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RESUMEN

Actualmente, los productores de biocombustibles compiten con el mercado volatil del precio de la
gasolina. Esto ha impulsado la implementacién de nuevas estrategias para diversificar sus
productos y mejorar la rentabilidad. A partir de esta premisa se implementa la biorrefineria, la cual
consiste en un proceso integro de conversion de biomasa a traves de diversos procesos para la
generacion de diversos productos comercializables. En este estudio se valorizo a la semilla de
ramon (Brosimum alicastrum) bajo un concepto de biorrefineria, empleando harina de semilla de
ramon (HSR-C) como sustrato. Se evaluaron los efectos de realizar una extraccion (HSR-1E) y
doble extraccién (HSR-2E) con agua destilada sobre HSR-C en la produccién de etanol y co-
productos (harina residual, metanol, micelio y vinaza) en un bioproceso consolidado (BPC)
utilizando las cepas de Trametes hirsuta Bm-2 y RT-1. Se obtuvo una extraccion rica en
compuestos fenolicos (2.31 gEAGI/L) y azucares reductores (3.21 g/L) y se identificd al &cido
galico como el compuesto fendlico de mayor concentracion (2.75 g/lkg de HSR seca). Las
extracciones generaron cambios en la composicion elemental de la HSR y tuvieron efecto sobre la
concentracion de fenoles totales y azlcares reductores, actividad enzimética a-amilasa y lacasa,
utilizacion de la HSR y produccion de micelio durante el desarrollo del BPC. En el BPC con T.
hirsuta Bm-2 se obtuvieron los mejores resultados con HSR-1E. Se produjeron 14.14 g/L de etanol,
un aumento del 13.21% de la concentracion con respecto a HSR-C (12.49 g/L), simultaneamente
hubo una reduccion en un 72.22% de la concentracion de metanol, sin embargo, el micelio
generado fue menor (1.25 g) con respecto a HSR-C (1.69 g) pero mayor a HSR-2E (0.81 g). Por
el contrario, T. hirsuta RT-1 demostrd6 mayor capacidad hidrolitica que fermentativa. La
produccidn de etanol fue baja en comparacién con Bm-2, alcanzando con RT-1 un maximo de 4.16
g/L en HSR-2E. Sin embargo, HSR-C present6 la mayor utilizacion de la HSR (59.36%), con una
produccion similar de etanol (3.98 g/L) a HSR-2E, pero con mayor crecimiento micelial (1.36 g)
y la concentracion mas alta de azucares reductores (31.25 g/L) en comparacion con HSR-1E y
HSR-2E.



ABSTRACT

Nowadays, biofuel producers compete with the volatile market price of gasoline. This has led to
the implementation of new strategies to diversify their products and improve profitability. From
this premise, the biorefinery is implemented, which consists of a comprehensive biomass
conversion process through various processes for the generation of various marketable products.
In this study, ramdn seed (Brosimum alicastrum) was valorized under a biorefinery concept, using
ramon seed flour (HSR-C) as a substrate. The effects of performing a single extraction (HSR-1E)
and double extraction (HSR-2E) with distilled water on HSR-C in the production of ethanol and
co-products (residual flour, methanol, mycelium, and vinasse) were evaluated in a consolidated
bioprocess (CBP) using the strains of Trametes hirsuta Bm-2 and RT-1. An extraction rich in
phenolic compounds (2.31 gEAG/L) and reducing sugars (3.21 g/L) was obtained and gallic acid
was identified as the phenolic compound with the highest concentration (2.75 g/kg of dry HSR-
1E). The extractions generated changes in the elemental composition of HSR and had an effect on
total phenols and reducing sugars concentration, a-amylase and laccase enzymatic activity, HSR
utilization, and mycelium production during CBP development. In the CBP with T. hirsuta Bm-2,
the best results were obtained with HSR-1E. 14.14 g/L of ethanol was produced, an increase of
13.21% in concentration compared to HSR-C (12.49 g/L), simultaneously there was a 72.22%
reduction in methanol concentration. However, the generated mycelium was lower (1.25 Q)
compared to HSR-C (1.69 g) but higher than HSR-2E (0.81 g). In contrast, T. hirsuta RT-1
demonstrated greater hydrolytic than fermentative capacity. Ethanol production was low compared
to Bm-2, reaching a maximum of 4.16 g/L in HSR-2E with RT-1. However, HSR-C had the highest
utilization of HSR (59.36%), with similar ethanol production (3.98 g/L) to HSR-2E but with higher
myecelial growth (1.36 g) and the highest concentration of reducing sugars (31.25 g/L) compared
to HSR-1E and HSR-2E.



INTRODUCCION

Los biocombustibles generan cada vez mas interés tanto en paises en desarrollo y desarrollados por
razones de seguridad energéetica y ambiental. Los paises en desarrollo consideran a los
biocombustibles como una oportunidad para estimular el desarrollo rural, crear puestos de trabajo
y ahorro de divisas [1]. Existe una correlacion entre las fluctuaciones del precio del petréleo y la
penetracion y viabilidad econémica de la produccidn de biocombustibles [2,3]. Sin embargo, en un
mercado no regulado, los productores de biocombustibles se encuentran en una posicion de pérdida
de competitividad debido al aumento de precio de los insumos necesarios para la produccion, lo
que se refleja en un incremento en sus precios, por lo cual es necesaria la implementacion de
politicas favorables, como son los subsidios, reduccion de impuestos y el establecimiento

obligatorio de mezclas con biocombustibles [3].

El bioetanol es adicionado a la gasolina en concentraciones que varian entre el 5% y el 100%
dependiendo de la legislacion de cada pais y las condiciones del vehiculo. Por ejemplo, en Brasil
se utiliza un promedio de mezcla del 27.7%, en Estados Unidos el 10% y en la unién europea se
afiade el 5% de etanol a la gasolina. Estas mezclas son referidas como E28, E10 y E5
respectivamente [4]. Para México se planted la adicion de 5.8% de etanol a la gasolina bajo la
norma NOM-016-CRE-2016, con excepcion de las zonas metropolitanas de Guadalajara,

Monterrey y el Valle de México [5].

Otra forma de afrontar la pérdida de competitividad ante los combustibles fosiles es la
diversificacion de sus productos con base en la demanda del mercado, esto con la finalidad de
mejorar su viabilidad econdémica al competir en otros mercados no abarrotados por los
combustibles fosiles [6]. Esto se puede llevar a cabo bajo un esquema de biorrefineria, el cual
utiliza algn tipo de biomasa como materia prima que se convierte, preferiblemente por completo,
en una variedad de productos comerciales [1,7-9]. Las principales caracteristicas de una
biorrefineria son la generacién acoplada de energia (biocombustibles liquidos o gaseosos),
materiales (productos quimicos y alimentos), la combinacion de varios procesos (fisicos, quimicos
y bioldgicos) y el uso de diferentes materias primas (cultivos dedicados, residuales forestales, etc.)
generando una economia circular y una politica de cero residuos. La economia circular
generalmente es modelada como un ciclo de extraccion y transformacién de recursos y la

distribucion, uso, recuperacion de bienes y materiales [10,11] para disminuir el consumo y mejorar



el aprovechamiento de los recursos. Al mismo tiempo, se reduce la generacion de desechos y se

incentiva la utilizacion de estos en procesos de reutilizacion y reciclaje.

De acuerdo con la academia de ciencias de Estados Unidos de América [12], el fruto del ramon
(Brosimum alicastrum) puede ser considerado una materia prima potencial para llevar a cabo la
produccion de bioetanol bajo el concepto de biorrefineria, ya que a cada una de las partes del arbol
ramon se le puede dar un uso practico [13]. Este arbol se distribuye ampliamente en la peninsula
de Yucatan; actualmente no se consume de manera masiva por parte de la poblacion [14]. La
especie posee caracteristicas deseables como cultivo energético como: resistencia a la sequia, alta

productividad, resistencia a plagas, entre otras.

En el trabajo realizado por Olguin-Maciel y col. [15] se hace uso de la harina de semilla de ramén
para la obtencion de etanol, micelio y un residuo rico en proteinas a partir de harina de ramén
mediante un bioproceso consolidado (BPC). Con base en este trabajo se propone evaluar la
produccion de bioetanol en un bioproceso bajo el concepto de biorrefineria, teniendo como objetivo
realizar: una caracterizacién cuantitativa del fruto de ramén durante el proceso de produccion de
la harina de semillas, una extraccion acuosa de la harina previo al BPC y caracterizar

fisicoquimicamente los productos obtenidos durante el proceso.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 El arbol ramon (Brosimum alicastrum)

Brosimum alicastrum, cuyo nombre comun en Yucatan es ramon (Figura 1.1), es una especie
arbérea de la familia Moraceae, originaria de Mesoamérica y el Caribe [13,16]. En México se
encuentra distribuida en los estados del Golfo de México y el mar Caribe, desde Tamaulipas hasta
Quintana Roo; por la costa del Pacifico desde el sur de Sinaloa hasta Chiapas y en el centro del
pais se localiza en los estados de San Luis Potosi, Durango, Estado de México, Morelos y Puebla
[17].

Figura 1.1 De izquierda a derecha: arbol de ramon, corteza, hojas, flores y madera de arbol de ramén
[18].

En la parte norte de Yucatan, donde préacticamente no hay suelo fértil, el ramén es una de las pocas
especies forestales que realmente prospera [16]. La especie puede crecer exitosamente en
plantaciones comerciales, por lo que es factible capitalizar los servicios ambientales que ofrecen y

ayudar a la conservacion de los ecosistemas tropicales [17].
1.1.1 Usos

Es uno de los pocos arboles tropicales del que se pueden usar todas sus partes [13]. El follaje y los
son utilizados para alimentar el ganado porcino, caprino, bovino y equino [13,16]; el latex que
produce el arbol es empleado como calmante del asma y como sustituto de la leche; la corteza en
infusién se utiliza como tdnico; la madera se puede utilizar como combustible y para fabricar
mangos de herramientas, cajas de empaque y muebles [13].



El arbol de ramoén ayuda en la proteccion contra la erosion y ha demostrado potencial como
restaurador del suelo, los cuerpos de agua y la conservacion de la biodiversidad [16]. Presenta
abundancia reducida en la selva y constituye parte del dosel superior. Bajo los arboles se encuentran
diversas plantulas sin que domine alguna especie, lo que sugiere que se favorece la regeneracion y
coexistencia de otras especies de arboles del dosel [19]. Su tronco contrarresta los efectos de los
vientos fuertes, ya que esta reforzado con contrafuertes ayudando contra la erosion del suelo debido
al efecto de rompevientos. Dichas caracteristicas permiten su uso como cerca viva en agrohabitats,
sombray refugio para la fauna silvestre [19,20]. En general, la plantacidn de arboles trae beneficios
por su capacidad de captacion CO2 del ambiente, almacenéndolo en forma de biomasa. La cual
aporta materia organica al suelo mejorando la disponibilidad de nutrientes, asi como el aumento de
sombreado, el cual mejora la infiltracion del agua y atraen insectos que actan como polinizadores,

sirven como refugios para la fauna y mejoran el paisaje [21].
1.1.2 Produccién de biomasa

En un afio, un arbol de ramén produce un promedio de 163.3 kg de forraje. Para las semillas, el
arbol presenta dos periodos picos de produccién: en primavera, del mes de marzo a mayo, siendo
esta temporada la de mayor produccion, y de otofio, desde el mes de julio a septiembre, presentando
solo un tercio de la produccion mayor. La produccion media por arbol de ramén es de 95.5 kg al
afio. Tomando una plantacion de 300 arboles por hectarea, en un afio se producirian 48.9 toneladas
de forraje y 28.6 toneladas de semillas [16]. Esta productividad de la biomasa es un reflejo de la
produccién silvestre sin manejo del arbol, lo que indica su facilidad de crecimiento, por lo que se

esperaria un aumento de produccion de biomasa al brindar los cuidados necesarios.

Dadas las temporadas de produccion y el volumen de estas, las semillas de ramén pueden ser
almacenadas temporalmente, a temperatura ambiente, en bolsas (costales) que permitan el paso del
aire para regular la temperatura, de igual manera se pueden almacenar hasta por 3 meses a5 °C, en

envases herméticamente sellados [18].
1.1.3 Fruto y composicion de la semilla de raman

Los frutos de Brosimum alicastrum (Figura 1.2) son bayas globosas de 1.50 a 2.50 cm de diametro,

con un pericarpio carnoso y comestible con sabor y olor dulce. Son de color verde cuando esta

inmaduro y verde amarillento a anaranjado rojizo en su etapa de madurez. Los frutos contienen una

sola semilla, de textura lisa, opaca y de color cafe verdoso de 1.00 a 2.00 cm de didmetro. La
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semilla se encuentra cubierta de una testa papiracea opaca de color café, con los cotiledones
montados uno sobre otro. Son comestibles hervidas o tostadas y tienen sabor parecido a las castafias
[18,19,22,23]

Figura 1.2 De izquierda a derecha: fruto de ramén inmaduro (pericarpio verde), fruto maduro (pericarpio
amarillento a anaranjado rojizo) y semilla.

Diversos estudios coinciden, en que la cantidad de carbohidratos presentes en la semilla de ramon
es elevada, rondando el 75% del peso total de la semilla seca (Tabla 1.1), con un contenido de 61%
de almidon [15]. Al igual que los carbohidratos, destaca la gran cantidad de proteinas que contiene
la semilla. Es una fuente importante de aminoéacidos, es alta en fibra, calcio, potasio, acido félico
y vitaminas A, E, C y B [24,25].

Tabla 1.1 Principales componentes de la semilla de ramon.

Componente Fuente
(g en 100g semilla en base
seca) Barquera [26]  Peters [27] Lozano [28]  Arévalo [29]
Carbohidratos 72.25 -- 77.27 72.8
Proteina Cruda 12.24 12.8 10.87 10.52
Fibra 4.96 4.6 5.99 34
Lipidos 1.1 -- -- --
Energia** 347.86 Kcal 361 Kcal - -
Humedad 5.88 -- -- 8.33

Nota: **Kcal en 100g de semilla base seca



Tabla 1.2 Compuestos fendlicos identificados en la semilla de ramén.

Concentracion compuesto fenolico (mg/kg harina semilla de ramon)

Fuente Ozer [24] Ozer [30] Ozer [24] Ozer [30] Moo-Huchin [31]
Agua Etanol:Agua
Solvente Metanol* Metanol** ]
destilada (1:1viv)

Acidop- 45 45 3422 326.2 : :
hidroxibenzoico
Acido vanilico 21.15 21.6 103.9 103.9 240.3 295.7
Acido galico 27.06 27.1 - - 12.9 18.8
Acido cafeico 6.5 6.5 17.1 17.1 - -
Acido i i 135 135 i i
p-cumarico
Acido i i 8.16 i 88.4 175.2
sinapinico
Acido i i i i 310.4 418.6
clorogenico
Acido feralico - - - - 47.6 40.6
Acido cinamico - - - - 16.5 16.4
Quercetina - - - - 48.2 45.1
Catechina - - 53 53 137.2 132.8

Nota: * Pretratamiento de hidrélisis acida. **Pretratamiento de hidrdlisis alcalina seguida de hidrolisis acida.

De manera similar se ha demostrado que la semilla de ramén es rica en compuestos fenélicos que
resultan en una capacidad antioxidante de interés con posibles propiedades funcionales. Destaca su
capacidad antioxidante similar al amaranto, superior a la quinoa, pero menor que la chia. Por lo
que ha sido propuesto como alimento funcional, los cuales pueden convertirse en nutracéuticos
beneficiosos para la salud [22,23]. En la Tabla 1.2 se presentan algunos compuestos fendlicos
identificados en la semilla de ramon. En estudios previos, se puede observar que, dependiendo del
tratamiento a la semilla de ramoén, el solvente utilizado y la técnica de identificacion, se encontraron
diferentes concentraciones de compuestos fendlicos, sin embargo, en todos los estudios se detecto

la presencia de acido vanilico con variaciones significativas segun el solvente utilizado.



1.2 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos vegetales secundarios ampliamente distribuidos, se
encuentran en frutas y verduras como: manzanas, cerezas, nharanjas, citricos, uvas, bayas,
melocotones y tomates, asi como en cereales, granos de café, aceitunas, hojas de té, entre otros, y
forman un grupo de moléculas con estructuras quimicas muy diversificadas que varian en tamafio
desde una estructura simple con un anillo aroméatico con un grupo hidroxilo (Figura 1.3) hasta
complejos como las ligninas [32,33]. Se contemplan méas de 8000 compuestos fendlicos
identificados [34].

OH

Figura 1.3 Molécula de Fenol: consta de un grupo fenilo unido a un grupo hidroxilo [35].

Existen diversas clasificaciones para los compuestos fendlicos, sin embargo, en general se pueden
clasificar en siete grupos: flavonoides, acidos fenolicos, taninos simples y condensados, estilbenos,
cumarinas, lignanos y ligninas [34]. Otra clasificacion es mediante la agrupacion en flavonoides y

no flavonoides [36].

Los flavonoides son los compuestos fendlicos mas abundantes en frutas y verduras, representan
casi dos tercios de los compuestos fenélicos de la dieta y como grupo son los mas bioactivos. El
grupo de los no flavonoides incluye compuestos fendlicos con estructuras quimicas muy diversas,
la mayoria de ellas mas pequefias y simples que los flavonoides, pero también hay algunos

compuestos con estructuras complejas y altos pesos moleculares [36].

El grupo méas importante de no flavonoides son los acidos fendlicos, que contienen un solo grupo
fenilo sustituido por un grupo carboxilico y uno 0 mas grupos OH. Los acidos fendlicos se pueden
dividir ademas en acidos hidroxibenzoicos (aldehidos hidroxibenzoicos como la vanilina derivado
del &cido vanilico y siringaldehido derivado del acido sirénido), acidos hidroxicinamicos (acido p-
cumarico, acido cafeico, acido clorogénico y las formas metiladas de los acidos ferdlico y sindpico)
y otros acidos hidroxifenilicos (acético, propanoico y pentaenoico) que difieren entre ellos en la
longitud de la cadena que contiene el grupo carboxilico [36]. En la Figura 1.4 se presenta algunos
ejemplos de la estructura de algunos de acidos fendlicos.
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Figura 1.4 a) Acido vanilico, b) Acido cafeico, ¢) Acido dihidro-p-cumarico [35].
1.2.1 Funciones de los compuestos fendlicos

Se atribuyen diversas funciones a los compuestos fendlicos, por ejemplo, la proteccion de la planta,
asi como contribuir al sabor, color, apariencia y estabilidad oxidativa (antioxidante) de frutos y
verduras. Pueden exhibir actividades fisioldgicas relevantes que incluyen antiinflamatorias,
antiinfecciosas, antiproliferativas (anticancerigenas, antimutagenicas) y antioxidantes [34,37,38].
Este Gltimo se atribuye a su capacidad para retardar o inhibir el dafio celular relacionado con la
oxidacion, como la peroxidacion lipidica y la descomposicion oxidativa del &cido
desoxirribonucleico (ADN) a través de su actividad depuradora contra los radicales libres [34].
Estas caracteristicas han aumentado el interés por la aplicacion de los compuestos fendlicos a la
salud humana debido a sus efectos beneficiosos contra varias enfermedades, asi como la prevencién
y tratamiento de canceres. Son fuentes de valiosos agentes terapéuticos potenciales para la
modulacion del sistema inmunoldgico y algunos de ellos han sido sometidos a ensayos clinicos.
[33,37-39].

Han sido publicados informes que describen el potencial inhibidor de los compuestos fendlicos
frente a las enzimas humanas [39]. La accion de los compuestos fendlicos implica mecanismos
inespecificos y especificos. Los mecanismos inespecificos son, por ejemplo, la capacidad de
captacion de radicales libres y secuestro de metales de los compuestos fendlicos y sus interacciones
con las membranas. Por otro lado, los mecanismos especificos incluyen la interaccion de fendlicos
con enzimas, con factores de transcripcion o con receptores. Los inhibidores enzimaticos pueden
tener muchas aplicaciones en las industrias farmacéutica, medioambiental y bioquimica, teniendo
un gran impacto en el sector sanitario y medico [38].
8



1.2.2 Métodos de extraccion e identificacién de compuestos fenolicos

Debido a la importancia y el valor de los compuestos fendlicos para la salud humana, se ha
estudiado e investigado la extraccion de compuestos fendlicos de diferentes partes de las plantas,
como hojas y semillas. Dado que los compuestos fendlicos presentan varias estructuras, tienen
caracteristicas fisicas y quimicas diferentes, las cuales tienen un papel importante en los procesos
de extraccion. Se pueden dividir en dos categorias, la primera categoria consta de compuestos
solubles como flavonoides, quinonas, fenilpropanoides y la segunda categoria consta de
compuestos insolubles como ligninas, taninos condensados y &cido hidroxilcindmico [40]. Por lo
que, dependiendo de la metodologia de extraccién e identificacion aplicada (Tabla 1.3), se
obtendran diferentes tipos y cantidades de compuestos fendlicos de cierta biomasa.

Tabla 1.3 Metodologias de extraccion e identificacion de compuestos fenolicos [40].

Extraccion Identificacion
Liquido-Liquido Espectroscopia UV-visible
Asistida por ultrasonido Espectroscopia infrarroja
Asistida por microondas Resonancia magnética nuclear
Fluidos supercriticos Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

1.3 Bioetanol

El etanol es un compuesto quimico que se puede utilizar en diferentes aplicaciones, en la industria
alimentaria, farmacéutica y en el sector energético. El uso de etanol como combustible comenz6 a

principios del siglo XX, época en la que el Ford Modelo T podia funcionar con etanol [41].

El constante aumento de la demanda de combustibles a nivel mundial, impulsa la necesidad de una
mayor produccion de biocombustible producida de forma sustentable, como el etanol [41]. Para
lograr una buena produccién de etanol, los sustratos utilizados deben ser sometidos a
pretratamientos (fisicos, quimicos, fisico-quimicos y biolégicos) con la finalidad de facilitar los

procesos de fermentacion al dejar disponibles azucares a través de reacciones quimicas de hidrolisis.

En el 2021 fueron producidos 156,600 millones de litros de biocombustibles de los cuales 102 054
millones de L correspondieron a etanol, contribuyendo con un 65.16% de la produccién global de

biocombustibles [42]. La Asociacion de Combustibles Renovables (RFA por sus siglas en inglés)



indica que Estados Unidos es actualmente el mayor productor de bioetanol. En el afio 2021 Estados
Unidos tuvo una produccién de 15,000 millones de galones por afio a partir de maiz; Brasil es el
segundo mayor productor utilizando cafia de azucar con 7,500 millones de galones por afio, en
tercer lugar se encuentra la Unién Europea, con una produccion de 1,300 millones de litros,

principalmente a partir de cultivos de remolacha azucarera y otros cultivos de almidén [43,44].
1.3.1 Materias primas para la produccion de etanol

En funcién del tipo de biomasa (procesada y no procesada) utilizada, los biocombustibles se
clasifican como biocombustible primario o secundario y segun la fuente o clase de materia prima
utilizada, el biocombustible secundario se subdivide en diferentes generaciones [45], este esquema

esta representado en la Figura 1.5.

Los combustibles de primera generacion se producen a partir de cultivos alimenticios comestibles,
de azlcar, almiddn, aceite vegetal o grasas animales utilizando tecnologias convencionales [43,45].
Las materias primas basicas son a menudo semillas y cereales como el trigo, el maiz, cafia de azucar,
sorgo, entre otros. A diferencia de la primera generacion, los de segunda generacion se producen a
partir de una variedad de cultivos no alimentarios, estos incluyen la utilizacion de materiales
lignocelulésicos como residuos de la agricultura, la silvicultura, la industria y cultivos energéticos
[43,45]. En la tercera generacion se utiliza como sustrato micro y macroalgas [45]. Por ultimo, los
de cuarta generacion utilizan plantas y microorganismos modificados genéticamente para obtener
una alta capacidad de captura de carbono, por consiguiente una mayor generacion de

biocombustibles y bioquimicos [45].
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Figura 1.5 Generaciones de biocombustibles en funcién al tipo de biomasa [45].

1.3.1.1 Almiddn

El almiddn es la segunda fuente de carbono (energia) mas importante y abundante en las plantas,
y tienen gran demanda en el mercado por tener muchas aplicaciones en la industria. Las principales
fuentes de almidon son los cereales como el maiz, los tubérculos y raices como la papa y la yuca

9.

En la industria alimentaria se obtiene gran variedad de productos a partir del almidon. EI almidon
proporciona el 70-80% de las calorias consumidas por los humanos, por lo que se considera como
la fuente principal de energia [9,46]. Es una materia prima en la industria de la fermentacion para
producir etanol, la cual se utiliza como base para bebidas o como biocombustible alternativo. En

la Figura 1.6 se presenta un esquema de la produccién de almidon y sus diferentes aplicaciones.
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Figura 1.6 Esquema del proceso para la extraccion de almiddn, procesamiento y sus maltiples
aplicaciones [9].

El almidon y moléculas similares se pueden encontrar en plantas, bacterias y algas. En las plantas
se encuentra altas concentraciones de almidon en las estructuras reproductivas (granos), estructuras
vegetativas (tubérculos, tallos), frutos (platano, manzana, etc.) y raices (yuca, taro). Los métodos
de extraccion de almiddn estan bien establecidos para cereales y raices comerciales, pero deben
adaptarse a las nuevas fuentes de almidon, como hojas, frutos, rizomas, tallos, legumbres, nueces

y brotes de plantas, entre otros [9].
1.3.1.1.1 Estructura

El almidén es un homopolisacarido que consta de una gran cantidad de moléculas de D-glucosa
que estan unidas por enlaces glicosidicos. Las plantas verdes pueden producir D-glucosa a partir
de la fotosintesis, esta es usada por la planta para crecer, el exceso es almacenado como almidén

en forma de granulos [41].

La amilosa y la amilopectina son los dos componentes principales del almidon. La amilosa es un
polimero lineal con pequefias ramas laterales, compuestas por cadenas de glucano unidas por
enlaces a-(1-4), la estructura se presenta en la Figura 1.7 A). La amilopectina es un polimero
altamente ramificado que consta de cadenas cortas de glucano unidas por enlaces a-(1-4) y enlaces

a-(1-6) en sus ramas, la estructura se presenta en la Figura 1.7 B) [41,47].
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Figura 1.7 A) Estructura de la amilosa y B) estructura de la amilopectina [47].

1.3.2 Etanol a partir de almidon

Para el afio 2021, la aportacion de los Estados Unidos a la produccién de etanol a partir de almidon
alcanzdé como minimo una participacion de un 51.59% en la produccion mundial total de etanol
(sin contar las aportaciones de otras naciones dadas sus variadas materias primas) [44]. La eleccion
de la materia prima varia dependiendo de las regiones del mundo, se utiliza una amplia variedad
de plantas que contienen almidén, por ejemplo, en Estados Unidos la materia prima utilizada es el
maiz, en Europa, Canada y muchas otras regiones el trigo y el maiz. Otros cereales como la cebada,
el centeno y el triticale (cruzamiento entre el trigo y centeno) son utilizados en menor cantidad para
la produccién de bioetanol [41]. Otros alcoholes que se producen mediante fermentacion a partir
de almidén son el n-butanol o isobutanol, siendo el etanol el producto de mayor volumen producido

a partir del almidon [48].

La tecnologia y los pasos del proceso de conversion de la biomasa rica en almiddn a etanol son
diferentes a los utilizados para la biomasa lignocelulosica. El esquema de procesamiento del
almidon se presenta en la Figura 1.8, donde se observan los procesos de molienda, licuefaccion,
sacarificacion, fermentacion, destilacion para la obtencion de etanol y los tratamientos al mosto y

vinaza resultante para su utilizacién.
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Figura 1.8 Esquema del procesamiento de materiales ricos en almidon hasta su conversion a etanol, asi
como el tratamiento de los subproductos obtenidos [41].

y

{

1.3.2.1 Molienda

El primer paso del proceso es la molienda (trituracion) de la materia prima. Son posibles dos
procesos diferentes: el proceso de molienda en humedo o el de molienda en seco. El proceso de

molienda en humedo es mas comun que en seco para extraer el almidon [41,47].

La molienda es importante porque los diferentes equipos y procesos de molienda conducen a
productos de diferentes tamafios de particulas y posiblemente un cambio de estructura fisica en el
almidon, proteina, fibra y otros componentes; esto especialmente para obtener el almidén, el cual
conforma mas del 60% de la mayoria de los granos. Los cambios de estructura ocasionados por el
proceso de molienda pueden afectar en gran medida las propiedades funcionales de la harina y/o el
almidon [47].
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1.3.2.2 Licuefaccion

Es un proceso de dispersion de almidon insoluble en solucion acuosa a partir de un proceso
enzimatico que utiliza amilasas. Las enzimas a-amilasas son responsables de la rapida disminucion
de la viscosidad de la solucién de almiddn al cortar las cadenas de almidon (enlaces a-(1-4)) en

oligosacéridos que constan de siete a diez moléculas de glucosa [41,46].
1.3.2.3 Sacarificacion

En la licuefaccion se rompen Unicamente los enlaces a-(1-4), es necesario descomponer las
dextrinas en moléculas de glucosa individuales a través de enzimas S-amilasa y glucoamilasa. La
glucoamilasa puede hidrolizar enlaces glucosidicos a-(1-4) asi como enlaces glucosidicos a-(1-6),
pero la velocidad de reaccion es mucho mas lenta. El resultado es una solucidon de azlcar

fermentable que contiene glucosa y maltosa [41].
1.3.2.4 Fermentacion

Proceso bioldgico de conversién de moléculas en alcohol por una variedad de microorganismos
(como bacterias, levaduras y hongos) bajo condiciones anaerobicas mediante un balance interno
de oxidacion/reduccion de un compuesto organico que tiene lugar en ausencia de aceptores de
electrones externos (oxigeno), la oxidacion de un compuesto organico intermedio se acopla a la
reduccion de otro intermedio organico [49]. Los azucares son convertidos a etanol y dioxido de

carbono (CO2) y permiten a los microorganismos obtener energia para su crecimiento [4].
1.3.2.5 Destilacion

La recuperacion del etanol es el paso con mayor requerimiento energético. La destilacion es el
proceso de separacion del etanol de los solidos y el agua en la mezcla. Para separar el etanol del
agua, todo el caldo de fermentacion debe calentarse hasta alcanzar el punto de ebullicion del etanol
(78.33 °C) [41]. Con la destilacion convencional se logra concentrar el etanol en una mezcla casi
azeotrdpica (etanol hidratado, 95 % de etanol y un 5 % de agua). Sin embargo, para la utilizacién
del etanol como combustible el contenido maximo de agua se encuentra entre el 0.2 al 1% (v/v)
dependiendo de la legislacion del pais [1,41,50]. La normatividad mexicana (NOM-016-CRE-2016)
establece que el etanol de tipo anhidro cuyo uso final sea el sector automotriz deben ser mezclados
con gasolina, cumpliendo con las especificaciones estipuladas, la cual permite como méaximo 0.5%

del volumen total como agua presente en el etanol [5]. La eliminacion del agua restante se puede
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alcanzar mediante varios métodos como la destilacion extractiva o pervaporacion, la destilacion
azeotrdpica, procesos con membranas, adsorcion, la extraccion con COz y la recompresion de vapor.
En la actualidad el proceso mas utilizado es por secado por tamiz molecular. En este método, el
etanol azeoGtropo pasa a través de capas de zeolita sintética con tamafios de poro idénticos, la cual

adsorbe selectivamente moléculas de agua [1,41].
1.3.2.6 Vinaza

La vinaza es un subproducto de la destilacion de alcohol, se considera que por cada litro de etanol

producido se generan alrededor de 9-14 L de vinaza [51-53].

La vinaza es unarica fuente de sales y contenido orgénico. Tiene altos contenidos de potasio, calcio,
magnesio, sulfato, fosforo total y nitrogeno, y concentraciones significativas de metales pesados
acumulativos como el cobre. Entre los macronutrientes, el potasio es el elemento que se encuentra

en mayor concentracion, seguido del azufre, magnesio, nitrogeno, calcio y fésforo [52,53].

Los componentes organicos constituyen la mayor parte del mosto y estan formados principalmente
por componentes presentes en las melazas que no son capaces de fermentar, como azlcares
remanentes (glucosa y fructosa), productos formados en la fermentacidn y que no se extraen en la
destilacion (glicerol y acidos organicos), y los restos de levadura que no hayan sido separados en

el proceso industrial [52].

La disposicion correcta de la vinaza es importante debido a su composicion. La disposicién regular
en suelos y cuerpos de agua ha causado problemas ambientales, ya que esta altera las propiedades
quimicas y fisicoquimicas de estas entidades ambientales. En consecuencia, se han evaluado y
desarrollado usos alternativos para la vinaza, entre los que se encuentran el uso en fertirrigacion,
produccion de composta, fertilizante organico para la recuperacion del suelo, como complemento
en la alimentacion animal [53,54] y como medio de cultivo para la produccion de proteina
unicelular [51,52].

La vinaza recibida de la destilacion es tratada en un decantador para separar los restos solidos, la
vinaza fina que puede reciclarse y concentrarse en un proceso de evaporacion. La vinaza
concentrada se puede mezclar con los restos solidos para producir un alimento para animales como

segundo producto [41].
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1.4 Procesos para la produccion de etanol

Después del pretratamiento y la hidrolisis enzimatica, la biomasa se fracciona en monémeros de
azucar, los cuales son fermentados para obtener etanol, sin embargo, debe tenerse en cuenta que el
orden de hidrdlisis enzimatica, fermentacion de azlcares, ya sean de hexosa 0 pentosa, es variable.
Existen cuatro procesos para la produccion de etanol a partir de biomasa y cada uno contiene un
orden diferente para estos procesos [55,56]. En la Figura 1.9 se aprecian los diferentes procesos
para la conversion de la biomasa lignoceluldsica en etanol: hidrolisis y fermentacion separada
(HFS), sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS), sacarificacion y co-fermentacion

simultanea (SCFS), y el bioproceso consolidado (BPC).

Estos procesos se aplican a la biomasa lignoceluldsica, ya que luego de algin pretratamiento se
obtiene celulosa y hemicelulosa, la cual al hidrolizarla obtienen hexosas y pentosas. Un concepto
similar se puede aplicar para la produccién de etanol a partir de almidon, cuya produccion consta
de varias etapas. El almidon se somete a un proceso de gelatinizacién seguido de un paso de
licuefaccion, donde el almidon se convierte en dextrinas y moléculas mas pequefias por accién de

enzimas a-amilasas; este paso es seguido por la sacarificacion y fermentacion [15].

[ Produccion de celulasa ]

Biomasa Bioetanol

Pretratamiento de F——
_— rr————H——————— = —————————— Destilacién

biomasa

Figura 1.9 Esquemas para la conversion de biomasa lignocelulésica en etanol [55].

Las rutas de HFS, SFS y SCFS requieren la produccion externa de enzimas, mientras que en el
BPC no. Ademaés, SCFS y BPC son los unicos esquemas que pueden tener hidrolisis, fermentacion

de azlcares hexosa y pentosa, todos en el mismo reactor.

17



1.4.1 Hidrolisis y fermentacion separada (HFS)

En este esquema la hidrdlisis (sacarificacion) y fermentacion de la biomasa son realizadas en
reactores separados y de manera secuencial, es decir, la fermentacion empieza cuando el proceso

de hidrdlisis sea completado [55], requiriéndose la adicion externa de celulasas.

Tienen la ventaja de optimizar la sacarificacion, ya que se lleva a cabo a la temperatura 6ptima de
la enzima y la fermentacion al encontrarse en procesos separados, sin embargo, esto igual es una
desventaja, puesto que los procesos separados aumentan los costos de produccion y la posibilidad

de contaminacion durante el manejo [56,57].
1.4.2 Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SFS)

Es el esquema por el cual la sacarificacion y la fermentacion se realizan simultaneamente en el
mismo reactor, con la adicion externa de celulasas para hidrolizar la fraccidn de celulosa a glucosa.
La hidrolisis y fermentacion de hexosas se realiza en un reactor separado al utilizado en la

fermentacion de las pentosas presentes en la materia [1,55,57].

Tiene la ventaja que los azucares resultantes de la sacarificacion se convierten inmediatamente en
etanol mediante la fermentacion, evitando inhibiciones. Una desventaja es que la temperatura y pH
optimos de trabajo para las enzimas encargadas de la sacarificacion y los microorganismos

fermentativos son diferentes, disminuyendo la eficiencia en ambos procesos [1,57].
1.4.3 Sacarificacion y Co-Fermentacion Simultanea (SCFS)

Este esquema es muy similar al SFS, combina la hidrolisis enzimatica y la co-fermentacion de
azUcares hexosa y pentosa, simultaneamente mediante las enzimas especificas, en un solo reactor.

Este esquema necesita de la adicion de celulasa externa [1,55,58].

La ventaja que el esquema SCFS ofrece es el potencial de agilizar los tiempos de los procesos, lo
que reduce los costos de capital [57], sin embargo, presenta las mismas desventajas de la SFS en
cuanto las diferentes temperaturas de operacion de las enzimas y los organismos fermentativos, asi

como la posibilidad de inhibicion entre ellas mismas.
1.4.4 Bioproceso Consolidado (BPC)
Este esquema para la conversion de biomasa presenta la combinacion y simplificacion de multiples

pasos de procesamiento, produccion de enzimas amilasas, enzima celulasa, hidrolisis enzimatica y
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fermentacion, en un solo reactor, utilizando una sola especie de microorganismo o un consorcio de
microorganismos [1,57,59]. Ofrece oportunidades de reduccion de costos al eliminar la necesidad
de afiadir enzimas externas y de requerimientos energéticos, ya que reduce la cantidad de procesos
y reactores necesitados para la sacarificacion y la fermentacion de pentosas y hexosas. A pesar de
las ventajas que ofrece este esquema, diversas limitantes no han permitido su implementacion,
entre ellas se encuentra que generalmente requieren periodos largos de fermentacién (entre 3 a 12
dias). De igual manera, al utilizar microorganismos nativos se obtienen rendimientos y
productividad baja en comparacion con los microorganismos genéticamente modificados. Sin
embargo, estos presentan una problemaética, ya que en algunos paises son fuertemente restringidos
dada la preocupacion por los riesgos ambientales y de salud que se asocian a estos [59-61].

1.4.4.1 Ingenieria genética de microorganismos individuales y de consorcios sintéticos

El &rea principal de investigacion ha sido la ingenieria de microorganismos que incorporan todas
las funcionalidades bioldgicas requeridas, ya sea en un huésped o en un consorcio de
microorganismos. Las limitadas herramientas de la Biologia Molecular y la complejidad para
realizar manipulaciones genéticas, por ejemplo, en las rutas metabdlicas, ya que el sistema tipico
de celulosa comprende la interaccion sinérgica de diferentes enzimas, que necesitan ser co-
expresadas y secretadas por los microorganismos modificados genéticamente. Estas dificultades,
en conjunto con las restricciones impuestas por paises, restringen los esfuerzos de Ingenieria
Genética [58,62].

En la busqueda microorganismos ideales para BPC se han aplicado dos estrategias principales: la
estrategia nativa y recombinante. La estrategia nativa consiste en la identificacion de
microrganismos celuloliticos anaerdbicos (que fermentan naturalmente la celulosa en alcoholes y
acidos organicos mixtos) y su mejora en la produccion de biocombustibles. Esto se realiza mediante
metodologias como la evolucion adaptativa (mejoramiento a la tolerancia en la concentracion de
etanol), limitando vias competidoras para dirigir el metabolismo hacia la produccion de etanol, el
desarrollo de sistemas de bioprocesamiento y fermentacion, de igual manera el continuo
aislamiento y caracterizacion de nuevas cepas con capacidades de realizar un BPC [4,58,62]. La
tecnologia recombinante se centra en la mutagénesis dirigida, la ingenieria genética y metabdlica.
Parte de microorganismos con buenas propiedades hidroliticas para que sean fermentadores o bien,

microorganismos fermentados para que sean hidroliticos. Con el fin de ampliar su gama de
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sustratos con la modificacion para producir celulasas y/o hemicelulasas y permitir la fermentacion
de estas a biocombutibles. [1,58,62].

El enfoque de consorcios sintéticos se centra en dividir las funciones bioquimicas requeridas en
microorganismos huéspedes que cuando se cultivan conjuntamente forman un consorcio
microbiano sintético capaz de convertir, en un solo paso, celulosa y hemicelulosa en los productos
deseados. Microorganismos especializados en hexosa y pentosa, cada uno de los cuales metaboliza
exclusivamente su fuente de carbono respectiva [58]. Para la aplicacion exitosa de consorcios
microbianos se requiere establecer sistemas estables con la funcionalidad, el control del proceso,
la eficiencia necesaria y comprender las interacciones entre microorganismo en el consorcio, ya
que estos interactian con diferentes mecanismos, como la simbiosis, la cooperacion y la

competencia directa [58,62].
1.4.4.1 Microorganismos de interés en BPC

Se han reportado diversos microorganismos utilizados en BPC para la produccion de etanol a partir
de material lignocelul6sico y de almidon. Se han utilizado microorganismos que secretan las
enzimas lignoceluloliticas requeridas, por ejemplo, Aspergillus niger, A. oryzae, Trichoderma
reesei y Humicola insolens y como cepas fermentadoras levaduras (Saccharomyces cerevisiae o

Kluyveromyces) o bacterias (especies de Clostridium) [61].

En la Tabla 1.4 se presenta una lista ejemplos (adaptado del trabajo reportado por Salehi Jouzani y
col. [62]) de microorganismos, el sustrato y la estrategia utilizada para el desarrollo de un BPC.
Entre estas, se encuentra el hongo Trametes hirsuta, el cual ha sido reportado que tiene la capacidad
de produccion directa de etanol a partir de una variedad de hexosas como glucosa, manosa,
celobiosa y maltosa; de igual manera, sin hidrolisis &cida o enzimatica previa es capaz de fermentar
almidon, salvado de trigo y paja de arroz alcanzando el 89.2%, 78.8% y 57.4% de produccion
tedrica de etanol [63], lo que lo convierte en candidato para su aplicacién en un BPC. Por
consiguiente, se ha demostrado la capacidad de T. hirsuta Bm-2 para producir directamente etanol
a partir de harina de semilla de ramodn, un sustrato compuesto por un 61% de almiddn, en un solo
reactor mediante un BPC [4,15].

Tabla 1.4 Sistemas BPC y la tecnologia utilizada en los microorganismos para la produccion de etanol a
partir de material lignocelulésico y con almidén.

Biomasa Microorganismo Tecnologia
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Papel filtro Clostridium thermocellum Nativa

Glucosa T. suaveolens Nativa
Almiddn T. versicolor Nativa
Almidon y salvado de trigo T. hirsuta Nativa
Almidon soluble de papa Saccharomyces cerevisiae SBCF2 Recombinante
Almidon (50 g/L) S. cerevisiae SR93 Recombinante
Almidén de Papa Cepa mutantgtlz\l/leéaEnglda albicans Mutacion
Celulosa C. thermocellum y C. thermolacticum Consorcio

Nota: Adaptado de Salehi Jouzani, G y col. [62].
1.5 La biorrefineria

El concepto de biorrefineria es analogo a las refinerias tradicionales de petroleo. Las biorrefinerias
conforman un proceso integrado de conversion de biomasa a través de diversos procesos, mediante
tecnologias, para la generacién de productos comercializables como biocombustibles, bioenergia,
alimentos, productos quimicos y materiales de base bioldgica [1,7,8,64]. De igual manera se
pueden generar subproductos de los procesos, lo cuales pueden presentar potencial como productos
destinados a la farmacéutica, alimento animal, plataforma para otras biorrefinerias, entre otras. En
la Figura 1.10 se presenta un esquema general de una biorrefineria. Se puede apreciar como la
materia prima pasa por un pretratamiento, estos pueden ser de varios tipos, para luego convertirse
en la plataforma de la biorrefineria, ésta por medio de diversos procesos se convierte en los

productos finales.
Las principales caracteristicas de una biorrefineria son [64]:

— La generacion acoplada de energia (biocombustibles liquidos o gaseosos) y materiales
(productos quimicos, alimentos y piensos).
— Una combinacion de varios pasos del proceso (procesos mecanicos como el prensado y
procesos termoquimicos como la gasificacion).
— El uso de diferentes materias primas de cultivos dedicados y residuales.
Los recursos de biomasa deben utilizarse de manera energéticamente eficiente y sostenible para
obtener productos (alimentos o piensos, productos quimicos Yy materiales) y energia

(biocombustibles y calor). Los recursos de biomasa se fraccionan en sus compuestos intermedios
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(como proteinas, azucares, aceites y fibras / ligninas) que son sometidos a diferentes procesos para
obtener energia y productos comercializables [64].

Algunos procesos o la tecnologia utilizada para la obtencion de productos son de alto costo, sin
embargo, la produccién de compuestos de alto valor y la utilizacion de los subproductos generados
con enfoque en sectores como productos quimicos, cosméticos 0 medicamentos podria superar

cualquier inversién mayor requerida en esta generacion [8].

Desde el punto de vista de la sostenibilidad, el concepto de biorrefineria tiene como objetivo lograr
una produccion cero de residuos y una economia circular, utilizando los residuos como materia

prima [8]. Actualmente se esta aplicando el concepto de biorrefineria para empezar a sustituir los

Materia
prima

materiales derivados del petroleo.

[ Procesos mecanicos

y

[ Procesos quimicos

[ Procesos bioquimicos }

[ Bioproductos ] [ Bioenergia J

Figura 1.10 Esquema general de una biorrefineria [64].
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1.5.1 Clasificacion de las biorrefinerias

Existen diferentes enfoques para la clasificacion de las biorrefinerias. Estas han sido clasificadas
en la literatura por diferentes condiciones, entre ellas se encuentran la materia prima (primera,
segunda y tercera generacion), el proceso (fisico, quimico, biologico), el producto final (bioetanol,
hidrdgeno, glicerina), el intermedio (por ejemplo, gas de sintesis, lignocelul6sico, de aceite vegetal)
[1,7,8,64].

1.5.1.1 Clasificacion de biorrefinerias por la materia prima

Los principales desafios a los que se enfrenta la produccion comercial de biocombustibles y
bioproductos es la disponibilidad de materia prima. Es esencial para el funcionamiento de una
biorrefineria la disponibilidad constante de materia prima. Es fundamental que esté disponible
durante todo el afio o se pueda almacenar en las cantidades necesarias para su procesamiento,
manteniendo sus caracteristicas. Las variaciones estacionales de produccién u obtencion de la

materia prima resultan en un procesamiento ineficaz [7,8,64].

Las biorrefinerias trabajan con una gran diversidad de materias primas para la obtencion de
productos y se pueden clasificar por el origen de la materia prima utilizada. Desde cultivos
energéticos, residuos agricolas y ganaderia, de procesamientos industriales, residuos urbanos y la
biomasa obtenida mediante microalgas y cianobacterias. En cuanto los cultivos energéticos, ya que
los recursos de tierra son finitos, lograr un alto rendimiento de combustible por unidad de tierra es

vital para la produccidn sostenible de grandes cantidades de biomasa.

— Primera generacion
La ventaja de este tipo de biorrefinerias es la facil fermentacion de la materia prima con un
pretratamiento minimo requerido. La desventaja es que la materia prima utilizada puede entrar en
competencia con la produccion de alimentos para consumo humano y / o animal o con tierras

agricolas dedicadas al cultivo de las plantas utilizadas como materia prima [8].

— Segunda generacion
La ventaja que presentan estas biorrefinerias es la no competencia con alimentos o tierras de cultivo
para la alimentacion humana o animal. Ademas, el proceso de biorrefineria es un método
alternativo para algunas de las estrategias convencionales para el manejo de residuos solidos, como

el vertido o la quema. La desventaja es que la materia prima varia entre las facilmente
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biodegradables hasta sustratos mas complejos que requieran un paso de pretratamiento para
descomponer los carbohidratos complejos en azucares simples [8].

— Tercera generacion
La ventaja es la no competencia con alimentos o tierras de cultivo. Ademas, la misma cantidad de
biomasa producida en esta generacion, en comparacion con la primera generacion, se puede obtener
mas rapidamente, debido a los diferentes periodos de crecimiento de cultivos y microalgas. La
principal desventaja es la tecnologia compleja involucrada, algunas de las cuales ain estan en

investigacion y desarrollo [8].

1.5.1.2 Clasificacién por la Tarea 42 de Bioenergia de la Agencia Internacional de Energia
(AIE)

Este concepto de biorrefineria se utiliza en la clasificacion realizada por la Tarea 42 de Bioenergia
de la Agencia Internacional de Energia (AIE). Las biorrefinerias se clasifican en esta oficina como
plataformas (como azUcar o gas de sintesis), productos (energia o materiales, cultivos o residuos)

y procesos de conversion (bioguimicos, termoquimicos, quimicos 0 mecanicos) [8,64].

— Plataformas

Las plataformas son la caracteristica mas importante en este tipo de clasificacién. Productos
intermedios en la estructura de la biorrefineria que pueden transformarse en otros productos
intermedios o finales, vinculos entre diferentes conceptos de biorrefineria, o productos finales de
una biorrefineria, por ejemplo, los aceites extraidos por presién de semillas, celulosa y
hemicelulosa de biomasa lignocelulésica, gases de sintesis, almidon, lipidos obtenidos de algas,
etc. [7,64]

El nimero de plataformas involucradas es una indicacion de la complejidad del sistema. Las
plataformas pueden representar mezclas de compuestos o compuestos mas aislados. En la Figura

1.11 se presentan las posibles plataformas que puede tener una biorrefineria.
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Figura 1.11 Posibles plataformas de una biorrefineria [64].

— Productos
Los productos son el resultado del fraccionamiento y procesamiento de la biomasa inicial. Los dos
grupos de productos de las biorrefinerias son la energia (bioetanol, biodiesel, electricidad, calor y

biocombustibles sintéticos), y otros productos (como materiales, quimicos, y alimentos).

— Procesos
Los procesos son las técnicas aplicadas a la materia prima con la finalidad de transformarlas a
productos. Se puede aplicar una clasificacion debido a cuatro procesos principales de conversion

[1,64]: bioquimicos, termoquimicos, quimicos y mecénicos.
1.5.2 Nomenclatura de la descripcion de una biorrefineria

Al describir una biorrefineria, la plataforma y las materias primas se toman en consideracion y se
especifican en el nombre; ademas, también se pueden nombrar los productos primarios. La

denominacién de un sistema de biorrefineria consta de los siguientes cuatro elementos [64]:

— Nombre y nimero de las plataformas

— Materia prima

— Productos

— Procesos opcionales
Tomando de ejemplo la Figura 1.12, donde se presenta un esquema de biorrefineria a partir de
plantas oleaginosas, la nomenclatura para este sistema es: “Biorrefineria de 1-Plataforma (aceite)
a partir de cultivos de semillas oleaginosas para biodiesel, glicerina y alimento mediante prensado,
esterificacion y destilacion”, en inglés “l1-platform (oil) biorefinery using oilseed crops for

biodiesel, glycerin, and feed via pressing, esterification, and distillation”
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Figura 1.12 Esquema simple de una biorrefineria a partir de cultivos de semillas oleaginosas [64].

1.5.3 La biorrefineria a partir de almidon.

Las materias primas para las biorrefinerias de almidon incluyen cultivos de cereales como el maiz,
trigo, arroz, asi como la papa y la yuca. Después del tratamiento mecanico, el almidén se suspende
en agua y se separan las fibras y las proteinas; estos tltimos subproductos se utilizan normalmente
para la produccion de alimento. El almidon se puede comercializar directamente o después de una
modificacion quimica o fisica para la industria alimentaria, papel y cosmeéticos. Otra opcién surge
de la hidrdlisis del almidén, lo que da como resultado soluciones de dextrosa o glucosa que pueden
utilizarse para la produccion de etanol y otros productos de la fermentacién como el acido lactico
o0 succinico [7]. En la Figura 1.13 se presenta un esquema de biorrefineria de almidén a partir de

maiz en la que se presentan estas opciones.
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Figura 1.13 Esquema biorrefineria de almidon a partir de maiz [7].

En la Tabla 1.5 se presentan algunos ejemplos de biorrefinerias a partir de almidon existente en los
que los productores extienden sus cadenas de valor a diversos productos. Los biocombustibles y
los productos quimicos de base bioldgica deben competir en costo y rendimiento con los

petroquimicos y los combustibles derivados del petréleo [48].

Tabla 1.5 Compafiias con biorrefineria de almidén [48].

Compaifiia Materia prima Producto
OPXBIO-Dow Dextrosa (maiz), sacarosa (cafia) Acido acrilico
Chemical DuPont Dextrosa (maiz) 1,3-propanediol (POD)
BIOAMBER Malz, :[rlgo, yuca, arroz, cana de Acido succinico
azucar, remolacha dulce.

Myriant Semilla dg sorgo, sémola, rastrojo Acido succinico
de maiz, pellets de madera

Gevo68 million liter Maiz, trigo, sorgo, cebada y cafia Iso-butanol
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1.5.4 BPC para la produccion de etanol.

El concepto de BPC ha sido propuesto para la optimizacion de las biorrefinerias [1,7]. EI BPC
ofrece la mayor reduccion de costos de cualquier mejora de proceso considerado hasta la fecha en
la biorrefinerias, estos beneficios econdmicos mejoran la viabilidad econdmica de las biorrefinerias.
Los ahorros de costos logrados por BPC son el resultado de la reduccion de los costos de capital y
los costos operativos que se producen cuando se elimina el paso dedicado a la produccion de

enzimas.

El problema con el BPC es la complejidad del microorganismo necesitado para poder realizar el
proceso en un solo paso, la limitacion de las técnicas de biotecnologia para modificar
microorganismos ha producido avances, sin embargo, microorganismos para aplicaciones
comerciales aun no estan disponibles [1,7]. Olguin-Maciel y col. [15] presentd un estudio de la
cepa nativa de hongo T. hirsuta Bm-2 para la produccién de etanol a partir de harina de semilla de
ramon (Brosimum alicastrum), los resultados demuestran la capacidad de este hongo para realizar
un BPC sin usar enzimas ni fuentes de nitrégeno externas con la que se estim6 una produccién de

123.4 mL de etanol por kg de harina de semilla de ramon.
1.6 Economia circular

El sistema socioeconémico actual se basa en un modelo lineal, el cual asume la existencia de una
fuente ilimitada de recursos naturales, al igual que una capacidad ilimitada del medio ambiente
para la absorcion de desechos y contaminacién [10]. Para evitar el agotamiento de los recursos
naturales y de la capacidad del medio ambiente se necesita un nuevo modelo econémico con el
objetivo de disminuir el consumo y mejorar el aprovechamiento de los recursos, al mismo tiempo,
reduciendo la generacion de desechos e incentivando la utilizacién de estos en procesos de

reutilizacion y reciclaje [10,11].

La economia circular generalmente se modela como un ciclo de extraccion y transformacion de
recursos Yy la distribucion, uso y recuperacion de bienes y materiales (Figura 1.14). Primero, las
empresas toman recursos del medio ambiente para transformarlos en productos y servicios, estos
luego son distribuidos a los consumidores u otras empresas en puntos de venta, y los productos /
servicios son utilizados por los consumidores en el mercado. En este punto, el ciclo es completado

a través de la recuperacion de bienes [11].
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Figura 1.14 Ciclo de la economia circular [11].

La economia circular se basa en 4 principios: (1) preservar y mejorar el capital natural, controlando
las existencias finitas y equilibrando los flujos de recursos renovables, (2) optimizar el rendimiento
de los recursos, haciendo circular productos, componentes y materiales al mas alto nivel de uso en
todo momento, (3) un enfoque multinivel para la utilizacion de recursos y su estrecha relacion con
la forma en que la sociedad innova, y (4) promover la eficiencia del sistema identificando y
disefiando externalidades negativas [10,11].

Existen diversas definiciones sobre la economia circular, tanto de instituciones oficiales como
organizaciones, asociaciones no oficiales (no gubernamentales, sin fines de lucro, etc.) asi como
cientificos y profesionales sobre el tema. Prieto-Sandoval [11] realizé una revision del estado del
arte en cuanto al concepto de economia circular para establecer una definicion consensuada, como
resultado definid a la economia circular como un sistema econémico que representa un cambio de
paradigma en la forma en que la sociedad humana se interrelaciona con la naturaleza y tiene como
objetivo prevenir el agotamiento de los recursos, cerrar los circuitos de energia y materiales, y
facilitar el desarrollo sostenible a través de su implementacion a nivel micro (empresas y
consumidores), meso (agentes econdmicos integrados en simbiosis) y macro (ciudad, regiones y

gobiernos).
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JUSTIFICACION

El bioproceso consolidado a partir de la harina de semilla de ramoén integra en un solo paso la
produccién de enzimas para la hidrolisis del sustrato y la fermentacion a etanol, sin embargo,
presenta rendimientos menores y tiempos de espera largos en comparacion a otros tipos de procesos
de produccién de etanol. A pesar de esto, presenta una ventaja: se producen co-productos (metanol,
micelio, harina residual, y de la destilacion una vinaza). Estos co-productos representan un area de

oportunidad para su utilizacion.

Por esto, se propone valorizar la semilla de ramén bajo un concepto de biorrefineria. Evaluar los
efectos de la remocién de compuestos solubles en agua presentes en la harina de semilla de ramén
en la produccion de etanol y de los co-productos obtenidos a través de un BPC. Con el objetivo de
plantear un esquema de biorrefineria para el aprovechamiento integro de la semilla de ramon,
destinando a los co-productos obtenidos como productos de valor agregado o su destinacion a otros

procesos para la generacion de mas productos.
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HIPOTESIS

La extraccién de compuestos solubles en agua presentes en la harina de semilla de ramon
(Brosimum alicastrum), incrementara la produccién de etanol y co-productos de valor agregado a

través de un bioproceso consolidado bajo un concepto de biorrefineria.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de realizar extracciones con agua sobre harina de semilla de ramén (Brosimum
alicastrum) en la produccion de etanol y co-productos (metanol, micelio, harina residual) a través
un bioproceso consolidado utilizando Trametes hirsuta Bm-2 y RT-1 bajo un concepto de

biorrefineria.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar una metodologia para la extraccion de compuestos solubles en agua presentes en la

harina de semilla de ramén.

Caracterizar fisicoquimicamente e identificar mediante HPLC los compuestos fendlicos presentes
en los extractos obtenidos/acuosos.

Evaluar el efecto de la remocién de compuestos solubles en la produccion de etanol y en la

obtencion de co-productos en un bioproceso consolidado.

Caracterizar fisicoguimicamente los co-productos obtenidos del bioproceso consolidado para su
posible aprovechamiento bajo un concepto de biorrefineria.

Plantear una estrategia de aprovechamiento de la harina de semilla de ramén a través de un

bioproceso consolidado bajo un concepto de biorrefineria.

32



CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1 Estrategia experimental

El trabajo realizado se dividio en tres etapas (Figura 2.1). La primera etapa abarco la obtencién y
acondicionamiento del fruto de ramoén para su conversion en harina de semilla de ramén (HSR).
Aplicacion y evaluacion mediante anélisis estadistico del tratamiento de extraccion de compuestos
solubles en agua presentes en la HSR vy la cuantificacion de compuestos fenolicos por HPLC en la
fraccion liquida. La segunda etapa consistié en la realizacion de un bioproceso consolidado (BPC)
utilizando la fraccion sélida (HSR) seleccionada en la etapa 1. A la par se realiz6 una cinética de
azucares reductores, enzimética y fenoles totales. Por ultimo, la etapa 3 consistio en la

cuantificacion de etanol y caracterizacion de los subproductos obtenidos en el BPC.

Fruto de ramén Colecta en Ticul,
(Brosimum alicastrum) licalor o
molienda v tamizado

Harina de semilla de ramén
(HSR-Control)

Etapa 1:
Obtencién, acondicionamiento y Extracciones con agua en HSR
tratamiento de la materia prima
Evaluacion: w (
- Agitacion y sin agitacion L Cuantificacion fenoles totales ]
- Diferentes tiempos J

Seleccion por analisis disti 1
ANOVA y Tukey (p<0.05) J

Cuantificacion azicares reductores y fenoles totales
Cuantificacion de fenoles por HPLC

Analisis el | CHNS
Contenido inorganico

Etapa 2: HSR-Control, HSR-1Extraccién, HSR-2Extraccion

Bioproceso consolidado

Bioproceso consolidado I Cinética de azficares reductores, ]
Trametes hirsuta Bm-2 y RT-1 snfticafmolesiigles

Fraccion solida

Separacion y
secado
Anilisis elemental CHNS
Contenido inorganico

Figura 2.1 Diagrama de la estrategia experimental empleada en este trabajo.
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2.2 Harina de Semilla de Ramén (HSR).

Para la realizacion de este trabajo fue utilizada harina de semilla de ramén (Brosimum alicastrum),
la cual fue obtenida a partir de frutos de ramén con diametro mayor a 2 cm (color amarillento a
anaranjado rojizo) recolectados en Ticul, Yucatan, Meéxico. Los frutos fueron lavados con agua
purificada para remover impurezas, posteriormente el pericarpio fue separado de las semillas y
almacenado a 4 °C. Las semillas obtenidas fueron secadas a 70 °C por 72 h en un horno Binder,
Fed modelo 115® (Tuttlingen, Alemania), posterior al secado la testa de la semilla fue separada y
almacenada en bolsas Ziploc®. Las semillas secas y limpias se molieron en una licuadora comercial
WARING® Laboratory CB15, la harina obtenida fue tamizada. El tamafio de particula utilizado
fue entre el rango de 106 a 300 pum. Esta HSR fue utilizada como el control (HSR-C).

2.2.1 Extraccion de compuestos solubles en agua.

En la Tabla 2.1 se presentan las 2 metodologias evaluadas para las extracciones de compuestos
solubles en agua de la HSR: sin agitacion y agitacion a 150 rpm durante 2, 4 y 6 h en oscuridad a
25 °C; en ambos casos las pruebas se realizaron por triplicado. Las extracciones se realizaron
mediante matraces de 250 mL, en el cual se prepard una solucién de HSR-C y agua destilada con
una concentracion del 14 % (p/v). Con respecto a la metodologia sin agitacion, la solucién fue
homogenizada con ayuda de una espéatula de acero inoxidable y dejada en reposo en oscuridad a
25 °C durante el tiempo correspondiente. En cuanto a la agitacion, los vasos se colocaron en una
incubadora rotatoria modelo ZHWY-200D (Zhicheng, Shangai, China) en agitacion a 150 rpm en

oscuridad a 25 °C durante el tiempo correspondiente.

Tabla 2.1 Relacion de método de extraccion: sin agitacion y con agitacion a diferentes tiempos.

Método

extraccion Tiempo Condiciones
2h 14% (p/v) de HSR-C/agua
Sin agitacion 4 h 14% (p/v) de HSR-C/agua
6h 14% (p/v) de HSR-C/agua
2h 14% (p/v) de HSR-C/agua, agitado 150 rpm
Agitacion 4 h 14% (p/v) de HSR-C/agua, agitado 150 rpm
6h 14% (p/v) de HSR-C/agua, agitado 150 rpm

Nota: Las extracciones fueron realizadas en oscuridad a 25 °C.
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Mediante un anélisis de varianza de una via (ANOVA) y una prueba de medias Tukey (p<0.05)
con respecto al contenido de FT se determinaron las mejores condiciones para proceder con las
extracciones. Esta resulto ser la metodologia de 14% (p/v) de HSR/agua agitado a 150 rpm por 2 h

en oscuridad a 25 °C.

Se realiz6 una segunda evaluacion. En esta, se determiné la cantidad de extracciones a realizar
sobre la HSR, con base al contenido de FT, mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA)
y prueba de medias Tukey (p<0.05). Se utilizé la metodologia seleccionada previamente siguiendo
la relacion dada por la Tabla 2.2. En un vaso de precipitado de 1 L donde se prepar6 una solucion
de HSR y agua destilada con una concentraciéon del 14 % (p/v), posteriormente se colocd en
agitacion en oscuridad a 25 °C por 2 h a 150 rpm en incubadora rotatoria. La fase acuosa se
recupero por filtracion con una malla de nailon de 250 um, mientras que la fase sélida de HSR
(denominada HSR-1E) restante se sec6 a 70 °C por 72 h. Se realizd una segunda extraccién sobre
la HSR-1E, manteniendo las mismas condiciones descritas en la primera extraccién, obteniendo
una harina denominada HSR-2E. Esta extraccion secuencial fue continuada sobre HSR-2E,
obteniendo una harina con 3 extracciones (HSR-3E) y posteriormente sobre HSR-3E, obteniendo
una harina con 4 extracciones (HSR-4E). Las fases acuosas de cada extraccion fueron recuperadas
y filtradas. Con base al analisis estadistico se procedio a utilizar 1 y 2 extracciones secuenciales de
14% (p/v) de HSR/agua, agitado a 150 rpm por 2 h en oscuridad a 25 °C. Por consiguiente, las
harinas utilizadas para los experimentos son HSR-C, HSR-1E y HSR 2-E.

Tabla 2.2 Relacién de harina de semilla de ramén y nimero de extracciones.

Fraccion  Fraccion
solida liquida

HSR-1E El 14% (p/v) de HSR-C/agua, agitado 150 rpm por 2 h
HSR-2E E2 14% (p/v) de HSR-1E/agua, agitado 150 rpm por 2 h
HSR-3E E3 14% (p/v) de HSR-2E/agua, agitado 150 rpm por 2 h

4 HSR-4E E4 14% (p/v) de HSR-3E/agua, agitado 150 rpm por 2 h
Nota: Posterior a cada extraccion la harina correspondiente fue secada a 70 °C por 72h. Las extracciones fueron

#Extracciones Condiciones

w N

realizadas en oscuridad a 25 °C.
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2.3 Cualificacion y cuantificacion de compuestos en la fraccion liquida.
2.3.1 Azlcares Reductores (AR)

Se realizaron las cuantificaciones de AR para las extracciones de HSR y en el BPC mediante el
método de Miller [65] con ligeras modificaciones. La metodologia modificada consistié en afiadir
1 mL (con diluciéon adecuada) de muestra, la cual se le adicionan 1.5 mL de &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). La mezcla se hirvio durante 5 minutos, posteriormente se sumergio en un
bafio de agua fria a 4 °C para detener la reaccion e inmediatamente se agregan 7.5 mL de agua
destilada. Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm, en un espectrofotometro
(Eppendorf BioSpectrometer Basic, Hamburgo, Alemania) y la concentracion se determind

calculando los valores con base a una curva estandar de glucosa expresada en mg/mL.
2.3.2 Fenoles Totales (FT)

La concentracion de FT en las extracciones de HSR y en el BPC se determind mediante la reduccion
del reactivo Folin-Ciocalteu [66]. Se mezclaron 100 puL de muestra, adicionada con 1500 pL de
agua destilada y 100 pL de reactivo Folin (10% v/v). La mezcla se incubé en oscuridad a 40 °C
por 5 min. Inmediatamente, se afiadid 300 uL de carbonato de sodio al 75% Yy se incubd en
oscuridad a 40 °C por 30 min. Finalizado el tiempo se leyd la absorbancia a 740 nm en un
espectrofotdmetro. El contenido fendlico de las muestras se expreso a través de una curva estandar

como equivalentes de acido gélico (EAG).
2.3.3 Actividad enzimética lacasa

La actividad enzimética lacasa se determin6 mediante la oxidacion de ABTS (acido 2,2’-azino-bis
(3-etillbenzotiazolina-6-sulfénico)) [67]. La mezcla de reaccion contenia 100 pL de buffer de
acetato de sodio 1 M (pH 4.5), 100 pL de ABTS (5 mM) y 700 pL de agua destilada y se incubd
en oscuridad a 40 °C durante 5 min. Finalizada la incubacion se agreg6 100 puL de muestra
(proveniente del BPC) para un volumen total de reaccion de 1 mL. La mezcla se incubd en
oscuridad a 40 ° C durante 20 min. La oxidacion del ABTS se determind por el incremento de la
absorbancia a 420 nm mediante un espectrofotdmetro. Una unidad de enzimatica de la lacasa (UL)
se define como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pmol de ABTS por minuto en las

condiciones del ensayo. La cantidad de enzima producida fue expresada como Ui/mL.
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2.3.4 Actividad enziméatica a-amilasa

La actividad enzimatica a-amilasa se determind por el método descrito por Wang et al. [68]. La
mezcla para el andlisis consistio de 0.9 mL de almidon soluble de papa (1% p/v) (Sigma-Aldrich,
San Luis, EUA) en buffer de fosfato 50 mM (pH 5.0) como sustrato y 0.1 mL de muestra
(proveniente del BPC). La mezcla se incubd durante 10 min a 75 °C, al término se transfieren a
4 °C para detener la reaccion. La hidrolisis del almiddn se determino a través de la cuantificacion
de AR producida durante la incubacién por el método de DNS de Miller previamente descrito. La
cantidad de enzima producida se expreso como U./mL, definiendo una unidad enzimatica de la o-
amilasa (U,) como la cantidad de enzima que libera un pmol de AR equivalente a glucosa por min

bajo las condiciones del ensayo.
2.4 Cuantificacion de fenoles por HPLC

Para la cuantificaciéon de fenoles por HPLC de la fase liquida de las extracciones de HSR, las
muestras se filtraron con membrana de Nylon (Agilent) de 45 y 20 um, posteriormente diluidas al
50% en una mezcla de 50% Acetonitrilo y 50% agua ultrapura. La separacion se llevd a cabo en
un cromatografo de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) modelo 1260 INFINITY Il con
inyector manual (Agilent Technologies, GA, EAU) equipado con detector UV y una columna
Eclipse Zorbax C18, 4.6 x 150 mm, 3.5 um (Agilent Technologies, GA, EAU). Se inyectaron 20
pL de muestra. La fase madvil consistio en una mezcla de 86% Acetonitrilo, 14% agua ultrapura y
0.1% de &cido férmico, con un flujo de 0.600 mL/min, la temperatura de la columna es de 40 °C y
el detector UV a 290 nm. Se realizé una curva de calibracion con una mezcla de estandares de
acido gdlico, acido cafeico, acido vanilico, &cido p-cumaérico y siringaldehido (Agilent, grado
HPLC) con tiempos de retencion de 5.2, 15.4, 16.1, 27.65 y 30.9 minutos respectivamente.

2.5 Caracterizacion para la HSR y micelio generado en el BPC
2.5.1 Determinacion de humedad

El contenido de humedad se realiz6 siguiendo el procedimiento TP-510-42622 establecido por el
Laboratorio Nacional de Energia Renovable [69]. Consistié en depositar 1 g de muestra secada a
70 °C por 72 h en un crisol a peso constante, el crisol con la muestra se colocé a secar en un horno
a 105 °C por 24 h, posterior se registro el peso del crisol y la muestra a peso constante. El contenido
de humedad se calcul6 mediante la siguiente ecuacion y es expresado como porcentaje del peso de

la muestra seca mediante la siguiente ecuacion:
37



Pesocrisol+peso muestra'Pesocrisol+muestra peso constante

%Humedad= x100

Pesocrisol+muestra

2.5.2 Determinacion de cenizas en biomasa

El contenido de cenizas fue realizado siguiendo el procedimiento TP-510-42622 establecido por el
Laboratorio Nacional de Energia Renovable [69]. El cual consistio en la incineracion de una
muestra de biomasa depositada en un crisol en una mufla programada con una rampa de
calentamiento de 10 °C/min hasta llegar a 105 °C y se mantuvo por 12 min; seguida de una rampa
de 10 °C/min hasta los 250 °C y se mantuvo por 30 min y por Gltimo una rampa de 20 °C/min hasta
los 575 °C manteniendo por 180 min. Una vez finalizado el tiempo, dejar que disminuya la
temperatura hasta 105 °C y mantener a 105 °C hasta que se retire el crisol para su registro de peso.
El contenido de cenizas es expresado como el porcentaje de residuos que queda después de la

oxidacion mediante la siguiente ecuacion:

Peso,,; < as~P €S0y
. crisol+cenizas crisol
%Cenizas= x100

€SO0¢risol+muestra peso constante

2.5.3 Contenido de proteina

El contenido de proteina se determind de forma indirecta a partir del contenido de nitrégeno total

(N) presente en la muestra y el factor de Jones de 6.25 [70] mediante la ecuacion:
Contenido de proteina=Nitrogeno totalx6.25
2.5.4 Anélisis elemental CHNS

Se realiz6 la caracterizacion de la biomasa a través del anélisis elemental (Carbono, Hidrégeno,
Nitrégeno y Azufre) mediante un analizador elemental organico Thermo Scientific FLASH 2000
(Waltham, MA, EEUU). Las mediciones fueron realizadas por duplicado y se reportd el valor

promedio [71].
2.6 Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

La estructura de la HSR-C y los efectos ocasionados durante el bioproceso, se observaron en un

microscopio electrénico de barrido modelo JSM-6360LV, JEOL (Tokio, Japdn). Las muestras se
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colaron en un barril metalico con cinta adhesiva de doble cara y recubiertas con una capa de oro de
15 nm para su observacion en 20 kV a distintos aumentos [15].

2.7 Condiciones del Bioproceso Consolidado (BPC)

Se utilizaron dos cepas de Trametes hirsuta, Bm-2 y RT-1, las cuales fueron aisladas y
caracterizadas previamente por Tapia-Tussell [72]. Las cepas se mantuvieron mediante resiembras
periodicas en cajas Petri con medio PDA en una incubadora Labnet modelo 211DS (Edison, NJ,
EEUU) a 35 °C

Las condiciones del BPC son las descritas por Olguin-Maciel, E et al. [15] en cuanto al porcentaje
de carga HSR/agua destilada (p/v) éptimo y temperatura de incubacion. Los experimentos de BPC
se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de una suspension individual para
HSR-C, HSR-1E y HSR-2E y agua destilada con un porcentaje de carga 14% (p/v). Los matraces
fueron tapados con doble hoja de papel aluminio y se esterilizaron a presion constante de 0.1 MPa,
121 °C por 20 minutos en una autoclave modelo SM510 (Yamato Sterilizer, Tokio, Japon).
Terminada la esterilizacion, los matraces se enfriaron a temperatura de 25 °C. Los matraces se
inocularon con un disco de micelio de 1 cm de diametro de T. hirsuta Bm-2 y RT-1 crecidos durante
4 dias en placas Petri con medio PDA incubadas a 35 °C. Posteriormente, se incubaron a 35 °C
durante 12 dias en oscuridad sin agitacion en una estufa de cultivo BINDER modelo BD
Avantgarde (Tuttlingen, Alemania). La relacion de cepa de T. hirsuta inoculada y la harina de
semilla de ramén empleada en el bioproceso consolidado se presenta en la Tabla 2.3. Los
experimentos fueron realizados por triplicado. Comenzando en el dia de incubacion y cada 3 dias
se tomo6 una muestra de 1 mL de los matraces para las cuantificaciones de AR, FT y actividad

enzimatica a-amilasa y lacasa.

Una vez terminado el BPC, la biomasa del micelio se retiré del matraz y se lavo con agua destilada
tres veces y secado a 70 °C. La fraccion liquida y la HSR residual se separaron mediante
centrifugacion a 4000 rpm por 10 min. La fraccidn liquida se filtrd con papel filtro y se almacend
a4 °C; en cuanto a la HSR residual fue secada a 70 °C por 72 h. Ambas fracciones se caracterizaron

de acuerdo a la metodologia descrita anteriormente.
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Tabla 2.3 Relaciéon de cepa de T. hirsuta inoculada y la harina de semilla de ramén empleada en el
bioproceso consolidado.

T. hirsuta  Muestra Condiciones

BPC-C 14% (p/v) de HSR-C/agua
Bm-2 BPC-1E 14% (p/v) de HSR-1E/agua
BPC-2E 14% (p/v) de HSR-2E/agua

BPC-C 14% (p/v) de HSR-C/agua
RT-1 BPC-1E 14% (p/v) de HSR-1E/agua
BPC-2E 14% (p/v) de HSR-2E/agua

Nota: Incubacion a 35 °C sin agitacién por 12 dias.

2.8 Destilacion

La fase acuosa del BPC se separd por centrifugacion a 4000 rpm por 10 min en una centrifuga de
laboratorio modelo Centrificient IV (CRM Globe, Tlacoquemécatl, México). Se tomaron 25 mL
de muestra y se mezclaron en un matraz bola de 100 mL con 25 mL de agua destilada. Se procedio

a destilar a 95 + 2 °C hasta que se recuperaron 25 mL de una mezcla de etanol y agua.
2.9 Cuantificacion de etanol y metanol por Cromatografia de Gases (CG)

Para determinar la concentracién de etanol y metanol se utilizd6 un cromatdgrafo de gases
PerkinElmer modelo Clarus 690 (PerkinElmer, Walthman, MA, EUA) equipado con detector de
ionizacion de flama y con columna PerkinElmer Elite-WAX (L 30 m, ID 0.25, DF 0.25). El gas
acarreador fue nitrégeno con presion de 5 psi y split de 10 mL/min. Las condiciones del horno
fueron las siguientes: temperatura inicial 30 °C por 1 min; una rampa de 3 °C/min hasta llegar a
50 °C y se mantuvo por 3 min; seguida de una rampa de 15 °C/min hasta los 70 °C y se mantuvo
por 3 min y por ultimo una rampa de 30 °C/min hasta los 100 °C manteniendo por 4 min. La
temperatura del inyector fue de 120 °C y del detector de ionizacion de flama en 200 °C. Se
inyectaron muestras de 1 pL. Se realiz6 una curva de calibracion con estandares de etanol y metanol

de grado analitico.
2.10 Anélisis estadistico

Los calculos de desviacidn estandar, asi como el andlisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba

de medias Tukey (p<0.05) para determinar las diferencias significativas de los datos obtenidos,
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fueron realizados mediante el programa OriginPro® 2021 Graphing & Analysis (OriginLab,
Massachusetts, EEUU).
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Harina de Semilla de Ramén (HSR)
3.1.1 Rendimiento fruto de ramén

Tomando de referencia 1 kg de fruto himedo se obtuvieron 709.6 g de semilla himeda y 290.4 ¢
de pericarpio, esto representa el 70.96% y 29.04% respectivamente del peso total del fruto himedo.
A partir de los 709.6 g de semilla himeda se obtuvo posterior al secado 45.12 g de testa y 276.38
g de semilla seca, esto indica que la semilla de ramon tiene un contenido de humedad del 61.05%.
La semilla limpia fue sometida al proceso de molienda y tamizando, de dicho proceso se obtuvo

262.32 g de harina de semilla de ramon, esta disminucion se debe a mermas durante el proceso.

Esto representa un rendimiento en la produccion de harina de semilla de ramén del 26.23% a partir
del fruto himedo recolectado; por otro lado, tomando como referencia la semilla hiumeda, se
obtuvo un rendimiento del 36.96%. Se estimd la produccion de pericarpio, testa y HSR con base a
la produccion media de fruto por arbol de ramén, la cual es de 95.5 kg al afio [16], lo que resulta
en un rendimiento estimado de 27.73 kg de pericarpio, 4.30 kg de testa y 25.05 kg de HSR por

arbol de ramon por afio.
3.1.2 Extracciones de compuestos solubles en agua en harina de semilla de ramén (HSR)

En la Figura 3.1 se observa que la concentracion de FT fue significativamente mayor en los
tratamientos con agitacién con respecto a los sin agitacién. En cambio, en ambos tratamientos se
encontrd que no existe una diferencia significativa en la concentracién de FT entre los tiempos de
extraccion (2, 4 y 6 h). Con base en estos resultados, el procedimiento seleccionado para las

extracciones fue de 2 h de agitacion a 150 rpm bajo condiciones de oscuridad a 25 °C.

Se procedio evaluar el nimero de extracciones secuenciales sobre una muestra de HSR (Figura
3.2), con esto se determind que en las dos primeras extracciones (1E y 2E) se obtiene el 94.55%
de los compuestos fendlicos solubles en agua. Mientras que en la tercera extraccion (3E) y cuarta
extraccion (E4) la concentracion cae drasticamente hasta 0.19 y 0.02 gEAG/L respectivamente, en
donde el analisis estadistico muestra que no existe diferencia significativa entre estos. A partir de

este analisis, se procedio a realizar HSR con una extraccion (HSR-1E) y con doble extraccion
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secuencial (HSR-2E) que fueron utilizadas en el BPC en conjunto con una HSR control (HSR-C)

a la cual no se le realizaron extracciones.
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Figura 3.1 Compuestos fendlicos totales recuperados de una solucion HSR/agua destilada al 14% (p/v)
con diferentes tratamientos y tiempos. Los resultados representan la media (n=3) y desviacién estandar.
Los valores de las columnas de un mismo tratamiento que comparten la misma letra no son significativos

(p<0.05).
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Figura 3.2 Compuestos fenolicos recuperados en extracciones secuenciales. Los resultados representan la

media (n=3) y desviacion estandar. Valores medios con letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.5).
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En la primera extraccion sobre HSR-C se recuperd el 81.06% del peso inicial y 250 mL de liquido,
18.94% del peso fue desplazado por el agua destilada. La HSR recuperada se secé a 70 °C por 72
hy se obtuvo HSR-1E. En la segunda extraccion realizada en HSR-1E se recuperd el 90.36% del
peso de HSR-1E inicial y 250 mL de liquido, el 9.64% del peso fue desplazado por el agua
destilada. La biomasa fue secada y se obtuvo (HSR-2E). Los liquidos de extraccion se filtraron y

almacenados en refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacion.

La caracterizacion de los compuestos solubles en agua, incluyd fenoles totales y azucares
reductores (Tabla 3.1), cuya concentracion decrecio significativamente con respecto a las
extracciones en secuencia. Asi mismo, se aprecié una disminucion del pH, esto sugiere que la HSR

podria contener agentes que modifican su pH, los cuales fueron removidos en las extracciones.

Tabla 3.1 Cuantificacion de fenoles totales, azucares reductores y pH de la fraccion liquida de las
extracciones de HSR.

FT AR
Muestra (GEAGIL) (/L) pH

1E 2.32+0.112 3.21+0.562 5.03+0.02?
2E 1.56+0.05° 1.80+0.20° 4.91+0.02°

Nota: Los resultados representan la media (n=3) y desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna indican

valores significativamente diferentes (p<0.05).

En la Figura 3.3 A) se muestra el cromatograma obtenido en los estandares. En la Figura 3.3 B) y
C) se muestran los cromatogramas de las extracciones para HSR-1E y HSR-2E respectivamente.
Se detectaron en las muestras 12 picos definidos. De los cuales fueron identificados 5 compuestos
fenolicos: acido galico, &cido cafeico, acido vanilico, acido p-cumarico y siringaldehido. Con base
al tiempo de retencion de los picos no identificados en este trabajo, pueden ser atribuidos a otros
compuestos fenolicos reportados como &cido clorogénico, acido p-hidroxibenzoico, acido sinapico,
acido ferulico, catequina, quercetina entre otros [30,31,73].

En la Tabla 3.2 se presentan las concentraciones encontradas de los compuestos fendlicos
identificados en las extracciones de HSR. Entre los compuestos identificados se encontré mayor
concentracion de acido galico con 2.75 y 1.19 g/kg de HSR seca para 1E y 2E respectivamente.
Esta concentracion es mayor a las reportadas a partir de un kg de HSR (27.06 [30], 12.9 y 18.8

[31] mg). El acido galico presenta caracteristicas antioxidantes, anticancerigenas, y efecto
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neuroprotector. Se ha explorado su aplicacion en la farmacologia, como enfermedades
cardiovasculares, los trastornos neurodegenerativos y el envejecimiento, prevencion del dafio al
higado, cancer de pulmon (adenoma), entre otros. Por esto, se ha convertido un compuesto de
interés en el desarrollo de farmacos, por ejemplo, en la produccién de mescalina (alcaloide
alucindgeno) y la trimetoprima (antibidtico). Se utiliza en la industria alimentaria (antioxidantes y
conservantes), de las tintas y colorantes. Al calentarse se convierte en pirogalol, el cual se utiliza
en laboratorios para absorber oxigeno y la produccion de reveladores fotograficos. De igual
manera, el acido galico es un compuesto utilizado como estandar en la cuantificacion de FT por la
metodologia Folin-Ciocalteu [66,74,75].

Se encontrd un contenido bajo de &cido cafeico, acido p-cumarico y acido vanilico para HSR-1E
y HSR-2E. Para el 4cido cafeico se encontrd una concentracion baja (0.43 y 0.10 mg/kg de HSR)
en comparacién con lo reportado en 1 kg de HSR (17.10 y 6.50 mg) [24,30]. La importancia de
este compuesto recae en sus capacidades antioxidantes, antinflamatorias y anticancerigenas. Por
ejemplo, la actividad anticancerigena de este compuesto contra el hepatocarcinoma (tipo de
cancer), gracias su efecto contra la carcinogénesis al prevenir la formacién de compuestos N-

nitrosaminas (compuestos cancerigenos) [76].

Asi mismo, se encontrd un contenido bajo de acido p-cumaérico (6.43 y 0.91 mg/kg) en
comparacion de los 13.5 mg/kg de HSR por Ozer [30]. Se ha estudiado su uso en la industria
cosmética como regulador en la hiperpigmentacion, ya que se ha demostrado su capacidad de

actuar como inhibidor de la enzima tirosinasa involucrada en la sintesis de melanina [77].

El contenido de acido vanilico fue de 31.46 y 10.22 mg/kg HSR, este valor es menor a lo reportado
a partir de 1 kg de HSR (103.9 [30], 240.3 y 295.7 [31] mg). Se detectd la presencia de
siringaldehido, un compuesto no reportado previamente en la literatura y de suma importancia en
la industria de saborizantes y fragancias, asi como precursor de quimicos especializados y

medicamentos antibacterianos [78].

Las diferencias en las concentraciones respecto a lo reportado pueden ser atribuidas al lugar y
temporada de recoleccion de los frutos de raman, asi como los efectos climaticos y otros tipos de
estres a los que el arbol estuvo sometido, dado que la produccion de compuestos fendlicos esta

relacionada con la proteccidn de las plantas al encontrarse bajo ciertos tipos de estrés [36,79].
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Tabla 3.2 Compuestos fendlicos identificados en las extracciones de HSR por HPLC.

Acido il Acido Acido Acido
Acido galico cafeico vanilico p-CUMArico
Muestra (g/kg HSR seca)
(mg/kg HSR seca)

HSR-1E 2.75%0.05a 0.43+0.04a 31.46+2.99a 6.43+0.65a  26.14+3.05a

Siringaldehido

HSR-2E 1.19+0.03b 0.10+0.02b  10.22+1.43b  0.91+0.35b 9.76+0.70b
Nota: Los resultados representan la media (n=3) y desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna indican
valores significativamente diferentes (p<0.05).

B) 1

Figura 3.3 Cromatogramas obtenidos por HPLC. A) Mezcla de estandares utilizados, B) Extraccion HSR-
1E, C) Extraccion HSR-2E. 1= Acido galico, 2= Acido cafeico, 3= Acido vanilico, 4= Acido p-cumarico y
5= Siringaldehido.
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3.1.3 Caracterizacion de HSR resultante de la extraccion (fraccion solida).

En la Figura 3.4 se observan las muestras de HSR utilizadas en este estudio, se aprecia un cambio
en la tonalidad con respecto a HSR-C disminuyendo hasta HSR-2E; y fue adquiriendo una
sensacion mas suave y fina respectivamente. Los resultados obtenidos de la caracterizacion de la
HSR se presenta en la Tabla 3.3, se presentd una variacion de la humedad con respecto al numero
de extracciones, siendo la HSR-C la menor con un 2.92% de humedad. Este valor es menor al
presentado por R. Subiria-Cueto y col. [80] de 13.3 y de 3.72% por E. Pérez-Pacheco y col. [81]
el cual almaceno la HSR preparada en un frasco de vidrio hasta su utilizacion, por lo que esta
diferencia se debe al tipo de manejo al momento de la preparacion de la muestra. Se presentd un
incremento de la humedad con el nimero de extracciones, alcanzando un maximo de 3.98% para
HSR-2E.

La HSR-C presenta un mayor contenido de material inorganico, representado por el contenido de
cenizas, de un 4.03% en comparacion con el 3.41% reportado por Pérez-Pacheco y col. [81]. Al
realizar extracciones sobre HSR se remueven compuestos solubles e igual se desplaza materia
inorganica, como resultado se aprecia una disminucion en el contenido de cenizas de 2.45% en
HSR-1E a 1.73% en HSR-2E, respectivamente. Se ha reportado una reduccion del 38% del
contenido de cenizas en biomasa de macroalgas (cultivadas en infraestructura al aire libre)
utilizando lavados con agua a 25 °C y de 83.4% con extracciones alcalinas de NaOH al 1.5% a
25 °C [82]. De igual manera, en el caso de biomasa de Sorgo con lavados de agua se logré reducir
en un 20% el contenido de cenizas [83]. Diferentes estudios han demostrado la importancia
disminuir el contenido de cenizas para la mejora de los rendimientos de la biomasa y evitar dafios
a equipos por sus propiedades abrasivas. Los origenes de las cenizas pueden provenir durante la

cosecha y colecta, asi como procesos bioldgicos de crecimiento [84].

En cuanto al contenido elemental organico, hubo variaciones significativas en el porcentaje
nitrégeno (N) no asi para el contenido del carbono (C). Los valores de nitrégeno hallados en HSR-
C fueron significativamente mayores a los encontrados en HSR-1E y HSR-2E, siendo HSR-2E el
tratamiento que presentd el menor porcentaje de N. En lo que respecta al porcentaje de hidrogeno
no hubo variacion significativa entre los tratamientos, y no se detecto la presencia de azufre. Como
es posible observar en la Tabla 3.3 la relacion de C:N aumenta significativamente desde HSR-C
(19.85), siguiendo por HSR-1E (30.85) y hasta HSR-2E (39.18). Este aumento se puede atribuir a
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la disminucion de compuestos nitrogenados debido a las extracciones realizadas. En relaciones
bajas (<20) de C:N la liberacion de nitrégeno es mas rapida que en niveles mas altos (>30), sin
embargo, los microorganismos necesitan un rango de equilibrio entre 20-30 para su crecimiento
correcto [85,86]. Por lo tanto, la relacion C:N de HSR-C se situa ligeramente por debajo del rango,
la HRS-1E ligeramente por arriba del rango 6ptimo y, en cuanto la HSR-2E, se encuentra mas

alejado de este.

Figura 3.4 Fotografia de la HSR resultante de las diferentes extracciones. A) HSR-C, B) HSR-1E y C)
HSR-2E.

Tabla 3.3 Humedad, contenido inorganico (cenizas) y caracterizacion elemental de la HSR resultante de
las diferentes extracciones.

HSR  Humedad  Cenizas Carbono Hidrégeno  Nitrogeno C:N*

HSR-C  2.92+0.21% 4.03+0.04% 43.63+0.09*° 6.37+0.01* 2.20+0.02* 19.85 +0.16°
HSR-1E 3.45+0.65% 2.45+0.04" 43.40+0.02° 6.34+0.02*%  1.41+0.04° 30.85+0.97°

HSR-2E 3.98+0.39% 1.73+0.01° 43.36+0.07* 6.47+0.05% 1.11+0.02° 39.18 +0.92°

Nota: Porcentaje en base seca, Sulfuro no detectado. *Relacion Carbono:Nitrégeno adimensional. Los resultados
representan la media (n=3) y desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna indican valores
significativamente diferentes (p<0.05).
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3.2 BPC con las cepas de Trametes hirsuta Bm-2 y RT-1 empleando como sustrato HSR-C,
HSR-1E y HSR-2E

Se realizaron los bioproceso consolidados empleando HSR-C (BPC-C), HSR-1E (BPC-1E) y con
HSR-2E (BPC-2E) con las cepas de T. hirsuta Bm-2 y RT-1. En la Tabla 3.4 se presenta las
condiciones iniciales de los BPC previo a la inoculacion de la cepa correspondiente. Se
encontraron variaciones en la concentracion de AR, FT y en el pH con respecto a la HSR utilizada.
Estas diferencias en las condiciones iniciales se deben a las extracciones realizadas para la
obtencion de HSR-C, HSR-1E y HSR-2E.

Tabla 3.4 Condiciones iniciales en el BPC previo a la inoculacion de T. hirsuta Bm-2 y RT-1.

FT AR

T. hirsuta Muestra H
(g/L) (g/L) P
BPC-C 2.29+0.06a 2.77+0.09ab  5.03+0.02a
Bm-2 BPC-1E 1.44+0.15b 1.40+0.50bc  4.91+0.02b

BPC-2E  0.78+0.20c  0.48+0.15c  4.85+0.01bc
BPC-C 2.43+0.36a 3.04+0.97a  5.00+0.03a

RT-1 BPC-1IE  1.47+0.06b 1.35+0.36bc  4.91+0.03b

BPC-2E  0.84+0.17c  0.65x0.42c  4.84%0.01c
Nota: Los resultados representan la media (n=3). Letras diferentes en la misma columna indican valores

significativamente diferentes (p<0.05).

Al término del BPC se presentaron variaciones significativas con respecto a los valores iniciales
del pH para todos los experimentos (Figura 3.5). En el caso de Bm-2, los valores de pH finales
para HSR-1E y HSR-2E no presentaron diferencias significativas, contrario a RT-1 que en todos
los experimentos presentaron diferencias significativas en el pH. Este comportamiento de
disminucion en el pH difiere por el reportado por Olguin-Maciel [4] para un BPC con T. hirsuta
Bm-2, en donde se mantiene un pH 5.1 a lo largo de todo el experimento, por consiguiente no le
atribuye algun efecto sobre la produccion enzimatica a-amilasa, sin embargo, el rango de trabajo
de esta enzima en cuanto pH es amplio (pH 3 a 10), dependiendo del microorganismo productor.
Por otro lado, Zapata-Castillo [87] indica la estabilidad de las lacasas de T. hirsuta en un rango de
pH de 3 a 7, con pH déptimo de 4.5. El rango inicial de pH en los BPC para ambas cepas fue de
5.02 — 4.83. El valor de pH alcanzado por Bm-2 al final del BPC fue de 4.52, 4.16, y 4.14; para
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RT-14.18, 4.07 y 3.85 estos para HSR-C, HSR-1E y HSR-2E respectivamente. Para ambas cepas
de T. hirsuta Bm-2 y RT-1, los valores de pH iniciales y finales se encuentran en el rango de

actividad enzimatica a-amilasa y lacasa.

A) 6 ] Inicial B) 6 ] Inicial
| [ Final | [ Final

Figura 3.5 Condiciones de pH en la fraccion liquida al inicio y final del BPC. A) T. hirsuta Bm-2y B) T.
hirsuta RT-1. Los resultados representan la media (n=3) y desviacion estandar. Valores medios con letras
diferentes son significativamente diferentes (p<0.5).

3.2.1 Cinética del contenido de fenoles totales, actividad enzimética y liberacion de azUcares

reductores durante el BPC.

La cinética de concentracion de AR y actividad enzimatica a-amilasa se presentan en la Figura 3.6
y Figura 3.7 para T. hirsuta Bm-2 y RT-1 respectivamente. Durante el desarrollo del BPC se puede
apreciar un aumento en la concentracion de AR. En el dia 9 de incubacion se alcanz6 la maxima
concentracion con Bm-2 de 25.67 y 20.95 g/L para HSR-C y HSR-1E respectivamente, para luego
decrecer ligeramente al final del proceso. Por su parte, HSR-2E alcanz6 su concentracion maxima
(14.48 g/L) hasta el final del BPC al dia 12. Para la cepa RT-1 se presentd un comportamiento
similar, sin embargo, a los 9 dias se obtuvo las maximas concentraciones para HSR-C (34.75 g/L)
y HSR-2E (19.30 g/L) y a los 12 dias para HSR-1E (27.80 g/L).

En cuanto al perfil de la actividad enzimatica a-amilasa, la cepa Bm-2 present6 un comportamiento
similar con HSR-C, HSR-1E y HSR-2E a lo largo del experimento, pero con diferencias en las
concentraciones alcanzadas. Al dia 6 se puede observar un aumento en la actividad enzimatica o-
amilasa donde HSR-1E alcanza la concentracion mas alta (43.20 U./mL), a partir de ahi, se

presento un rapido decrecimiento hacia el dia 9, sin embargo, fue seguido de un rapido incremento
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de actividad hacia el dia 12. Al final del experimento, los valores de la actividad enzimatica para
HSR-C, HSR-1E y HSR-2E no tuvieron diferencia significativa (47.23, 48.63 y 50.30 U,/mL
respectivamente). Respecto a la cepa RT-1, esta presentd un comportamiento similar a la cepa Bm-
2 cuando se utilizd HSR-C. En el caso de HSR-1E y HSR-2E alcanzaron su méaxima concentracion
al dia 9 para luego decrecer ligeramente al final del BPC, alcanzando una concentracion similar a
HSR-C sin diferencias significativas (48.56 U./mL) valor ligeramente menor a los encontrados
con la cepa Bm-2. Estas variaciones de concentracion se podrian atribuir a las diferentes
capacidades enziméticas de T. hirsuta, las cuales se pueden atribuir a que se aislaron de diferentes
hospederos [15,88,89]. Se observo que la cepa RT-1 presentdé una mayor capacidad amilolitica
para la liberacion de AR, contrario a la cepa Bm-2 que mostré una mayor capacidad fermentativa

sobre su capacidad hidrolitica.

El comportamiento de los perfiles de liberacion de AR y actividad enzimatica a-amilasa (Figura
3.6 y Figura 3.7) coinciden con el reportado por Olguin-Maciel y col. [15] y Garza [89] para Bm-
2 y RT-1 respectivamente. Para los AR al dia 8 y 9 se alcanza la mayor concentracion de AR y
coinciden con la disminucidn de actividad enzimética a-amilasa, este comportamiento parece mas
caracteristico de la cepa Bm-2, pero no es tan marcado para la cepa RT-1. Esta disminucién de la
actividad puede ser asociada con la formacion y liberacion de compuestos por parte de las cepas
de T. hirsuta, como pueden ser AR, compuestos fendlicos, etanol y metanol, que al interactuar con

el medio pueden reducir la actividad o desnaturalizar a la enzima [4,90].
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Figura 3.6 Cinética de liberacidn de azlcares reductores y actividad enzimatica a-amilasa de la cepa de
T. hirsuta Bm-2 en BPC de HSR. Los resultados representan la media (n=3) y desviacion estandar.
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Figura 3.7 Cinética de liberacion de azlcares reductores y actividad enzimatica a-amilasa de la cepa de
T. hirsuta RT-1 en BPC de HSR. Los resultados representan la media (n=3) y desviacién estandar.
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En la Figura 3.8 para Bm-2 y Figura 3.9 para RT-1 se puede apreciar la cinética de la concentracion
de FT y actividad enzimatica lacasa durante el BPC, donde ambas cepas presentaron un
comportamiento similar a lo largo del experimento. Debido a las extracciones realizadas existe
una diferencia significativa en la concentracion de FT, siendo secuencialmente mayor en HSR-C,
HSR-1y HSR-2E, respectivamente. Sin embargo, durante el experimento se aprecia una tendencia
de crecimiento en la concentracion de FT hasta el dia 9, posteriormente los valores finales
disminuyeron a niveles similares a los valores iniciales de incubacion. A pesar de ello, el analisis
estadistico indica que, para cada HSR utilizada, no hay diferencia significativa entre las
mediciones realizadas a lo largo del experimento. Esto difiere con lo reportado por Garza [89] para
un BPC con RT-1 el cual presenta un perfil solo de aumento de FT de 0.2 a 0.9 geAGI/L, atribuidos
a la liberacién de compuestos por otras enzimas extracelulares producidas por las cepas [4,89].

El perfil de la actividad enzimatica lacasa fue similar para Bm-2 y RT-1, sin embargo, los valores
de actividad enzimaética son mucho mayores en Bm-2, aproximadamente 30.35 veces mayor que
RT-1 para los valores mas altos al dia 9. En general, la actividad enzimatica presentd un
crecimiento constante hasta el dia 6. Pero para el dia 9 se present6 un rapido un incremento de la
actividad enzimatica, con un promedio de 12.88 veces para los BPC con Bm-2 y de 7.88 veces
para RT-1, con respecto al dia 6. Para el dia 12 los valores decrecieron drasticamente para Bm-2
(6.11 veces) y en RT-1 presentaron un decrecimiento mas moderado (1.47 veces). T. hirsuta es
una cepa capaz de producir enzima lacasa a partir de material lignocelulésico [72,88] en donde se
observa que la cepa Bm-2 produce una mayor concentracion a comparacién de RT-1; de igual
manera, se ha reportado la presencia de la enzima lacasa y su papel en un BPC utilizando como
sustrato harina de semilla de ramén [15,89], donde, con RT-1 se alcanz6 una mayor concentracién
de enzima lacasa a comparacion de Bm-2. En este trabajo Bm-2 produjo una mayor concentracion
de enzima lacasa a comparacion de RT-1, esta discrepancia se puede deber al origen y tiempo de
recoleccion de las semillas de ramoén con las que se obtuvo la HSR, esto se puede apreciar en el
contenido de FT y las diferencias en el contenido de los compuestos fendlicos identificados (Tabla
3.2) con lo reportado [30,31]. Diversos estudios han demostrado que la presencia de compuestos
fenolicos puede generar diversos efectos sobre las cepas, como el aumento, disminucion o
inhibicion del crecimiento de la biomasa micelial [79,91-93], de igual manera el actuar como

agentes inductores o inhibidores de la produccion y actividad enzimatica [72,79,94].
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Figura 3.8 Cinética fenoles totales y actividad enzimatica lacasa de la cepa de T. hirsuta Bm-2 en BPC de
HSR. Los resultados representan la media (n=3) y desviacion estandar.
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Figura 3.9 Cinética fenoles totales y actividad enzimética lacasa de la cepa de T. hirsuta RT-1 en BPC de
HSR. Los resultados representan la media (n=3) y desviacion estandar.
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3.3 Productos generados en el BPC.

Al finalizar el BPC se obtienen diversos productos provenientes de la fase liquida (compuestos
fendlicos, azlcares libres, etanol y metanol) y solida (harina residual y biomasa micelial) los cuales
bajo el concepto de biorrefineria fueron recuperados y posteriormente caracterizados.

En lo que respecta al micelio producido durante el BPC por Trametes hirsuta Bm-2 y RT-1, se
encontrd una disminucion en la biomasa generada con respecto a la HSR utilizada (Figura 3.10).
La produccion méxima fue alcanzada con HSR-C, seguido por HSR-1E y HSR-2E para ambas
cepas, sin embargo, la produccién méxima es diferente, con Bm-2 se obtuvo un 11.81% y con RT-
1 un 9.55% p/p respecto la HSR inicial, este valor se asemeja al reportado por Olguin-Maciel y
col. [15] con Bm-2 del 10% p/p respecto a HSR (equivalente a la HSR-C de este trabajo). La
produccion minima alcanzada fue de 5.67% y 5.71% p/p con respecto a la HSR-2E inicial para
Bm-2y RT-1.

La diferencia en la produccién de micelio entre las cepas se atribuye a las caracteristicas de
crecimiento, en el trabajo de Garza [89] describe que Bm-2 presenta un crecimiento rapido de
micelio vigoroso y algodonoso, en cambio, RT-1 presenta un crecimiento méas lento con presencia
de anillos concéntricos. De igual manera, sus fuentes de aislamiento son diferentes, y su origen
influye en el crecimiento y reconocimiento del sustrato [88,95]; Bm-2 proviene de madera en

descomposicion [72], mientras que RT-1 proviene de la planta viva Acalypha gaumeri [88].

En cuanto, la diferencia de produccién de micelio con respecto a la HSR utilizada; como se
demostré previamente, las extracciones tienen un efecto de remocion de AR, compuestos fenolicos,
materia inorganica y una disminucion en el pH. Por ejemplo, Barchuk y col. [96] encontré una
influencia significativa por parte del pH, temperatura y tiempo de incubacion en el crecimiento y
la actividad enzimatica lacasa producida por T. villosa BAFC 2755, sin embargo, no se encontr
correlacion entre el crecimiento micelial y la actividad enzimatica. Por otro lado, la disponibilidad
de nitrégeno y la relacion C:N juegan un papel importante en el crecimiento del micelio, ya que
con una mayor disponibilidad de nitr6geno se espera una mejor eficiencia en el crecimiento [97];
en la Tabla 3.3 se presenta la disminucion del contenido de nitrégeno y aumento de la relacion
C:N en la HSR debido a las extracciones realizadas, las cuales a menor contenido de nitrégeno
coinciden con una disminucién en la produccion de biomasa micelial. La disponibilidad de AR en

el medio juega un papel importante al presentar una fuente inmediata de energia, asi como la
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presencia de fenoles, taninos y alcaloides afectan al crecimiento [98], por ejemplo, se ha reportado
que la presencia de acido galico incrementa el crecimiento de Cryphonectria cubensis patdgeno
causante de antracnosis (chancro) en eucaliptos [91], por contraparte, se ha reportado que
disminuye el crecimiento de Alternaria solani patdégeno causante de la enfermedad tizon temprano
en el tomate. Este compuesto fue el encontrado en mayor concentracion en las extracciones
realizadas, por lo que su ausencia pudo afectar al crecimiento de las cepas de T. hirsuta. De igual
manera, el agua es un solvente que no es capaz de extraer todos los compuestos fendlicos presentes
en la HSR, por lo que los compuestos no extraidos pudieran jugar un papel en la reduccion de la
biomasa micelial generada. Por consiguiente, al remover dichos compuestos, el hongo se encuentra

bajo condiciones diferentes que se refleja en una disminucion de la biomasa producida.
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Figura 3.10 Biomasa en peso seco del micelio generado por las cepas de T. hirsuta Bm-2 y RT-1 durante
el bioproceso consolidado. Los resultados representan la media (n=3) y desviacion estandar. VValores
medios con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.5).

Se detecto la presencia de cenizas en la biomasa micelial (Tabla 3.5); Bm-2 no presenta variaciones
significativas entre los tratamientos, a diferencia de RT-1, donde el micelio generado del BPC-C
presenta el mayor contenido de cenizas con 8.47% del peso seco, el cual disminuye un 52.53% en
BPC-2. El contenido de cenizas en hongos comestibles varia entre el 1.27% hasta 10.08 % del
peso seco [99,100]; las cepas de T. hirsuta de este estudio se encuentran dentro del rango. Se han
detectado la presencia de diversos elementos no organicos en la composicion de los hongos [101]
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asi como la presencia de compuestos fenolicos [102]. Algunas cepeas de hongo cuentan con
capacidad de biosorcion de metales pesados [103], por lo cual se ha explorado la utilizacion del
micelio seco de T. versicolor en la remocion de compuestos fendlicos presentes en agua de desecho

[104]. Esto podria presentar una posible aplicacion a la biomasa micelial generada durante el BPC.

Con base al andlisis elemental organico del micelio presentado en la Tabla 3.5, se encontraron
variaciones en el contenido de carbono y nitrégeno; no se detectaron variaciones en el contenido
de hidrogeno y no se detecto presencia de azufre. En cuanto al contenido de carbono en ambas
cepas se presentd un comportamiento similar, en cuanto al micelio de BPC-1E y BPC-2E no
presentaron diferencia significativa, pero si con el control (BPC-C); los valores obtenidos se
encuentran dentro del rango del 38% a 57% reportado para los filo (filum) Ascomycota,
Basidiomycota, Glomeromycota, y Zygomycota [105]. En cuanto al contenido de N, RT-1 presentd
un comportamiento de decrecimiento, alcanzando una disminucion del 22.74% en BPC-1E vy del
52.25% para BPC-2E con respecto al control (4.88%) del micelio seco, mientras que para Bm-2 el
BPC-C presentd su mayor contenido de nitrogeno con 4.06%, el cual presentd diferencias
significativas con BPC-1E y BPC-2E. Para ambas cepas, la relacion de C:N aumento con relacion
a los controles, siendo para RT-1 en BPC-2E la que presentd mayor relacion (20.05).

En cuanto al contenido de proteina (Tabla 3.5), se aprecia que el micelio de RT-1 (30.48%)
presentd un mayor contenido de proteina con respecto a Bm-2 (25.39%). Para ambas cepas, el
mayor contenido fue alcanzado en BPC-C y se aprecia una disminucion con respecto a las
extracciones realizadas, de esta manera con BPC-2E se obtuvo el menor contenido de proteina. El
contenido proteico en el micelio varia ampliamente, por ejemplo, en el trabajo de Yu y col. [99]
se analizaron 23 tipos de hongos comestibles, de los cuales se encontrd un rango de variacion del
contenido de proteina desde un 8.46% al 36.87%. Similar, se ha reportado para T. hirsuta un
contenido de proteina del 26.06% [106] vy, en especifico de un 29% para el micelio de T. hirsuta
Bm-2 producido mediante un BPC [4].
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Tabla 3.5 Contenido inorganico (cenizas), proteina y caracterizacion elemental del micelio de las cepas de
T. hirsuta Bm-2 y RT-1 generado en el BPC.

Muestra  Cenizas

Carbono

Hidrégeno

Nitrogeno

Proteina

C:N

BPC-C 6.08+0.73%
BPC-1E 4.55+0.05°

T. hirsuta
Bm-2

BPC-2E 4.35+0.262
BPC-C 8.47+0.01%
BPC-1E 5.31+0.17°

45.60+0.03
46.78+0.43"
46.71%0.04°
44.31+0.12°
46.28+0.16°

7.04+0.01%
7.23+0.23%
7.77£0.26%
6.75+0.08%
6.99+0.28%

4.0620.16°
2.62+0.10°
2.62+0.11°
4.88+0.14
3.77+0.04°

25.39+0.99"
16.37+0.64°
16.3820.66°
30.480.90°
23.57+0.24"

11.23+0.44?
17.88+0.86"
17.84+0.73°
9.09+0.29°
12.27+0.17°

T. hirsuta
RT-1

46.81+0.39° 7.55+0.23% 2.33+0.01° 14.59+0.01¢ 20.05+0.17°

Nota: Porcentaje respecto al peso seco de la biomasa micelial. Los resultados representan la media (n=2) y desviacion

BPC-2E 4.02+0.33°

estandar. Letras diferentes en la misma columna indican valores significativamente diferentes (p<0.05).

Al final del BPC se recuperd la HSR residual. En la Figura 3.11 se presenta el peso seco de la HSR
recuperada. Para T. hirsuta Bm-2 en BPC-C se recupero el 53.14%, para BPC-1E el 67.31% y en
BPC-2E el 66.38% de la HSR correspondiente inicial, estos dos ultimos sin diferencia significativa.
RT-1 presentd un mayor consumo de la HSR, ya que se recuperaron el 40.33, 57.62, 57.23% para
BPC-C, BPC-1E, BPC-2E respectivamente, estos dos ultimos nuevamente sin diferencia
significativa. Sin embargo, estos valores estan por encima del 30% recuperado reportado por
Olguin-Maciel [15] para T. hirsuta Bm-2 con una HSR-C.

Como se evidencié previamente, RT-1 presenta una capacidad amilolitica mayor a Bm-2,
hidrolizando una mayor cantidad de almidén a AR libres en el medio, lo que se refleja en un mayor
consumo de la HSR inicial y por consiguiente una recuperacion menor de HSR residual. Tanto
Bm-2 como RT-1 presentan un mayor consumo de HSR-C en BPC-C, para luego presentar una
disminucion significativa en la utilizacion de la HSR, pero sin diferencia significativa entre BPC-
1E y BPC-2E.
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Figura 3.11 HSR residual recuperada en peso seco al final del BPC con las cepas de T. hirsuta Bm-2 y
RT-1. Los resultados representan la media (n=3) y desviacion estandar. VValores medios con letras
diferentes son significativamente diferentes (p<0.5).

En la Figura 3.12 se presenta la comparativa de la humedad, contenido inorganico (cenizas) y
analisis elemental de la HSR inicial (Tabla 3.3) y la HSR residual obtenido de los BPC con T.
hirsuta Bm-2 y RT-1. Se encontr6 diferencia significativa en el contenido de cenizas entre las
HSR-C, HSR-1E y HSR-2E para Bm-2 y RT-1. Se presento un ligero aumento en el contenido de
cenizas (Figura 3.12 B) del 4.71 — 4.83%, 2.16 — 3.08% y 1.80 — 1.88% con los valores iniciales
de HSR-C, HSR-1E y HSR-2E, para Bm-2 y RT-1, respectivamente. En cuanto al analisis
elemental, se encontr6 una diferencia en el contenido de carbono entre el control y las extracciones
1E y 2E, por contrario, al comparar con la HSR inicial, solamente se encontrd diferencia

significativa entre las HSR control (Figura 3.12 C).

Se aprecia una disminucidn en el contenido de nitrégeno entre las HSR utilizadas. Los controles
mostraron valores significativamente mayores a los tratamientos HSR-1E y HSR-2E para ambas
cepas (Figura 3.12 D). Asimismo, HSR-1E fue significativamente mayor a HSR-2E. Por su parte,
RT-1 alcanzé valores significativamente mayores a los encontrados con Bm-2 en HSR-1E y HSR-
2E, respectivamente. Sin embargo, en la comparativa con HSR inicial (Figura 3.12 D) se aprecia
un aumento en el contenido de nitrégeno para el caso de los controles en ambas cepas. Por otro
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lado, RT-1 presenta en todos los experimentos un aumento significativo en el contenido de N. Este
aumento en el contenido de nitrégeno se puede deber a la presencia de fragmentos de micelio, con
contenido proteico, asi como las enzimas liberadas [15] se encuentran presentes en la HSR residual.
Este hecho se ve reflejado en la relacion C:N (Figura 3.12 E), donde Bm-2 presenta niveles
similares a la HSR inicial y RT-1 presenta una relacion C:N menor. No se encontré diferencia

entre el contenido de hidrégeno.

Estos cambios se pueden atribuir a que al tratarse de una HSR residual proveniente de un BPC
parte del contenido orgénico fue consumido durante el BPC por T. hirsuta para su crecimiento,
produccién enzimatica y fermentacion, por lo que el contenido inorganico y organico presentan
una mayor o menor fraccién porcentual de la biomasa residual en comparativa con la biomasa
inicial. La relacion C:N es importante, por ejemplo, en la digestion anaerdbica para la produccion
de biogas la fuente de carbono afecta al comportamiento fermentativo de los microrganismos
debido al aumento en la generacion de dioxido de carbono y disminucion del pH, mientras el
nitrégeno es un componente esencial para el crecimiento de estos, pero en altas concentraciones
aumenta la formacion de gas amoniaco que propicia el aumento en el pH [107,108]. Es por esto
que se requiere de una relacion C:N 6ptima, la cual se encuentra en el rango de 20-30 [107-109].
Para la produccion de hidrogeno se ha reportado que el C:N 6ptimo ronda entre 30, 47 y 50 [110-
112], por lo que segun la aplicacion planteada la HSR residual 6ptima a emplear varia, ya que los

valores de C:N obtenidos en este estudio estan en un rango de 16.48 a 41.84.
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Figura 3.12 Comparativa de la humedad, contenido inorgéanico (cenizas) y analisis elemental de la HSR
inicial (previo al BPC) y la HSR residual obtenido de los BPC con T. hirsuta Bm-2 y RT-1. No se detect6
la presencia de azufre. Los resultados representan la media (n=2) y desviacién estandar. Valores medios
con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.5).

61



Dada la cantidad de HSR resultante del BPC, se procedi6 a realizar una microscopia electronica
de barrido para observar el efecto de las cepas de T. hirsuta Bm-2 y RT-1 sobre la HSR. En la
Figura 3.13 se presentan los resultados de una microscopia electronica de barrido realizados a la
HSR de BPC de los controles correspondientes de Bm-2 y RT-1. En la harina previo al BPC se
observa claramente los granulos de almidén (en circulo rojo) y sefialados con una flecha naranja
la matriz de fibroproteina, que envuelve a los granulos [15,25], para el caso de la biomasa del BPC
parte superior de la columna de harina dentro del matraz se aprecia la matriz de fibroprotéina
abierta y una ausencia de granulos de almidon, mientras que para la BPC inferior se encuentran
granulos de almidon aun rodeados por la matriz, esto confirma la hipdtesis Olguin-Maciel y col
[15] que la HSR no se hidroliza por completo porque las enzimas no alcanzan a penetrar hasta la

HSR depositada en la parte inferior del matraz.

BPC inferior

Figura 3.13 Microscopia electronica de barrido para la HSR previo al BPC y la HSR residual recuperada
al final del BPC en diferentes secciones del matraz. De flecha naranja la matriz de fibroproteina presente
en la harina y en circulo rojo los granulos de almidon.

Este refleja un area de mejora para la optimizacion del BPC, por ejemplo, se ha explorado la
aplicacidn de agitacion al dia 7 de incubacion en un BPC con RT-1 durante 24 h, con esta estrategia
se alcanz6 un aumento del 38.36% en la concentracion de AR, este efecto se atribuye a que la
agitacion permitié una distribucion homogénea de las enzimas en el sustrato, distribucién de
nutrientes y oxigeno [89] y para un BPC con Bm-2 al aplicar una agitacion se logro disminuir en
24 h el tiempo necesario para alcanzar la concentracion maxima de AR [4]. De igual manera, se
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ha explorado la aplicacion de estrategias de sacarificacion y co-fermentacion simultanea [89] y

fermentacion secuencial [4] obteniendo un aumento del 30% en la produccién de etanol.

Otros productos obtenidos fueron etanol y metanol, cuya concentracion fue medida por
cromatografia de gases en muestras destiladas provenientes del final del BPC (12 dias de
incubacion); los resultados se presentan en la Figura 3.14 y Figura 3.15 respectivamente. La
concentracion maxima de etanol fue encontrada con Bm-2 en BPC-1E con 14.14 g/L, lo que
representa un aumento del 13.21% con respecto al BPC-C; se estim6 una produccion de etanol de
132.58 mL/kg de HSR-1E. Otro efecto obtenido fue la disminucién en un 72.22% de la
concentracion de metanol respecto a BPC-C; de igual manera a partir de BPC-1E se recuperd la
mayor cantidad de HSR residual (Figura 3.11) lo que pudiera indicar que existe una utilizacion
mas eficiente del sustrato, esto dada una mayor actividad enzimética a-amilasa (Figura 3.6), lo que
se ve reflejado en la liberacion de AR, con la cual se esperaria una conversion a etanol conforme
se liberen estos AR, obteniendo de esta manera un etanol con menor presencia de metanol. T.
hirsuta ha demostrado ser un hongo con capacidad de fermentar almidén directamente, alcanzando
capacidades de conversion del 89.2% tedrico [63]. Por otro lado, T. hirsuta Bm-2 ha demostrado
ser capaz de producir etanol a partir de HSR mediante un BPC, obteniendo 123.4 mL/kg de HSR
[15].

Para el caso de T. hirsuta RT-1 presenta una capacidad fermentativa baja e hidrolitica alta con
respecto a Bm-2 [89]. Las extracciones realizadas no tuvieron efecto en la produccién de etanol,
siendo la méaxima concentracion de 4.16 g/L para BPC-2E, pero sin diferencia estadistica contra
BPC-C y BPC-1E. Esto se puede atribuir a que la presencia y ausencia de compuestos fendlicos
no tienen efecto inductor ni inhibidor sobre la produccién de etanol, sin embargo, para la
produccion de metanol si se presentd una ligera disminucién de concentracion para BPC-2E. Para
ambos casos, la exploracion de estrategias como agitacion y/o co-fermentacién podrian ayudar
mejorar la produccion de etanol. Las vinazas generadas durante el proceso de fermentacion deben

ser caracterizadas para su evaluacion como producto precursor en otros procesos.
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Figura 3.14 Produccion de etanol alcanzada al dia 12 de incubacion. Los resultados representan la media
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Figura 3.15 Produccién de metanol al dia 12 de incubacién. Los resultados representan la media (n=3) y
desviacion estandar. Valores medios con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.5).
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Con base a los resultados obtenidos y la nomenclatura propuesta por la Tarea 42 de Bioenergia de
la Agencia Internacional de Energia (AIE) [64], se propone el siguiente modelo de biorrefineria
(Figura 3.16) a partir del fruto de ramon (Brosimum alicastrum) la cual llevaria como
nomenclatura: “Biorrefineria de 3 plataformas (harina de semilla, pericarpio y testa) a partir del
fruto de Brosimum alicastrum para alimento, biocarbdn, biogas, biohidrégeno, compuestos
fenolicos, etanol, fertirriego, inductores y metanol mediante secado, extracciones, bioproceso

consolidado, destilado, digestion anaerobica y pirolisis”.

Este esquema parte del fruto de ramaén, a partir del cual se obtienen 3 plataformas: HSR, pericarpio
y testa. De los cuales, la semilla de ramén fue valorizada en este trabajo, en donde se propone el
uso de las extracciones obtenidas, el micelio y la HSR residual del BPC. Asi mismo, se mencionan
propuestas para los posibles productos a obtener por medio del pericarpio y la testa.

Fruto ramén

Biogas

Etanol

Biocarbon

|
| | Compuestos
| fendlicos

Extraccion

Bioproceso
consolidado

Fertirriego

Harina semilla
ramon residual

{ Etanol } [ Metanol }

Figura 3.16 Modelo propuesto para una planta de biorrefineria a partir del fruto de ramén (Brosimum
alicastrum). Aprovechamiento del pericarpio, testa y harina de semilla de ramén para la produccion de
etanol y productos de valor agregado.

65



CONCLUSIONES

A través de la metodologia desarrollada de una extraccién y doble extraccion se obtuvo el 54.38%

y 94.55%, respectivamente, de los compuestos solubles presentes en la harina de semilla de ramon.

Se demostro la presencia de compuestos fendlicos de interés y azucares reductores presentes en
las extracciones realizadas. Se identificd al acido galico como el compuesto fendlico con mayor
concentracion para 1E y 2E (2.75y 1.19 g/kg de HSR).

Las cepas de Trametes hirsuta Bm-2 y RT-1 fueron capaces de realizar un BPC a partir de la HSR-
C, HSR-1E y HSR-2E sin necesidad de la adicion de agentes externos.

La produccion de etanol y co-productos variaron con respecto a la HSR utilizada. Con las
extracciones se presento una disminucién en la generacidn de biomasa micelial y un aumento en
la HSR residual.

La cepade T. hirsuta Bm-2 presentd una mayor capacidad fermentativa con respecto a RT-1. Con
HSR-1 se alcanzé la mayor concentracion de etanol (14.14 g/L). Esto representa un aumento del

13.21% con respecto a HSR-C, con una menor utilizacion de HSR-1.

Para la cepa T. hirsuta RT-1, la remocidn de compuestos solubles no tuvo un efecto significativo
en la produccion de etanol, sin embargo, presentd una mayor capacidad de sacarificacion con

respecto a Bm-2. Se obtuvieron los mejores resultados con HSR-C.

Mediante un esquema de biorrefineria se propone la utilizacion del pericarpio, testa y la harina de
semilla de ramén como plataformas. Asi mismo, el aprovechamiento de los compuestos solubles
extraidos y los co-productos del BPC como productos de valor agregado o destinacion a otros

procesos para la generacién de mas productos.
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PERSPECTIVAS

Caracterizar el pericarpio y la testa de la semilla de ramén para su utilizacion como materia prima
en la producciéon de productos de valor agregado que contribuyan a mejorar el modelo de

biorrefineria del fruto de ramon.

Explorar la aplicacion de estrategias como agitacion y/o co-fermentacion que podrian ayudar a

mejorar la produccion de etanol al permitir una mejor interaccion entre las enzimas y el sustrato.

Realizar la caracterizacion de las vinazas para su posible aplicacién como fertirriego, produccion

de alimentos para animales, produccién de biogas mediante digestion anaerobia entre otros.

Evaluar los productos obtenidos del BPC en sus posibles aplicaciones.
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