdcares reductores de las muestras.
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Azucares totales
La curva de calibraciobn de azlcares totales se obtuvo graficando el promedio de las
absorbancias (de tres repeticiones) y las concentraciones probadas. Se utiliz6 sacarosa

como estandar.

Determinacion de azlcares totales por el método del fenol-sulfurico

Se requieren los siguientes reactivos:
e Acido sulfurico concentrado (97.5 %)

e Solucion de fenol (5 %)

A 1 mL de solucién problema (jugo crudo homogenizado o jugo hidrolizado) se adiciona 1
mL de solucion de fenol al 5%, y posteriormente se agregan 5mL de &cido sulfarico
concentrado. Se homogeniza la muestra (puede utilizarse un vortrex), se deja enfriar por
10 minutos y se coloca en un bafio de agua fria, se lee en un espectrometro a una
longitud de onda de 490 nm. Esto se realiza por triplicado. La cantidad de azUcares
totales se obtiene al comparar el promedio de las lecturas absorbancia obtenidas con una
curva de calibracién. Curva de calibracion de sacarosa: Se obtiene al graficar la
absorbancia de soluciones de sacarosa con un rango de concentraciéon 0.01 a 0.1 g-L™

contra concentracion.

Tabla A 2. Absorbancias de las muestras a 490 nm.

Conc. Absorbancia
(g-L" R1 R2 R3 promedio
0.01 0.088 0.094 0.099 0.094
0.02 0.179 0.197 0.185 0.187
0.03 0.296 0.233 0.281 0.270
0.04 0.38 0.326 0.401 0.369
0.05 0.455 0.445 0.433 0.444
0.06 0.561 0.553 0.513 0.542
0.07 0.732 0.738 0.737 0.736
0.08 0.829 0.808 0.805 0.814
0.09 0.853 0.895 0.834 0.861
0.1 0.936 0.951 0.910 0.932
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Figura A 2. Curva de calibracion de azlcares totales a 490.

La curva de calibracion de aziicares totales tuvo un nivel de significancia R?= 0.9882 y su
regresion lineal presento la ecuacion . Esta ecuacion se utilizé para

determinar la concentracion de azUcares totales de las muestras.

Etanol

La curva de calibracion de etanol se obtuvo graficando el promedio de las absorbancias

(de tres repeticiones) y las concentraciones probadas. Se utilizd etanol anhidro como
estandar.

Preparacion del reactivo de dicromato de potasio y determinacién de etanol.

Reactivos
e Dicromato de potasio 36.76 g-L™*
e Acido sulfarico 325 mL

Se diluye el acido sulfarico en 400 mL de agua destilad, se deja enfriar y se agrega el

dicromato diluido en 200 mL de agua destilada, se afora a un litro.
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A 1 mL de muestra se agregan 2 mL de solucién de dicromato de potasio y se agita, se
deja reposar durante 10 minutos, se agregan 5 mL de agua destilada, se agita y se lee en
espectrofotébmetro a 585 nm (por triplicado).

La cantidad de etanol presente en la muestra se obtiene al comparar el promedio de las
lecturas absorbancia obtenidas con una curva de calibracion de etano. Curva de
calibracion de etanol: Se obtiene al graficar la absorbancia de soluciones de etanol con un
rango de concentracion 2 a 20 g-L™ contra concentracion. La densidad del etanol es de
0.789 g-mL™.

La curva que se utilizo como estandar para la determinacion de etanol fue proporcionada
por el técnico, Tanit Toledano. La curva de calibraciébn de etanol tuvo un nivel de
significancia R*= 0.9857 y su regresién lineal presentd la ecuacion Esta

ecuacion se utilizé para determinar la concentracion de etanol en las muestras.

16 - 1 4
14 A
12 A *
10 A

Conc etanol (g/L)

O N A O
L

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Absorbanciaa585nm

Figura A 3. Curva de calibracién de etanol a 585 nm.
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Anexo 2. ANOVA de los tratamientos térmicos
Se analizaron mediante ANOVA (andlisis de varianza) las concentraciones de azucares

reductores de los tres tratamientos de térmicos.

Tabla A 3. Andlisis de varianza de azlcares reductores.

Factores de Grados de Sumade Cuadrado F F tablas
variabilidad libertad cuadrados medio calculada (0.05)
Tratamientos 8.0000 529.6142 66.2018 43.7579 2.0650
Error 18.0000 27.2324 1.5129
Total 26.0000 556.8466

Si la F calculada es superior a la de tablas, se rechaza la hipétesis, esto significa que al
menos hay un tratamiento que es significativamente diferente, para determinarlo se aplica
el método de comparacién de medias de Tukey.

Anexo 3. ANOVA de los tratamientos termoquimicos.

Tabla A 4. Andlisis de varianza de azlcares reductores.

Fut_ant(_a_s de Gr_ados de Suma de Cuadrgdos E calculada F de Tablas
variabilidad libertad Cuadrados medios (0.05)
Tratamientos 11.000 40152.747 3650.250 992.350 1.980
Error 96.000 353.125 3.678
Total 107.000 40505.872

Si la F calculada es superior a la de tablas, se rechaza la hipétesis, esto significa que al
menos hay un tratamiento que es significativamente diferente, para determinarlo se aplica

el método de comparacion de medias de Tukey.

Anexo 4. ANOVA de los destilados de las fermentaciones.

Tahla ANOYA
Fuenfa Suma de Chadrados | | Cuadrado Medio | Razdn-F Falor-P
Entre grupos | 11.52 2 5758 1009 00120
Intra grupos 3424 a6 |0.5707
Total (Corry | 14594 2

Tabla de Analisis ANOVA para el etanol destilado de las muestras fermentadas. La razon
F es mas alta que el valor P esto indica que al menos un tratamiento es diferente a los

demas.
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Pruehas de Niltiple Rangos

Létodao: 95.0 porcentaje Tukey H3D

Casos  |Media | Frupos Homopéneos

5T 3 1375 |
&IC 3 1525 |
LEWZ |3 16.51 X
Condrasie Sig | Diferencia | +- Linifes
LT A ENZ -1.263 1293
LIC-ATO) 1.504 1203
LENT - A TO) * 2767 1293

¥ inchica ura diferencia significatiea.

Tabla de pruebas de rangos multiples muestra que hay diferencia significativa entre los
destilados de las fermentaciones del hidrolizado enzimatico e hidrolizado termoquimico.

Anexo 5. ANOVA de los rendimientos de etanol en base al tedrico en las

fermentaciones de los hidrolizados y el jugo crudo.

Tahla ANOVA
Fuenta suma de Cuadrados | F | Cugdrado Medio | Razén-F Falor-F
Entre grupos (1362 2 a20.2 33m 00006
Intra grupos 1237 6 |2042
Total (Corr) | 1485 A

Tabla de Analisis ANOVA para el céalculo del rendimiento en base al tedrico de las
muestras fermentadas. La razon F es més alta que el valor P esto indica que al menos un

tratamiento es diferente a los demas.

Miétodo: 950 porcentaje Tukey HSD

Ciasos | Medie | Grupos Homogineos
& H Tenmoguirieo (3 5031 (=
& Juzo Crudo 3 69 36 ®
& H Enzimdtico 3 2004 ®
Confraste Sig | Dufgrencia | +- Limidles
& Jugo Crudo - & H Terrocpuiraico * 1905 11.38
& Jugo Crodo - & H Enzirdtico -10.69 11.38
& H Termoguimico - & H Enzimdtico * -20.74 11.38
* indica una diferencia significatiea.
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Tabla de pruebas de rangos multiples muestra que hay diferencia significativa entre los
rendimientos de etanol en base al tedrico del jugo crudo con respecto al hidrolizado
termoquimico, asi como del hidrolizado termoquimico y el hidrolizado enzimatico.

Anexo 6. ANOVA de los rendimientos de etanol en base al teérico en la

fermentacion del hidrolizado enzimatico durante los periodos de muestreo.

Tahla ANOYA
Fupnfa suma de Cuadrados  |FH | Cuadrado Medio | Razdn-F Falor-F
Entre grupos | 751.1 4 1878 105 0.005%
Intra grupos | 2662 10 |26.62
Total {Carr) | 1017, 14

Tabla de Andlisis ANOVA para el célculo del rendimiento en base al tedrico de la
fermentacion del hidrolizado enzimético durante los periodos de muestreo. La razon F es
mas alta que el valor P esto indica que al menos un tratamiento es diferente a los demas.

Pruehas de Miltiple Rangos
Wlétodo: 95.0 porcentaje Tukey H5D
Casos | Medic | Grupos Homogéneos
& Seis h 3 4115 |X
& Dioce h 3 42446 X
& Dieciocho h 3 5278 X
& Veinticuatro b |3 5193 |
& Treintah 3 G103 ¥
Choniraske Sig | Diferencia | +- Limifes
L Seish- & Daoce h -231 13 .26
& Seis ho- & Dieciocho b 5627 13 .26
& Seis ho- & Veinticuatro b -107s 1326
& Seish- & Treinta h # -10 5% 1356
& Doce b - & Dieciocho h -3315 1356
& Doce b - & Yeinticuatro b -2 AA6 1356
& Doce b - & Treinta b * -17 .56 1356
& Digciocho b - & Veinticuatro h -5.151 1356
& Digciocho b - & Treinta b * -14.25 1356
L& Veinticuatro b - & Treinta b -9.038 1326
* iniedica una diferencia sigraficatrva.
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La tabla de pruebas de rangos multiples muestra que hay diferencia significativa entre los
rendimientos de etanol en base al tedrico de la fermentacién del hidrolizado enzimatico

durante los periodos de muestreo.
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