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RESUMEN

La proliferacion masiva de sargazo en las costas del Caribe mexicano ha provocado diversos
problemas ambientales, economicos y turisticos. Este estudio tiene como objetivo obtener
monomeros de carbohidratos como base para la produccion de combustible sostenible de
aviacion (SAF) a partir de biomasa de Sargassum spp. lo cual permitira explorar al sargazo como
materia prima para la produccion de biocombustibles, en particular bioetanol, mediante procesos
de hidrdlisis enzimatica y fermentacion, asi como la obtencion de polioles como precursores en

el proceso de produccion de SAF.

Se realizdé una caracterizacion inicial de la biomasa de sargazo, seguida de un pretratamiento
para mejorar su accesibilidad a las enzimas hidroliticas obteniendo una deslignificacion del 69%.
Ademas, se evalud la hidrdlisis enzimatica utilizando el complejo de celulasa Accellerase 1500
en sargazo pretratado y sin pretratar, variando las condiciones de carga de sustrato y la relacion

enzima/sustrato resultando un rendimiento de sacarificacion del 82.61%.

Posteriormente se ferment6 el hidrolizado de sargazo utilizando la levadura Kluyveromyces
marxianus (Cicy-Ki), con el objetivo de producir bioetanol. Se compararon dos concentraciones
de glucosa en los jarabes fermentados, una derivada del hidrolizado original y otra de un
hidrolizado concentrado obteniendo un rendimiento de etanol del 88% respecto al tedrico.
Ademas, se realizaron pruebas para la produccion de polialcoholes, especificamente manitol
obteniendo 2.24 g/L de manitol a partir de 6.05 g/L de glucosa, utilizando el catalizador Pd/C.

Los resultados de este estudio demuestran el potencial del sargazo como fuente renovable para
la produccion de azucares fermentables y polioles para la produccion de biocombustibles y
productos de alto valor afadido, contribuyendo a mitigar el problema ambiental asociado a la

llegada masiva de esta macroalga a las costas.
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ABSTRACT

The massive proliferation of Sargassum along the coasts of the Mexican Caribbean has caused
various environmental, economic, and tourism-related issues. This study aims to obtain
carbohydrate monomers as a basis to produce sustainable aviation fuel (SAF) from Sargassum
spp. biomass, which will allow for the exploration of Sargassum as a raw material for biofuel
production, particularly bioethanol, through enzymatic hydrolysis and fermentation processes, as

well as the production of polyols as precursors in the SAF production process.

An initial characterization of Sargassum biomass was conducted, followed by a pretreatment to
improve its accessibility to hydrolytic enzymes, achieving a delignification of 69%. In addition,
enzymatic hydrolysis using the Accellerase 1500 cellulase complex was evaluated on both
pretreated and untreated Sargassum, varying substrate load and enzyme/substrate ratio
conditions, resulting in a saccharification yield of 82.61%.

Subsequently, the Sargassum hydrolysate was fermented using the yeast Kluyveromyces
marxianus (Cicy-Ki) to produce bioethanol. Two glucose concentrations in the fermented syrups
were compared: one derived from the original hydrolysate and the other from a concentrated
hydrolysate, achieving an ethanol yield of 88% relative to the theoretical. Additionally, tests were
conducted to produce polyols, specifically mannitol, obtaining 2.24 g/L of mannitol from 6.05 g/L

of glucose using a PdC catalyst.

The results of this study demonstrate the potential of Sargassum as a renewable source to
produce fermentable sugars and polyols for biofuel and high-value-added product manufacturing,
contributing to mitigating the environmental problem associated with the massive arrival of this

macroalgae on the coasts.
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INTRODUCCION

Desde 2011, el incremento de las arribazones de sargazo en las costas del Caribe mexicano se
ha vuelto evidente, generando considerables impactos en los ecosistemas y la salud humana. Se
han identificado dos fuentes principales de origen: el Mar de los Sargazos en el Atlantico Norte y,
mas recientemente, el Gran Cinturon de Sargazos del Atlantico (GASB) [1]. Se considera que
estas arribazones masivas estan influenciadas por factores como las descargas de nutrientes del
rio Amazonas, el aumento de la temperatura superficial del mar y los cambios en la circulacion

oceanica [2].

La presencia de cantidades abundantes de sargazo en playas genera un impacto ecolégico,
economico, y social, esto debido a la rapida descomposicion de la biomasa acumulada en zonas
turisticas, la cual genera compuestos téxicos que pueden infiltrarse a los mantos acuiferos
modificando la composicion y calidad de estos [3]. Por otro lado, las grandes cantidades de esta
macroalga impiden su recoleccion total, por lo que se tiende a utilizar maquinaria pesada que
puede provocar erosion en las playas, asi como destruir nidos de tortugas y otras especies

endémicas [4].

A pesar de la implementacion de protocolos para la recoleccion de sargazo, hasta el momento
no se ha podido consolidar un sistema de almacenamiento eficiente, lo que ha provocado la
movilizacion de contaminacion de un sitio a otro, esto debido al traslado de sargazo de la playa a
tiraderos, manglares o camellones, lo que podria generar mayor dafio ambiental [5].

Por lo anterior se buscan nuevas alternativas para su maximo aprovechamiento, tales como la
produccion de fertilizantes, biorremediacion, industria farmacéutica y cosmética. Por otro lado,
diversas investigaciones sugieren el aprovechamiento de la macroalga en la industria alimentaria,

sin embargo, debido a la capacidad del sargazo de acumular metales pesados aun no es viable
(6].

Una alternativa con gran potencial para el aprovechamiento de sargazo es el sector de los
biocombustibles. Las macroalgas son ricas en carbohidratos y proteinas, por lo que son
candidatas para obtener diversos energéticos como el bioetanol o biogas, entre otros. En estudios
recientes se ha demostrado la presencia de un material recalcitrante tipo lignina, lo cual hace

necesaria la aplicacion de pretratamientos que permitan acceder a la matriz de carbohidratos



presentes en su estructura para facilitar su aprovechamiento al ser transformados a
biocombustibles [6], [7].

Por otra parte, el sector transporte contribuye a la emision de Gases de Efecto Invernadero (GEI)
[8], uno de los principales es el sector aéreo, el cual genera emisiones de compuestos como CO;
(mas de 900 millones de toneladas al afio), ademas de otros contaminantes como metano,
amoniaco y material particulado [9], es por lo que se han buscado alternativas que ayuden a
mitigar los efectos contaminantes propios del uso constante y creciente de estos medios de

transporte [10].

La bioturbosina, o combustible sostenible de aviacion (SAF por sus siglas en inglés), es un
combustible renovable proveniente de insumos de origen biolégico (biomasa), esta constituida
por una mezcla de parafinas e isoparafinas similares a los hidrocarburos presentes en la turbosina

fosil lo que hace posible la mezcla de este combustible renovable con el ya existente [11].

Las estrategias para la produccion de SAF se enfocan en buscar que no compita con el sector
alimenticio (cultivos energéticos). Para esto, se propone el uso de residuos agroindustriales y de
tercera generacion, tal como la biomasa de Sargassum, ya que tiene alto potencial en la

elaboracion de compuestos de valor agregado y biocombustibles.

Estudios previos han reportado la presencia de lignina en el sargazo que arriba al Caribe
mexicano, asi como carbohidratos de celulosa, hemicelulosa y alginatos [5], por lo que se plantea
el uso de esta macroalga como materia prima para la obtencion de carbohidratos como la glucosa,
la cual por medio de procesos de fermentacion e hidrogenacion se pueden convertir en

compuestos precursores para la obtencion de combustible sostenible de aviacion.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 Sargazo pelagico

El género Sargassum pertenece al grupo de algas pardas (Phyla Phaeophyta), las cuales
desempafan un papel importante en los ecosistemas marinos tropicales [12]. Estas macroalgas
son de color marrén oliva o amarillento, presentan un diametro de 20 a 80 cm. Estos organismos
presentan vesiculas llenas de gas compuesto por oxigeno y nitrogeno que funcionan como

flotadores, con un diametro promedio de 1 cm [13].

El desarrollo y la morfologia de muchas algas pardas estan directamente influenciados por las
condiciones ambientales. La reproduccion de esta alga es por medio de fragmentacion
vegetativa, estas crecen en temperaturas entre 24° y 30°C con salinidades de 36 hasta 42 partes
por millén (ppm) y puede duplicar su masa en 10 dias [13], [14].

1.1.1 Origen y distribucion

El sargazo se distribuye en el Atlantico Sur Tropical y el Atlantico Norte, incluye el Mar de los
Sargazos, en un area de 2 millones de kilometros cuadrados [3]. El arribo masivo de Sargassum
a costas del Caribe mexicano se ha observado a partir del 2011, con dos especies predominantes
S. natans y S. fluitans (Figura 1.1) [15].

Figura 1.1: Sargassum pelagico del Caribe mexicano A: S. natans, B: S. fluitans [15].



El Mar de los Sargazos (Figura 1.2) ocupa extensas regiones de masas flotantes, con una
biomasa estimada de entre 4 y 11 millones de toneladas flotantes reportado hasta el 2011,
extendidas en unos 3 millones de km?. El S. fluitans proviene del Mar de los Sargazos, y se ha
registrado desde Bermudas y Virginia hasta el Golfo de México y Colombia, pero también en
aguas del medio oriente, al sur de China y en islas del Pacifico, mientras que S. natans parece
tener una distribucion mas amplia, pues se ha registrado en las costas del Atlantico occidental,

desde Massachusetts hasta Brasil, ademas de Francia, el océano indico hasta Australia [16].

El Mar de los Sargazos se ve limitado por cuatro corrientes: la del Golfo, la del Atlantico Norte, la
de Canarias y la Ecuatorial del Norte. Situado entre las regiones mas productivas del océano,
este juega un papel global importante en cuanto al secuestro de carbono y otros procesos
ecoldgicos. La masa de Sargassum que se encuentra en el Mar de los Sargazos se origina en el
Golfo de Mexico (GoM), en los ultimos anos se han detectado a partir de imagenes satelitales,
masas de Sargassum pelagico en una zona denominada Region de Recirculacién Ecuatorial
Norte (NERR) o Gran Cinturén de Sargazo del Atlantico (GASB) [1], que queda aguas afuera de
Brasil. En esta zona se han hallado grandes acumulaciones que pueden ser transportadas hacia

el este y el oeste con las corrientes, hacia el Caribe oriental y Africa [16].
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Figura 1.2: Principales corrientes en el Atlantico Norte, el Mar de los Sargazos y el Gran
Cinturén de Sargazos del Atlantico; GoM: Golfo de México. Modificado [17].
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1.1.2 Composicion de las macroalgas

La pared celular de las macroalgas (Figura 1.3) suele estar formada por un esqueleto fibrilar
siendo la celulosa el material mas abundante en este esqueleto. En las algas pardas, predomina
el acido alginico (alginato) con cantidades menores de polisacaridos sulfatados (fucoidanos), es
por esto, que la pared celular suele ser gelatinosa, al estar formada de estas dos capas. Tanto

las algas pardas como las rojas contienen grandes cantidades de polisacaridos [14], [18].

Microfibras de celulosa
Red de alginato
Xilo-fuco-glucanos
Xilo-fuco-glucuronanos
Homofucanos

Enlaces glucoproteicos

Figura 1.3: Pared celular esquematica presente en algas pardas con polisacaridos
caracteristicos [18].

Sus pigmentos fotosintéticos son clorofilas A y C y xantofilos (fucoxantina y flavoxantina),
responsables del color amarillo pardo a pardo oscuro. El fucosterol es el principal esterol en esta
especie de algas pardas. Su pared celular contiene ademas de celulosa, acido alginico y sales
sulfatadas. Estos compuestos dan resistencia y flexibilidad al alga, ya que forman geles en la
matriz intercelular, ayudando a resistir tensiones por olas y corrientes marinas, ya que intervienen

en el cambio idnico y ayudan a evitar la desecacion del alga en zonas litorales [19], [20].

La biomasa de sargazo suele tener un bajo contenido de lipidos (0.40% - 1.10%). El principal
acido graso encontrado en esta macroalga es el acido palmitico, constituyendo el 35 al 57.33%
del total de acidos grasos [21].



1.2 Impactos

Las macroalgas son de gran importancia en los ecosistemas acuaticos, debido a su participacion
en los ciclos del C y N. Su presencia y abundancia es controlada por la disponibilidad de luz y el
C inorganico disuelto, ademas de verse influenciadas por factores como la temperatura, salinidad
y concentracion de nutrientes. Cabe destacar que sus requerimientos de N y P son minimos,
ademas han desarrollado un mecanismo para aumentar la captacion de C inorganico cuando son

iluminadas por luz azul [14], [22].

La presencia de Sargassum en el mar puede ser benéfica para ciertas especies marinas como el
pez ledn, tortugas marinas jovenes, pez rey y atun, ya que proporciona alimento y refugio [23].
Ademas, el sargazo es vital para las tortugas recién nacidas vulnerables a los depredadores
oceanicos. En cantidades moderadas, la presencia de algas en la playa puede ayudar a combatir
la erosion, pero en altas concentraciones puede afectar negativamente ya que perturba la
anidacion de tortugas y el retorno de las recién nacidas; ademas de provocar serios dafos
ambientales y disminuir el turismo en la zona afectada. Ademas, las grandes cantidades de
sargazo en flotacion puede impedir la penetracion de luz en el fondo marino, limitando la

fotosintesis en hierbas marinas y corales [23].

1.2.1 Problematica

Durante la dltima década, se han registrado arribazones de Sargassum pelagico, que provienen
del océano Atlantico y que se ha acumulado en las costas del Caribe. Estos arribazones masivos
pueden deberse a una combinacion de procesos que incluyen la eutrofizacion por la
contaminacion humana, los cambios en las condiciones oceanicas y el cambio climatico [3].

La eutrofizacion ocurre principalmente debido a los derrames en el rio Amazonas y en la costa
de Africa occidental, que aportan nutrientes al sargazo y favorecen su crecimiento masivo.
Asimismo, las variaciones en las condiciones oceanograficas, como el aumento de la

temperatura, contribuyen a una mayor proliferacion del sargazo en el mar del Caribe [24].

A partir del 2014 se presentaron grandes arribazones de Sargassum en el Mar Caribe en
temporada de verano. Durante 2018-2019, se registraron alrededor de 20 kg por m? de sargazo
en las costas del Caribe mexicano en los meses con mayor afluencia turistica [25]. Estudios
recientes sefialan la formacion de dos nuevas regiones de retencién y consolidacion de
Sargassum, la primera en la costa occidental de Africa y la segunda en el Atlantico occidental

incluyendo la corriente del norte de Brasil [26].



En 2018, el gobierno de Quintana Roo reportd la recoleccion de 522,226 toneladas de sargazo
de las playas y zonas costeras. La llegada masiva de Sargassum a costas del Caribe mexicano
en la temporada de verano puede afectar la economia de la regién al disminuir la ocupacion
hotelera [27]. De mayo a noviembre del 2019, la Secretaria de Marina (SEMAR) informd una

recoleccion de 85,000 toneladas de sargazo, con una participacion de 22,600 personas [27].

La Universidad del Sur de Florida, a través del laboratorio de oceanografia optica, ha
implementado el sistema de vigilancia de sargazo basado en satélite (SaWS). En la figura 1.4 se
muestra la proliferacion de Sargassum, en el periodo del 2017 al 2022. En todas estas regiones,
la cantidad total de Sargassum aumenté de aproximadamente 14 millones de toneladas en abril
de 2022 a aprox. 18.8 millones de toneladas en mayo de 2022, superando todos los afios de
floraciones observadas anteriormente [28]. De acuerdo con el mapa de la Figura 1.4, junio es el

mes con mayor abundancia de Sargassum, patron que se repite desde 2017.
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Figura 1.4: Abundancia de Sargassum en el Caribe y Golfo de México, afio 2017- agosto 2022,
los colores calidos representan alta abundancia. Modificado [28].



Los efectos de las grandes cantidades de mareas marrones de sargazo (Sbt, por sus siglas en
inglés) en aguas cercanas a la costa generan reduccion de luz y oxigeno en las zonas afectadas
(Figura 1.5), asi como un cambio de pH [3], provocando un aumento parcial en la mortalidad de
especies endémicas de los arrecifes, praderas marinas y degradacion de biomasa subterranea.
En cuanto a la materia que llega a las playas, su rapida descomposicion genera lixiviados con
alto potencial de contaminacion, ya que pudiendo contener compuestos altamente téxicos como
el arsénico, se pueden infiltrar a mantos acuiferos y contaminar cadenas hidrolégicas importantes

para la peninsula de Yucatan [29], [30].
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Figura 1.5: Efectos de la marea marrén de sargazo (Sbt) en comunidades de pastos
marinos en la costa del Caribe mexicano. A: Antes del Sbt, pradera marina en buen
estado, con aguas claras. B: Durante Sbt, lixiviados y particulas de materia organica de
las algas colorean el agua, corales bajo estrés debido a la reduccion de luz, hipoxia y
turbidez. C: Después del Sbt, hierbas marinas y corales cercanos a la costa se pierden,
aumento de materia organica, playas inestables, pérdida de praderas marinas cercanas
a la costa. Modificado [3].



1.3 Usos potenciales

Las algas se han destacado como una fuente de biomasa potencialmente sostenible para la
produccion de materiales de alto valor agregado, a nivel industrial, comercial, farmacéutico, entre
otras, en especial, las algas pardas ya que albergan compuestos con amplia capacidad de

aplicacion, como los fucoidanos, alginatos, lignina, florotaninos [31].

En algunas especies, los alginatos pueden constituir hasta el 20% - 40% del peso seco. Estos
compuestos al ser quimicamente complejos no son rentables para su sintesis quimica, por lo cual
se siguen extrayendo de algas recolectadas. Los alginatos, son polisacaridos utilizados en
diversas industrias, ya que gelifican soluciones acuosas, por lo que pueden ser usados como

aditivos espesantes en alimentos y en la industria textil, farmacéutica, entre otros [32].

1.3.1 Biocombustibles

Son un tipo de combustible energético derivado de fuentes organicas, denominadas biomasa,
esta se obtiene a partir de plantas y otros residuos agroindustriales. Los biocombustibles son
utilizados para sustituir a los combustibles no renovables que se obtienen de materia prima fosil
(petroleo) [33].

Al aumentar la demanda mundial de energia, se han disminuido las fuentes de combustibles
fosiles, es por esto, que los biocombustibles han surgido como alternativa, ya que pueden
producirse por medio de biomasa renovable. Ante esta problematica, las macroalgas pueden ser
una fuente prometedora para la produccion de biocombustibles. El uso de biomasa de macroalgas
presenta ventajas importantes en comparacion con la biomasa terrestre, ya que no hay
competencia por el uso de tierras agricolas, agua dulce y fertilizantes, ademas de no competir

con productos que regularmente se cultivan para consumo humano [18], [31].

Las macroalgas se consideran un recurso renovable y neutro en carbono (C), actualmente se
clasifican como biomasa de tercera generacién que puede utilizarse en la produccién de
bioenergia. Al contar con especies ricas en carbohidratos es adecuada para la produccion de
bioetanol y otro tipo de biocombustibles. Diversos estudios han propuesto rutas potenciales para
la utilizacion de Sargassum como materia prima para la produccion de biocombustibles bajo

esquemas de bioeconomia circular y biorrefineria. [34], [35].



Una forma de clasificar la extraccion de energia es de acuerdo con su procesamiento, en el caso

de las macroalgas obtenemos lo siguiente [36]:

Macroalgas
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biodiesel

Figura 1.6: Métodos de extraccion de energia a partir de macroalgas.

1.3.2 Bioetanol

El bioetanol es un biocombustible liquido, puede producirse a partir de diferentes materias primas
de biomasa. Su numero de octano es 108, es atractivo debido a su naturaleza renovable de base
biolégica, ademas de estar oxigenado (35%), lo que ofrece la posibilidad de reducir las emisiones

de particulas en los motores de encendido por compresion [7].

La biomasa lignoceluldsica, como residuos agricolas y cultivos energéticos son las materias
principales para la produccion de bioetanol de segunda generacién al ser el recurso mas
abundante en el planeta [7]. Otra fuente emergente para el desarrollo de este biocombustible es
el sargazo proveniente de las playas costeras, el cual sugiere ser un material apto para la
produccion de bioetanol por medio de estrategias como un pretratamiento, hidrélisis o
sacarificacion y fermentacion simultanea para terminar con la destilacion. Entre estas propuestas
destacan autores como Aparicio et al [7], [35] quienes lograron la fermentacion de sargazo
mediante un pretratamiento de alta presion el cual disminuy6 la presencia de lignina, dejando

disponible la celulosa para la sacarificacion y fermentacion.
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1.3.3 Biogas

El biogas se compone principalmente de metano (50 -75%) y diéxido de carbono (25% -50%),
otros gases y vapor de agua, se produce a partir de material organico complejo descompuesto
por microorganismos por medio de digestion anaerdbica. Es una valiosa fuente de energia
sostenible, ya que puede utilizarse como fuente de electricidad y calor cuando sea necesario,

ademas puede almacenarse [37].

La digestion anaerdbica es un proceso biolégico degradativo, donde materiales organicos de un
sustrato son convertidos en biogas [37] . Utilizando el proceso de digestion anaerdbica es posible
convertir gran cantidad de residuos en subproductos utiles. En este proceso, mas del 90% de la

energia disponible por oxidacion directa se transforma en metano [38].

Los estudios bioquimicos y microbiologicos realizados hasta ahora dividen el proceso de

descomposicion anaerdbica de la materia organica en cuatro fases o etapas [38]:
e Hidrolisis
e Etapa fermentativa o acidogénica

e FEtapa acetogénica

e FEtapa metanogénica

La utilizacion de Sargassum para la elaboracion de biogas es una alternativa viable, debido a su
alto contenido de carbohidratos. Cabe destacar que los procesos de digestion anaerobia pueden
inhibirse debido a la presencia de polifenoles en el alga, lo cual abre nuevos estudios a futuro

para un 6ptimo tratamiento [39].

1.4 Bioturbosina (SAF)

El término bioturbosina unicamente es utilizado en México como correspondencia al término
usado para combustible de aviacion (turbosina), globalmente conocido como Jet-A1. Otros
conceptos que hacen referencia a este tipo de biocombustible son combustibles alternativos para
la aviacion o combustibles sostenibles para la aviacion (CSA). En inglés se hace referencia a este
tipo de combustibles como alternative aviation fuels, jet biofuel, biojet, green jet fuel y sustainable

aviation fuels (SAF) siendo este ultimo el término mas utilizado a nivel mundial [40].

El SAF es una opcion prometedora para la recuperacion y amplio crecimiento del sector de
transporte aéreo. Este combustible no solo puede producirse a partir de materia prima biolégica,

también existen otras alternativas de obtencion a través de hidrégeno verde, captura de COx, etc.,

11



mediante diversos procesos de conversion [8]. La tecnologia mas madura es el
hidroprocesamiento de triglicéridos (HEFA), ya que se obtienen altos rendimientos. Los insumos
que se han utilizado mayormente para producir SAF, incluyen aceites vegetales (comestibles, no
comestibles y residuales), biomasa lignoceluldsica (residuos agricolas y forestales), asi como

azucares y almidones (residuos agroindustriales) [41].
Entre las especies que producen aceites no comestibles encontramos [41]:

e Jatropha curcas: cultivo energético no alimenticio; puede crecer en suelo improductivo y
en condiciones climaticas desfavorable. Tiene alto rendimiento de aceite y es resistente a
sequias y plagas. Rendimiento de aceite de 26.4 a 56.9% en peso contenido en la semilla.

e Camelina sativa: crece en suelos infértiles, requiere menas fertilizante y puede servir como
un cultivo rotacional; se estima que su semilla tiene un contenido de aceite de 33 a 42%
en peso y un rendimiento por hectarea de 1 tonelada.

e Ricinus communis (Higuerilla): es una planta abundante en todo el pais, se adapta a los
cambios de temperatura; su semilla tiene un alto contenido de aceite 50 a 70%.

e FElaeis guineensis (Palma de aceite): planta con tallo Unico y esbelto, su rendimiento
nacional es de 12.8 toneladas por hectarea, extrayendo hasta el 20% de su peso en aceite

crudo.

Oftra fuente de biomasa son las microalgas, estas son organismos fotosintéticos que convierten
la luz del sol, agua y dioxido de carbono en biomasa y representan el insumo de tercera
generacion para producir multiples combustibles incluyendo SAF. Dada su eficiencia fotosintética
para producir biomasa, tasas altas de crecimiento y gran contenido de aceite (70-85%), se
consideran un insumo importante para producir grandes cantidades de SAF y desarrollarse

sustentablemente en el futuro [42].
1.4.1 Composicion del SAF

La turbosina fosil contiene alrededor de 8 a 16 atomos de carbono y el Jet A un aproximado del
60% de n-alcanos e isoalcanos, estos obtenidos de la destilacion de petrdleo crudo. La
composicion del SAF varia dependiendo de la materia prima y el proceso de produccion, siendo
principalmente los ciclo, iso y n alcanos de 8, 12 o 16 carbonos. Cabe destacar que el contenido
de aromaticos en este tipo de biocombustible es muy bajo o nulo, reduciendo las emisiones de

material particulado durante su combustion [43].
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1.4.2 Procesos de producciéon de SAF

Actualmente existen diferentes tecnologias para la produccion de SAF- Los principales debido a
su certificacion por la ASTM (Sociedad Estadounidense para Pruebas y Materiales, por sus siglas
en inglés) son la sintesis de Fischer — Tropsch (FT), los procesos de hidrotratamiento (HRJ,
Hydroprocessed Renewable Jet) y Queroseno parafinico sintético de alcohol (ATJ-SPK) o alcohol
a turbosina [41], [43].

Para llegar al proceso FT, la biomasa solida es gasificada para obtener un gas sintético conocido
como syngas, posteriormente se somete a sintesis FT para obtener con este paso los SPK
(queroseno parafinico sintético), convirtiendo el gas de sintesis en cadenas hidrocarbonadas.
Esta ruta es la preferida para la produccion de combustibles liquidos a partir de gas natural,

carbén y biomasa [44], [45].

El proceso de hidrotratamiento consta de dos secciones principales; en la seccion reactiva, la
materia prima de triglicéridos se convierte por primera vez en hidrocarburos de cadena larga
lineal, con hidrogeno y un catalizador sélido a alta presion y temperatura, para ello se realizan
reacciones de desoxigenacion y descarbonilacién, generando agua, monodxido de carbono y
diéxido de carbono como subproductos. Los combustibles lineales de cadena larga generados
en el primer reactor entran a un segundo reactor, donde se cortan las cadenas y se produce la
isomerizacion. De esta manera las cadenas de hidrocarburos estan en rango de C8-C16
correspondientes a la composicion del SAF [41].

En cuanto al proceso ATJ-SPK, la materia prima debe ser rica en carbohidratos que a su vez se
puedan descomponer en azucares y convertirse en alcohol, posteriormente el alcohol pasa por
un proceso de deshidratacion, oligomerizacion, hidrogenacion y fraccionamiento teniendo como
producto final parafinas SPK [43].
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La Secretaria de Energia (SENER) en su mapa de ruta tecnoldgica de bioturbosina, menciona

los siguientes procesos de obtencion de combustible sustentable de aviacion [46]:

Procesos de obtencion de Bioturbosina
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Figura 1.7: Procesos de produccion de bioturbosina (SAF) [46].

Para aumentar la sustentabilidad del SAF, es necesario hacer el menor dafio posible al recolectar
y procesar la materia prima. La principal diferencia entre el SAF con respecto a la turbosina de
origen fosil es la ausencia de componentes aromaticos, esto provoca que su densidad esté por
debajo del minimo establecido de acuerdo con las especificaciones requeridas, ya que puede
ocasionar derrames en el circuito de distribucion de combustible. Estas desventajas se ven
mitigadas al mezclar el biocombustible con turbosina fésil. Por esta razén la norma ASTM D7566

establece el uso de mezclas de turbosina fosil + SAF en un rango hasta 50% [45].
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A continuacion, se muestra una tabla con las caracteristicas principales y escala potencial del
SAF obtenida por distintas rutas de procesamiento [10]:

Tabla 1.1: Caracteristicas del SAF obtenido por distintas rutas de procesamiento [10].

RUTA PARA LA COSTO DE
TIPO DE ESCALA
PRODUCCION DE CERTIFICACION MATERIA
MATERIA PRIMA POTENCIAL
BIOCOMBUSTIBLES PRIMA
Biomasa de
ASTM 2009 )
o residuos de
FISCHER - Maximo 50% de
madera y Bajo Muy grande
TROPSCH (FT) mezcla con )
) . agricultura
combustible fosil
(Lignocelulésicos)
Aceites vegetales, Alto para
ASTM 2011 aceites usados de aceites
ACIDOS GRASOS . ) ) .
Maximo 50% de la industria comestibles
HIDROPROCESADOS _ _ _ Media
mezcla con alimentaria, Medio para
(HEFA) o .
combustible fésil  grasas animales, grasas
aceite de algas animales
OLIGOMERIZACION
DE ALCOHOLES EN )
En proceso de Azucares _ )
EL COMBUSTIBLE . ) Medio Media
; certificacion Almidones
PARA LA AVIACION
ASTM
(ATJ)
ASTM 2014 )
HIDROCARBUROS . Azlcares
Maximo 10% de ) _ )
DIRECTOS DEL Materiales Medio Media
. mezcla con .
AZUCAR (DSHC) ) ) celuldsicos
combustible fosil
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1.4.3 Normatividad

La ASTM es una de las organizaciones internacionales de estandares mas grande del mundo. El
trabajo de ASTM se aplica desde el acero hasta la sostenibilidad, incluyendo los combustibles,
en este caso el SAF. Debido a la creciente demanda de combustible de aviacion, se ha planteado
el uso del biocombustible alternativo, por lo cual, la ASTM el 11 de junio de 2011 aprobé la mezcla

de hasta 50% de SAF en motores de aviones comerciales y militares [47], [48]

El sector de la aviacion prevé un incremento anual de un 5% de 1990 a 2050, por lo que la
utilizacion de combustible para la aviacion incrementara un 3% en el mismo periodo. Al ser una
de las industrias con mayor impacto ambiental en cuanto a las emisiones de GEIl, este sector se
ha comprometido con la estabilizacion de emisiones, por lo que se pretende el mejoramiento de

eficiencia de motores para lograr cero emisiones netas al afio 2050 [41].

Por su parte, Estados Unidos, por medio de la Administracion Federal de Aviacion (FAA)
establecio la meta de consumir 3750 millones de litros de SAF cada afo a partir del 2018 [46]. En
cuanto a produccion, México ha tratado de alinearse con las iniciativas mundiales, pero aun no
existe una estrategia para desarrollar y producir SAF en el pais. Segun el volumen de pasajeros
en 2022 (107 millones), México necesitaria invertir en la construccion o adaptacion de al menos

cuatro refinerias dedicadas a la produccion de SAF [49].

La conformacion del CEMIE Bio Cluster Bioturbosina fue otro esfuerzo dirigido a establecer un
consorcio de innovacion en el tema. Este organismo impulsaba la investigacion y desarrollo
tecnologico mediante la integracion de capacidades y recursos en tres areas: obtencion de
biomasa, proceso de transformacion y mercado de aviacion, sin embargo, no llegé a consolidarse
[46].

Unos de los primeros esfuerzos de México para impulsar el uso de energias limpias son la Ley
de Desarrollo y Promocién de los Bioenergéticos y la Ley para el Aprovechamiento de Energias
Renovables y el Financiamiento de la Transicion Energética (LAERFTE), la cual fue abrogada en
2015 y en su lugar se expidi6 la Ley de Transicion Energética (LTE) [50], [51].
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1.5 Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica es el material biorrenovable mas abundante en el planeta. Consiste
en una matriz compleja, compuesta principalmente por polisacaridos, polimeros fendlicos y
proteinas que constituyen la parte esencial de las paredes celulares de plantas. Esta biomasa
posee una estructura espacial compleja en la cual la celulosa (un carbohidrato polimérico) se
encuentra envuelta por una densa estructura formada por hemicelulosa (otro carbohidrato
polimérico) y lignina (un compuesto aromatico) [52], [63], esta conformacion requiere de la
remocioén y/o modificacion de la lignina para poder acceder a los carbohidratos, para lo cual la
biomasa debe ser sometida a pretratamientos especificos en funcién de las caracteristicas de la

biomasa.

1.5.1 Pretratamientos

La conversion bioquimica de la biomasa lignocelulésica requiere el uso de pretratamientos, ya
que cuenta con una estructura polifendlica (lignina) que impide su aprovechamiento. La lignina
protege de ataques microbianos y da rigidez a las plantas, por lo que es un material dificil de
procesar. Asimismao, mantiene unida a la celulosa y hemicelulosa en la estructura lignocelulésica.
Por lo tanto, la accion del pretratamiento permite la degradacion/modificacion de la lignina,
exponiendo a la celulosa y hemicelulosa a las enzimas que convierten los carbohidratos
complejos en azucares simples. Los pretratamientos quimicos incluyen métodos acidos,
alcalinos, de deslignificacion oxidativa y con solventes acidos organicos como el acido aceético.
En general, los pretratamientos quimicos son altamente selectivos para materias primas
especificas [52], [54].

Los pretratamientos oxidativos facilitan la ruptura de estructuras aromaticas, la sustitucion
electrofilica, la separacion de cadenas laterales y la apertura de enlaces éter alquil-arilicos. En
este proceso, el peroxido de hidrégeno (H202) se transforma en radicales hidroxilo (OH"), que
actuan sobre la biomasa. Sin embargo, el mecanismo es menos selectivo, lo que provoca
pérdidas de hemicelulosa y celulosa durante el tratamiento [55].

1.6 Hidrdlisis enzimatica/ sacarificacion

Como se ha mencionado, el pretratamiento es un paso importante, seguido de la hidrdlisis y la
fermentacion de la biomasa pretratada. La hidrélisis de los polisacaridos involucra el rompimiento

de las cadenas de carbohidratos para producir azucares simples. En el caso particular de la
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celulosa y hemicelulosa, se produce glucosa y xilosa, respectivamente. Para hidrolizar |la celulosa,
en principio, pueden emplearse enzimas o compuestos quimicos. Sin embargo, la tendencia
actual se orienta a la hidrdlisis enzimatica debido a su factibilidad, mientras que la hidrdlisis
quimica requiere de soluciones con altas concentraciones de quimicos (acidos, alcalis o sales),

lo cual no es apropiado para el crecimiento de los microorganismos fermentantes [52], [56].

El tratamiento enzimatico involucra varias enzimas comerciales como celulasas: endoglucanasas,
celobiohidrolasa y celobiasa, amilasas, entre otras. Este tipo de hidrdlisis presenta diversas
ventajas; requiere menos energia, las condiciones de operaciéon son suaves (pH 4.5-5.0) a
temperaturas de 40-50°C, no hay problemas de corrosion y son de baja toxicidad [53].

1.6.1 Fermentacion

Es un proceso catabdlico anaerobio en donde ocurre la degradacion de moléculas organicas
como la glucosa para obtener energia [57]. La fermentacion alcohdlica (Figura 1.8) comienza en
la conversion de moléculas de glucosa en piruvato (glucdlisis), posteriormente el piruvato es
transformado en acetaldehido gracias a la accion de enzimas piruvato descarboxilasas (PDC),
después con ayuda de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADC) se forma etanol, el cual se

considera como un residuo metabdlico de la extraccion de energia a partir de la glucosa [58].

Debido a la presencia de hexosas y pentosas (azucares de 6 y 5 carbonos) la fermentacion optima
de hidrolizados lignoceluldsicos se dificulta, ya que, en su mayoria las levaduras utilizadas como
Saccharomyces cerevisiae solo fermentan hexosas [58], por lo que se han desarrollado diversas
estrategias para resolver este problema entre las que tenemos la fermentacion en Co-cultivo,
fermentacion secuencial (SF), sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF) y bio- proceso
consolidado (CBP). Estas estrategias plantean resolver el problema de consumo de pentosas
realizando la reaccidon de hidrolisis y fermentacion en un mismo reactor con cepas capaces de
fermentar hexosas y/o pentosas. Siendo el CBP la mas eficiente, ya que un organismo puede
producir enzimas y fermentar en el mismo reactor, esto con ayuda de técnicas de biologia

molecular [59]:
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Figura 1.8: Rutas metabdlicas para la produccion de etanol por medio de levaduras [58].

1.6.2 Levaduras

Son hongos unicelulares (reino Fungi), se reproducen asexualmente por gemacion y fision. Estos
microorganismos son utilizados en la produccion de pan, cerveza y productos fermentados.
Tienen alta importancia cientifica, industrial y alimenticia, siendo Saccharomyces cerevisiae la
especie con mayor importancia biotecnolégica utilizada principalmente para la fermentacion

alcohdlica [60].

Una de las levaduras que ha sido adoptada por las industrias es Kluyveromyces marxianus, ya
que posee caracteristicas beneficiosas para su aprovechamiento como la capacidad de utilizar
una amplia gama de azucares, incluida la lactosa y la inulina, esta levadura puede ser aislada en
diversos habitats, como aguas residuales de industrias azucareras, y plantas. Una de estas
fuentes es el henequén, de la cual se aisl6 una cepa de esta levadura, la cual se nombroé Cicy-Ki
[61], [62].

Esta levadura se caracteriza por su termotolerancia a temperaturas entre 44 y 52°C, tolerancia a
los acidos y tiene una tasa de crecimiento mayor que Saccharomyces cerevisiae. Debido a esto,
Kluyveromyces marxianus ha mostrado resultados prometedores en la produccion de etanol
lignocelulésico, empleandose con éxito en procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneas
SSF, ademas ha mostrado aplicaciones potenciales en la produccion de hidrocarburos

aromaticos [63].
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1.7 Hidrogenacion de azucares

El proceso de hidrolisis enzimatica descompone cadenas largas de carbohidratos en azucares
simples [52]. Estos azucares pueden ser fermentados o transformados en otros compuestos
mediante reacciones quimicas. Ademas de la produccion de etanol a través de la fermentacion,
los azucares pueden convertirse en polioles, compuestos de gran interés industrial que no

requieren pasar por el proceso de fermentacion.

1.7.1 Polioles

Los alcoholes de azucar o polioles son precursores de una amplia variedad de productos de
interés. Estos poseen grupos hidroxilo que pueden ser transformados para obtener compuestos
de mayor valor agregado. Los polioles derivados de biomasa (Figura 1.9) con mayor importancia
e interés son el sorbitol, manitol, y xilitol, estando presentes en diferentes areas en la industria.
El sorbitol y manitol se obtienen mediante hidrogenacion de glucosa, fructosa y manosa, mientras
qgue el xilitol es derivado de la conversién de la xilosa, estas reacciones son llevadas a cabo en

presencia de catalizadores [64].

OH OH OH OH
OH OH OH OH OH
A _OH
HO™™N M Ho ™ HO oH
OH OH OH OH OH OH

rbitol Manitol Xilite

Figura 1.9: Polioles derivados de los principales azucares presentes en la
biomasa lignocelulésica [64].

1.7.2 Catalizadores

Los catalizadores reducen la energia de activacion de una reaccion al alterar el mecanismo de
reaccion, algunos catalizadores permiten la formacion de productos especificos al tener acceso
preferencial a distintos productos. Existen catalizadores homogéneos y heterogéneos, los

homogéneos suelen requerir condiciones de reaccién mas suaves y se encuentran en la misma
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fase que los reactivos, mientras que los heterogéneos destacan por su ventaja en la separacion

de productos ya que suelen ser sélidos o reactivos gaseosos [65].

Los sistemas cataliticos utilizados para la hidrogenacion de carbohidratos comparten dos
componentes principales; un catalizador de metal de transicion (Pt, Ru, Ni, Pd), y un acido diluido
o material de soporte sélido con suficiente acidez (carbono oxidado, silice-alimina o zeolitas
acidas) [66] .

El catalizador empleado a nivel industrial para la produccion de polioles es el Niquel Raney,
debido a su bajo costo, sin embargo, la lixiviacion de la fase activa del catalizador hace que se

incremente el costo en las etapas de purificacion del producto final [64].

Los catalizadores de Paladio (Pd) son empleados en variedad de reacciones organicas de
hidrogenaciones de hidrocarburos. Este metal, es capaz de reaccionar con el hidrogeno y
adsorberlo hasta 900 veces su propio volumen, por lo cual se considera un catalizador eficiente
[67].

1.8 Bioeconomia y economia circular

La bioeconomia consiste en la produccion y utilizacion de recursos bioldgicos teniendo el
conocimiento de principios que puedan innovar para brindar bienes y servicios de una forma
sostenible, esto engloba desde industrias alimentarias hasta bioenergia y biocombustibles. El
concepto de bioeconomia va mas alla de la economia circular, haciendo hincapié en la
innovacion, funcionalidad y propiedades de los productos, siendo parte independiente del

concepto de economia circular [68].

Por otro lado, la economia circular es un sistema de aprovechamiento de recursos donde se
busca disminuir la produccién al minimo indispensable y cuando sea necesario, con el fin de
extraer, producir, consumir, reparar, reusar y reciclar. De acuerdo con la definicion [69], la
economia circular contempla desde el principio todo el circuito de la cadena de valor (Figura 1.10),
tomando en cuenta el uso de los materiales, disefio del producto, forma y modelo de produccion,
consumo de energia, modelo de consumo y distribucion del proceso productivo [70].

El concepto de economia circular presenta una gran relevancia en la evolucién de la economia
global como una alternativa a la economia lineal que ha sido principalmente adoptada en el
pasado. El sistema de economia circular proviene de la generacion de recursos, optimizando la

sostenibilidad y favoreciendo al medio ambiente [52], [70].
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Al ser un concepto global, incorpora diferentes significados, a pesar de tener diversos puntos, se
puede resumir en la elaboracion de planes de acciéon definidos apoyados por indicadores
especificos [71]. Las fortalezas del sistema de economia circular se dirigen a eliminar los
desperdicios de la cadena de valor para lograr el beneficio cuantificable de reducir los costos
directos de materiales y disminuir la dependencia de recursos. Asimismo, su incorporacion en la
fase de investigacion y desarrollo da lugar a la fabricacion de tecnologias de mayor calidad y
duracion. Por otro lado, debido a los procesos a lazo cerrado, la economia se encuentra menos
expuesta a las fluctuaciones de precios de materias primas resultando en un uso mas eficiente

de los recursos en términos de volumen y valor [52].

Produccién : B
1{Produccion

/ - | Beneficios econémicos |

Cadena de suministro de un solo nivel Cadenas de suministro multinivel

Figura 1.10: Cadena de suministro de un solo nivel a sistema de cadena de
suministro multibucle [70].

En este sentido, la produccidn sostenible de SAF a partir del sargazo se alinea con los principios
de la economia circular, ya que permite aprovechar esta macroalga sin recurrir a recursos fosiles
como materia prima. Este enfoque no solo da un valor util al sargazo, sino que también contribuye
a la limpieza de las playas, produce una variedad de productos de interés a través de su

procesamiento, y reutiliza los residuos generados durante la transformacion de la biomasa [72].

1.8.1 Economia del SAF

El transporte aéreo va en constante crecimiento, se calcula que la demanda mundial de pasajeros
por trafico aéreo ha aumentado un 7.4% en 2018. Las proyecciones a 2031 indican un aumento
en la flota de aviones en 28, 200 unidades nuevas tanto para pasajeros como para carga,

estimando para 2036, 7,800 millones de personas viajando en este medio de transporte [73].

México consume mas de 3 200 millones de litros anuales de combustible de aviacion, que se

distribuye en 62 aeropuertos [74]. Aeropuertos y Servicios Auxiliares (ASA) opera, administra,
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construye y conserva aeropuertos, esta empresa paraestatal es la encargada de prestar servicios
de suministro de combustibles en la republica mexicana. En su catalogo de precios y servicios se
encuentra la férmula de calculo para el cobro del SAF, la cual muestra el costo del BioKPS (Bio-

Queroseno Parafinico Sintético) se integra por los siguientes elementos [75]:
BKPS=G+E+R+P+T+3S
G = Costo del grano/semilla LAB origen

E = Costo de la extraccion de aceite LAB en planta, incluyendo el proceso de limpieza fisico
quimico del mismo para el cumplimiento satisfactorio de las especificaciones de calidad

requeridas para su refinacion.
R = Costo de la refinacion del aceite vegetal LAB planta

P = Costos de produccion, que incluyen los relacionados al control de calidad, costos de
transporte (del lugar de la compra de la semilla al almacén de la aceitera + de la aceitera a la
Estacion de Combustibles de transicion + de la Estacion de Combustibles de transicion a la
frontera + de la frontera a la biorrefineria). Asimismo, incluyen otros costos como manejo de
contenedores o isotanques, asi como todas aquellas acciones, elementos, equipos y servicios
necesarios para la verificacion de la calidad y certificacion del Bio-keroseno Parafinico Sintético
(BioKPS), de acuerdo con la especificacion ASTM Internacional D7566 ultima version.

T = Costos de transporte, son los costos asociados con el traslado de la refineria a la granja de

almacenamiento designada por ASA.

S = Servicios adicionales, representan aquellos costos de naturaleza administrativa y legal no
relacionados directamente con la produccion del biocombustible, tales como impuestos y
gestiones aduanales por exportacion e importacion de producto.
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JUSTIFICACION

En los ultimos anos, la llegada masiva de sargazo a las playas del Caribe mexicano ha generado
serias preocupaciones ambientales, econdmicas y sociales. Aunque esta alga no representa una
amenaza directa en su forma fresca, la acumulacion en grandes cantidades en las costas afecta
negativamente los ecosistemas, ya que al descomponerse produce lixiviados altamente
contaminantes que alteran la biodiversidad marina y pueden impactar la salud humana. Esto

también tiene repercusiones en la industria turistica, que es fundamental para la economia local.

Dado que el sargazo es una fuente rica en carbohidratos y otros compuestos de valor, su
aprovechamiento mediante biotransformacion ofrece una oportunidad para reducir su impacto
negativo, generar valor econémico y promover una economia circular. Transformar estos
carbohidratos en precursores de combustibles sostenibles para aviacion (SAF, por sus siglas en
inglés) contribuiria a mitigar la acumulacion de sargazo en las costas, reduciendo su impacto
ambiental y aprovechando esta biomasa en una aplicacion con gran potencial de sustentabilidad,

ademas de ayudar a disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero.

El CO, es el principal gas emitido por la industria del transporte, que genera el 75% de las
emisiones globales de gases de efecto invernadero. En México, este sector aporta el 25.1% de
las emisiones nacionales, segun el Instituto Nacional de Gases de Efecto Invernadero [76]. Con
el crecimiento de la demanda de transporte aéreo, se han implementado estrategias para
incorporar una fraccion creciente de SAF en la turbosina fosil. En México, por ejemplo, se
desarrollé el “Plan de Vuelo para los Biocombustibles Sustentables” en 2010 y 2011, el cual
establece que el SAF puede reducir las emisiones de GEIl en mas del 50% en comparacion con
la turbosina fésil. Por ello, a nivel mundial se busca incrementar gradualmente la proporcion de
SAF en los vuelos, con la meta de alcanzar un 50% para el 2050 y lograr vuelos con un 100% de

SAF en las proximas décadas en aviones preparados para Su uso.

24



HIPOTESIS

El proceso de bioconversion aplicado en la biomasa de Sargassum spp. generara carbohidratos
que pueden ser utilizados como precursores en la produccion de bioturbosina.

OBJETIVO GENERAL

Obtener monémeros de carbohidratos como base para la produccion de bioturbosina a partir de

biomasa de Sargassum spp.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la materia prima (Sargassum spp.) mediante la cuantificacion de
carbohidratos y lignina.
Evaluar el efecto de un proceso oxidativo sobre la conversion de la biomasa de sargazo.
Hidrolizar enzimaticamente el sargazo pretratado con un proceso oxidativo.

4. Caracterizar la biomasa sodlida residual y fraccion liquida obtenida de la hidrolisis
enzimatica.

5. Establecer una ruta de produccion de bioturbosina a partir de los productos obtenidos.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Estrategia experimental

Para la ejecucion de este trabajo se propuso la siguiente ruta para la obtencion de compuestos

precursores de bioturbosina a partir de Sargassum spp.:

Sargazo

Y

Acondicionamiento

Caracterizacion

Y

Pretratamiento oxidativo

¥

Sargazo tratado

Caracterizacion

¥

Hidrolisis
‘ enzimatica ’
Caracterizacién Biomasa Fraccion liquida

residual

Fermentacion |
l Hidrogenacion
v
Bioetanol Polioles

Figura 2.1: Estrategia experimental para la obtencién de compuestos precursores de bioturbosina
(SAF).

26



2.2 Colecta y acondicionamiento de la biomasa

El sargazo se colecté en el noroeste de Quintana Roo, México en mayo 2022 y 2023 (figura 2.2),
el muestreo se realizé a 150 metros de la orilla de la playa. La muestra recolectada se almaceno
a 4°C hasta su posterior acondicionamiento.

Mar
Caribe

Figura 2.2: Sitio de colecta de la biomasa de sargazo en las Costas
del Caribe mexicano [3].

La materia prima (BS) se lavo con agua potable con el fin de retirar restos de arena y sales que
pudiera contener y fue expuesta al sol por 24 horas. El material seco se molié con un molino
Pagani Serie 25 y se paso por tamices de tamafio de malla 50 y 20 obteniendo particulas entre
300 y 850 micras. El material tamizado se almacen6 en bolsas herméticas a temperatura
ambiente hasta su analisis [5], [53].
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2.3 Caracterizacion de la biomasa

2.3.1 Contenido de humedad y cenizas

La determinacion de humedad se llevd a cabo por medio del protocolo NREL/TP-510-42622 [77].
Para esto se coloco un crisol de porcelana a peso constante durante 4 horas a 103 °C en un
horno Binder. Posteriormente se registré su peso en una balanza analitica OAHUS Pioneer® y
se agregaron 0.5 g de sargazo seco en el crisol. Enseguida, el crisol con la muestra se coloco en
un horno “Binder” hasta obtener el peso constante del recipiente mas la muestra. Una vez
registrado ese peso, se obtuvo el contenido de humedad (%H) de la muestra mediante la

siguiente formula [5]:

(Peso crisol + muestra humeda) — (Peso crisol + muestra seca)
*

(%H) = 100

Peso de la muestra

El contenido se cenizas se realizd por triplicado, introduciendo el crisol a peso constante con la
muestra a una mufla “Vulcan 3-550" con programa de rampas, la cual se calenté a 105°C a
temperatura constante por 12 minutos, posteriormente se manejaron dos incrementos; uno a 250
°C por 30 minutos y luego 575 °C por 3 horas. Una vez terminado el proceso, el crisol se enfrio
en un desecador por una hora para después registrar el peso de las cenizas con ayuda de una
balanza analitica.

El porcentaje total de cenizas fue calculado por medio de la siguiente formula [5]:

(Peso crisol+cenizas)—Peso crisol i
g muestra

%Cenizas totales = 100

2.3.2 Anadlisis elemental CHNS

La muestra se triturd hasta obtener un tamano de particula inferior a 0.5 mm y se mantuvo a 70°C
por 24 horas para eliminar la humedad. Se colocaron 8 mg de muestra dentro de un recipiente
de estano. La determinacion se realizé en un equipo Thermo Scientific modelo Organic Elemental
Analyzer Flash 2000, con el software Eager Xperience version 1.4. Esto se llevo a cabo por
duplicado antes y después del pretratamiento e hidrolisis enzimatica [5].
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2.3.3 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Las muestras se analizaron en un espectrometro Burker modelo FT-IR Tensor I, el analisis se
realizo en Reflexion Total Atenuada (Platinum ATR) y se obtuvieron los espectros a una

resolucion de 4 cm™ con 32 escaneos en la regién de 4000-500 cm™ [78].

2.3.4 Cuantificacion de lignina y carbohidratos

Para el analisis del contenido de lignina y carbohidratos se realizd una hidrdlisis con acido
sulfurico (H2S04) al 72% (v/v) siguiendo el método NREL/TP-510-4268 [79] el cual consiste en
pesar +500 mg de muestra en tubos de ensayo de 25 mL, posteriormente se agregaron 5 mL del
acido sulfurico y se agité en agua a 35 °C por una hora. Transcurrido el tiempo la mezcla se
traslado a un frasco de almacenamiento de 250 mL con taparrosca, posteriormente se afadio
agua destilada hasta alcanzar un peso de 148.7 gramos. Los frascos se llevaron a una autoclave

por una hora a 121 °C para completar la reaccion.

Para recuperar la fraccion solida, las muestras se filtraron con filtros Gooch poro “M” previamente
a peso constante, recuperando la fase liquida y lavando de tres a cuatro veces para retirar
residuos del acido. Los filtros con la fraccion solida fueron secados en un horno “Binder” a 105
°C hasta alcanzar un peso constante, para luego pesarlos y calcular el contenido de lignina

mediante la siguiente formula:

(Peso filtro + muestra seca) — (Peso filtro)
*
g muestra

%Lignina = 100

2.3.5 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La fraccion liquida fue usada para cuantificar los carbohidratos presentes en las muestras de
sargazo mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC-High Performance Liquid

Chromatography) [5].

Para llevar a cabo el procedimiento, se utilizé una columna Metacarb 87H 300 x 7.8 mm (Aglient)
bajo las condiciones siguientes: Fase moévil H2SO4 (0.005M), flujo 0.4 mL/min, temperatura del
detector a 35 °C, temperatura de columna 50°C, las muestras se filtraron usando una membrana

de 0.45 pL (Aglient), se inyectaron 20uL de muestra.
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Figura 2.3: Cromatografo Liquido de Alta Resolucion HPLC con columna
Metacarb 87H 300 x 7.8 mm (Aglient).

2.4 Pretratamiento

Se realizd un pretratamiento para facilitar los procesos de aprovechamiento mediante la
disminucion de lignina utilizando una solucion de H.O. como agente oxidante a una concentracion
del 10% (v/v), con una carga de trabajo del 10% (w/v), se mantuvo en constante agitacion por 3
horas a 40 °C y 150 rpm. Luego, se filtr6 la solucion lavando la parte sélida y recuperando la

fraccion liquida, para posteriormente analizar ambas fracciones recuperadas [80].

b |

A) B)

Figura 2.4: Deslignificacion oxidativa de Sargassum spp. A) Sin pretratamiento; B) Aplicacion
de pretratamiento; C) Sargazo pretratado.

El funcionamiento del tratamiento se evalué por medio de hidrdlisis acida y HPLC, la fraccién
liquida obtenida por efecto del pretratamiento se almaceno a 4°C para su caracterizacion por
cromatografia liquida, mientras que la biomasa solida o sargazo deslignificado (SP) fue utilizada

para el proceso de hidrdlisis enzimatica.
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2.5 Actividad celulasa (FPU)

La actividad celulasa del complejo enzimatico esta disefiada para medirse en unidades de papel
filtro (FPU) por mililitro de soluciéon enzimatica y se determiné usando la metodologia del
Laboratorio Nacional de Energia Renovable (NREL/TP-510-42628) [81]. Como sustrato se
utilizaron tiras de papel filtro Whatman N°1 de 1 x 6 cm, con un peso aproximado de 50 mg, las
cuales se colocaron en tubos de ensayo con 1 mL de buffer de citratos 0.05 M, pH 4.8 y se
incubaron a 50°C por 10 minutos. Posteriormente se afiadieron 0.5 mL de enzima diluida 1:20 a
cada tubo y se incubaron a 50°C por 60 minutos; pasado el tiempo de incubacion se agregaron
3 mL de reactivo DNS y se hirvieron por 5 minutos junto con los blancos de glucosa a diferente
concentracion (6.7, 5, 3.3, 2 mg/mL). Terminado el tiempo de reaccion se dejaron reposar los
tubos y se tomaron 0.200 mL de reaccion revelada con 2.5 mL de agua destilada para su lectura

en el espectrofotometro a 540 nm.

2.5.1 Hidrodlisis enzimatica

El sargazo deslignificado (SP) se sometié a una hidrolisis enzimatica. Se utilizé el complejo de
enzimas celulasa Accellerase ® 1500 adquirido de Dupont. Este coctel enzimatico contiene
actividades enzimaticas exoglucanasa, endoglucanasa, hemicelulosa, beta glucosidasa entre
otras, (tiles para la hidrdlisis de la celulosa [82].

Las reacciones enzimaticas se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL, utilizando cargas
de trabajo de 1%, 3% y 5% (p/v). Se utilizé una relacién enzima/sustrato de 0.125, 0.25 y 0.5
mL/gramo de biomasa (10.27, 20.55 y 41.11 FPU/g biomasa) y buffer de citratos 0.05 M a un pH
de 4.8 [83]. Las muestras permanecieron en agitacion por 24 horas a 50°C a 150 rpm. Se tomo
una muestra de los ensayos cada tres horas, a partir del tiempo de incubacion para medir
azucares reductores por el método DNS [84]. Cada ensayo se llevd a cabo por triplicado con una

nomenclatura de identificacion.

Posteriormente cada muestra fue filtrada con un embudo Blichner con papel filtro, conectado a
una bomba de vacio recuperando la fase liquida (hidrolizado de sargazo) para su posterior
analisis DNS y HPLC. El sdlido remanente se mantuvo a peso constante en un horno “Binder”,
para posteriormente pesarlo y evaluar la degradacion de la biomasa. Se repitid el mismo
procedimiento para la hidrolisis enzimatica de sargazo sin pretratamiento, cada ensayo se evalué

por triplicado.
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2.5.2 Cinética enzimatica

Para evaluar la cinética enzimatica del complejo Accellerase® 1500 (Dupont) sobre la biomasa
de sargazo, se prepard una serie experimental. Se evaluaron las diferentes cargas solidas
utilizadas para la hidrdlisis enzimatica (0, 0.5, 1.5, 2.5 g PSB) con las respectivas cargas
enzimaticas: 0.125, 0.25 y 0.50 mL de enzimal/g sargazo pretratado. Todos los experimentos se
llevaron a cabo a 50 °C y pH 4.8 durante 24 horas. La concentracion de glucosa a lo largo del
tiempo se determind mediante el método de Miller [84]. Los datos experimentales se ajustaron al
modelo de Michaelis-Menten utilizando el software MATLAB con la funcion “Ajustar modelo de
regresion no lineal” para estimar los coeficientes Vmax ¥ Km, junto con métricas estadisticas

estandar como el error cuadratico medio y R? para evaluar el ajuste del modelo.

_ Vmax [S]
Km + [S]
Donde:
V: la velocidad de reaccion
Vmax: €s la velocidad maxima de la reaccion
[S]: concentracion del sustrato

Km: Constante de Michaelis-Menten

2.5.3 Cuantificacion de azticares reductores DNS

Las muestras liquidas obtenidas durante la hidrolisis enzimatica, que se definieron como SPH, se
procesaron para determinar los azucares reductores mediante el método colorimétrico Miller por
medio de la reaccion del acido 3,5- dinitrosalicilico o DNS, el cual actia Unicamente con los
azucares reductores de la muestra mediante una reaccion redox [84]. Para obtener la
concentracion de azucares reductores se realizé una curva de calibracion con estandares
conocidos de glucosa (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/mL) [85].

Para llevar a cabo la reacciéon se realizdé una dilucidén 1:4 en tubos de ensayo de 10 mL, para
obtener 1 mL de la soluciéon a analizar; posteriormente se afiadié 1.5 mL de reactivo DNS. Una
vez mezclado el reactivo en los tubos con muestra, se llevaron a una temperatura de 100°C por

5 minutos, pasado el tiempo se detuvo la reaccion anadiendo 7.5 mL de agua destilada. Las
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muestras se leyeron en un espectrofotometro Jeanway 6405 UV/VIS a una longitud de onda de

540nm, cada ensayo se realiz6 por triplicado.

2.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electréonica de barrido SEM por sus siglas en inglés (Scanning Electron
Microscopy) se realiz6 con un microscopio electronico SEM, JSM-6360L, JEOL, Tokio, Japon,
con un haz de electrones focalizado en un area especifica de la muestra. Las imagenes se
obtuvieron mediante la deteccidn, procesamiento y visualizacidon de las sefiales resultantes entre
un haz de electrones de alta energia con la materia, las cuales proporcionan informacion sobre

la composicion y estructura de la muestra [86].

Figura 2.5: Microscopio Electrénico de Barrido (SEM), JSM-6360L, JEOL

2.7 Obtencion de compuestos precursores de bioturbosina (SAF)

Una vez realizada la hidrolisis enzimatica, el hidrolizado de sargazo (SPH) se llevo a un rotavapor
Buchi® R-210 (Figura 2.6), donde se concentré a 70 mbar y 45°C para obtener una solucion

acuosa con 50% en volumen de azlcares solubles.

El liquido concentrado (SPHC) fue sometido a diferentes procesos, el primero fue la
hidrogenacion para producir alcoholes de aztcar, el segundo consistié en fermentar el hidrolizado
para obtener bioetanol. Ambos precursores pueden entrar a una secuencia de reacciones de

deshidratacidon y condensacion para generar los hidrocarburos de interés [87].
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Figura 2.6: Rotavapor Buchi® R-210

2.7.1 Obtencion de polialcoholes por hidrogenacion

El catalizador de Paladio/Carbon (Pd/C) utilizado en la hidrogenacion fue analizado mediante
difraccion de rayos X (DRX) con el objetivo de analizar las propiedades estructurales y cristalinas
que permiten su optimo desempenio, utilizando un refractometro Bruker D8-Advance, a un voltaje
de 30 kV. Los datos se tomaron a temperatura ambiente en el rango 26 de 10 a 85°, tiempo 0.4

s, incremento 0.1 y apertura del detector de 4.8°.

Para la hidrogenacién del hidrolizado de sargazo (SPHC) se utilizé un catalizador comercial de
5% Paladio/Carbon (Pd/C) Sigma Aldrich® el cual se redujo a 230°C por 3 horas con un flujo de
H2 de 100 mL/min en un reactor tubular MICROACTIVITY-Reference marca PID Eng & Tech S.L.

Se realizaron pruebas cataliticas en un reactor de alta presion marca PARR de 300 mL equipado
con un controlador de temperatura, agitador mecanico para controlar las condiciones de reaccion.
Para los ensayos se cargaron 100 mL de D-glucosa 5% junto con una carga variable de
catalizador de Pd/C (1.0, 0.75, 0.50 g) previamente activado, se evaluaron 2 tiempos de reaccion
(3 y 5 h)variando las condiciones de agitacion (100-600 rpm), en todos los experimentos se utilizé
un rango de presion inicial de 35 bar, con una variacion de 35-45 bar dependiendo la temperatura
de reaccion. Se tomo muestra a las 3 y 5h para evaluar la conversidn de sustrato y formacion de
productos. Una vez terminada la reaccion se recupero el catalizador por medio de filtracion y se

evaluo la formacion de alcoholes de azucar por medio de HPLC.
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Para el hidrolizado de sargazo se ajusto el pH a un valor de 9.5 con ayuda de hidréxido de sodio
1M, posteriormente se anadieron 100 mL de la solucién a un reactor de alta presion vy
temperatura, Modelo 4848 PARR® (Figura 2.7) junto con 0.5 g del catalizador Pd/C reducido. La
reaccion se llevo a cabo por 5 horas a una temperatura de 150°C, 500 rpm y una presion inicial

de hidrégeno de 35 bar.

Figura 2.7: Reactor PARR

2.7.2 Obtencion de bioetanol por fermentacién

2.7.3 Inéculo

Se determind la viabilidad celular de las levaduras a través de la tincion con azul de metileno,
obteniendo la concentracion celular con ayuda de la camara de Neubauer. Para esto se tomaron
10 mL de suspension de levaduras cultivadas en medio GELP, las cuales se incubaron a 32°C
por 24 horas. De esta suspension se tomé 1 mL y se agregd agua destilada hasta obtener una
dilucion 1:100 [88].

Se tomo 1 mL de la solucion 1:100 y 1 mL de azul de metileno y se homogeneizo para

inmediatamente colocar 10 pL en la camara de Neubauer y observar en un microscopio 6ptico
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(Nikon Eclipse E200) a un aumento de 40x. Se contaron ambos lados de la cdmara de Neubauer,

y en cada uno 5 cuadrantes diferentes marcados a continuacion.
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Figura 2.8: Camara de Neubauer, cuadrantes
utilizados.

Una vez contado el volumen de células vivas (blancas) y muertas (azules) se aplico la siguiente
formula para evaluar la viabilidad celular de las levaduras:

Total celulas — celulas muertas

%Viabilidad = Total celulas =100

Posteriormente se calcula la concentracion celular mediante las siguientes formulas:

Concentracion = 12,500 = Total celulas

Concentracion tedrica = Concentracion * factor de dilucion

cel
Concentracionreal de celulas (m) = Concentracion teorica * viabilidad
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2.7.4 Fermentacién

Se evaluaron los liquidos SPHC y SPH con una cepa de levadura Kluyveromyces marxianus
(Cicy-Ki), preparando matraces de 50 mL a los cuales se agregaron 30 mL de SPHC y SPH por
separado, se adicionaron 0.6 mL (2% v/v) de una solucion 1N de sulfato de amonio en cada uno,
se ajusto el pH a 4.5, se taparon con torundas de algodon y se esterilizaron a 120°C y 15 psi por

20 minutos.

El indculo con las levaduras se prepar6 al 4% (v/v) con una concentracion de 1x10° cel/mL
derivado de cultivos en medio liquido GELP con 24 h de crecimiento a 32°C, esto aplicando el

conteo con camara de Neubauer mencionado en la seccion 2.7.3 [89].

Se agregaron 52.3 pL de Cicy-Ki a cada matraz, esto debido a la densidad celular inicial del
indculo. Posteriormente se agitaron los matraces por 5 minutos a 150 rpm, posteriormente
permanecieron en incubacion a 35°C por 72 h, cada ensayo se realizé por triplicado.

2.8 Analisis estadistico

Se emplearon los programas STATISTICA 10.0 y ORIGIN Pro-9.0 para calcular los promedios y
las desviaciones estandar de los datos, asi como para realizar un analisis de varianza (ANOVA)
con un nivel de significancia de p<0.05, con el fin de identificar diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos de hidrélisis enzimatica. Todos los analisis se llevaron a cabo

en triplicado.

2.8.1 Superficie de respuesta

La evaluacion de los tratamientos de hidrolisis enzimatica se realizé con la metodologia de
superficie de respuesta. El experimento fue bifactorial de 3 niveles: 32. Se evalud el efecto de 2

factores, la concentracion de enzima Accellerase 1500%(X) y la concentracion de sustrato (Y),
siendo la variable de respuesta la concentracion de azucares producto de la hidrélisis (Z),

aplicando la siguiente ecuacion:

Z=B1+b2"X + b3"Y + b4*X"2 + b5*Y"2 + b6*X*Y
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En la siguiente tabla se especifican los valores reales y codificados para este experimento. El

disefio compuesto central se evalu6 en el software Matlab R2023B¢®.

Tabla 2.1 Disefo compuesto central

Variables de estudio

Ehoiia (0 BodfedBn TR poiRege e
Y @)
[ mg/100
mL/g biomasa g

biomasa
0.125 A 0.5 A T
0.125 A 25 1 11.34
0.5 1 0.5 A 11.78
0.5 1 25 1 12.67
0.125 4 15 0 11.33
0.5 1 15 0 1311
0.25 0 0.5 3 11.71
0.25 0 2.5 1 12.47
0.25 0* 15 0* 12.85
0.25 0* 15 0* 12.69
0.25 0* 15 0* 12.32

X, Y variables independientes; Z variable de respuesta; *Punto central
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CAPITULO 3 )
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de la biomasa

Los resultados de la caracterizacion de sargazo mayo 2022 y 2023 se observan en la Tabla 3.1
La biomasa se manejo con una humedad de 16.57%. Las cenizas indicaron la presencia de
material inorganico como metales y sales después de la combustion total de la materia organica.
En el sargazo colectado en Puerto Morelos, las cenizas representaron un 19.25% en el afio 2022
y 16.36% en 2023 (Tabla 3.1), valores inferiores a la investigacion de Azcorra et al [90] (21.13%)
y Aparicio et al [35] (20.27%) en las costas del Caribe Mexicano en Puerto Morelos en los afios
2020 y 2019 respectivamente. Sin embargo, los valores son similares a lo reportado por Paredes
et al [91] quienes indican un contenido de 18.40%-19.30% en biomasa colectada en Puerto

Morelos Q. Roo en el afno 2019.

El contenido de cenizas en las especies de sargazo varia significativamente debido a factores
como la ruta de la biomasa desde su origen hasta la playa, asi como el tiempo de residencia en
la costa y las condiciones ambientales del medioambiente donde se desarrolla [26], se ha
observado una variacion entre 10%-30%, lo cual indica que los valores obtenidos se encuentran

dentro del rango establecido para las especies de Sargassum spp. [80].

El analisis elemental de sargazo del afio 2023 mostré un contenido de carbono (C), hidrégeno
(H), nitrogeno (N) y azufre (S) de 37.62%, 5.07%, 0.98%, 0.78% respectivamente, valores de C
y H por encima de lo reportado por Chikani [92] (33.84% y 5.06%), mientras que el Ny S
mostraron mayor concentracion (1.39% y 1.21%) en sargazo recolectado en las costas del caribe
mexicano 2021 con una relacion C/N 24.26. Mientras que en muestras de sargazo proveniente
de las islas Turcas y Caicos 2019 [93] se muestra un menor porcentaje de C (27.41%) y mayor
para N (1.71) obteniendo una relacion C/N de 16.08, mientras que en este estudio se determino
una relacion C/N de 38.38.

Tabla 3.1: Caracterizacion Sargazo mayo 2022 y 2023. P. Morelos, Q. Roo, México.
Contenido (% en peso)

Ano Cenizas Lignina Glucosa Xilosa Fucosa
Mayo 2022 19.25 29.50 5.22 1.99 2.63
Mayo 2023 16.36 26.43 6.05 1.71 1.10
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3.2 Pretratamiento

Para el sargazo pretratado, los valores de cenizas obtenidos para el afo 2022 y 2023 fueron
17.28% y 16.24% respectivamente (Tabla 3.2) los cuales no tuvieron una variacion significativa
respecto a la biomasa sin pretratamiento, esto pudiera deberse a que gran parte del contenido
inorganico permanecioé en la biomasa.

En cuanto al analisis elemental se observo un aumento en el porcentaje de C, Ny S (38.96%,
1.66% y 0.84%) mientras que el H disminuy6 (4.87%), por lo tanto, la relacién C/N (23.46) coincide
con los rangos especificos para utilizar la biomasa para diversos bioprocesos [94]. La relacion
C/N sirve como un indicador importante para evaluar el estado nutritivo de la biomasa de sargazo,
que puede influir en su papel ecolégico y usos potenciales en diversas aplicaciones, como el
compostaje, biogas, fermentacion, entre otros [26]. En este caso, el aumento del contenido de C
en la biomasa resulta favorable para los procesos de hidrolisis enzimatica y fermentacion que se
realizaron, ya que las enzimas y los organismos, en este caso las levaduras tienden a procesar

la biomasa en relaciones C/N en el rango de 25 a 35 [95].

Respecto al contenido de carbohidratos después del pretratamiento oxidativo, se observa un
aumento en la disponibilidad de glucosa, xilosa y fucosa. Para el contenido de glucosa, la muestra
del 2022 pasé de 5.22% a 10.61% después del pretratamiento, y en 2023 de 6.05% a 8.34%.
esto coincide con lo reportado por Azcorra et al [80] para el sargazo recolectado en 2022. Por
otro lado, Aparicio et al [35] reporta un incremento de 10.40% a 32.33% en el contenido de
glucosa como laminarina (como glucano) de Sargassum spp colectado en Puerto Morelos (2019),

obtenido a partir de un pretratamiento hidrotérmico a altas temperaturas (190°C, 50 min).

Tabla 3.2: Caracterizacion Sargazo mayo 2022 y 2023 colectado en P. Morelos, Q. Roo, México,
después del tratamiento oxidativo (10% v/v H202, 3 horas).

Contenido (% en peso)

Ano Cenizas Lignina Glucosa Xilosa Fucosa
Mayo 2022 17.28 8.73 10.61 2.94 3.80
Mayo 2023 16.24 9.46 8.34 3.19 1.51
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La presencia de lignina en la biomasa de Sargassum spp. durante los afios 2022 y 2023 fue de
29.50% y 26.43% respectivamente (Tabla 3.1). Estos valores son comparables con los del
sargazo recolectado en 2019, cuya concentracion de compuestos semejantes a lignina varian de
25.40-29.50% [96]. Al aplicar el pretratamiento oxidativo se logré una remocién del 70% del
material recalcitrante disminuyendo la presencia de lignina a un 8.73% - 9.46%, esto concuerda
con los resultados obtenidos por Azcorra et al [80] donde, con las mismas condiciones operativas
obtuvo un rendimiento similar (69.10%). Esto comprueba que, al degradar este compuesto
recalcitrante, la matriz de carbohidratos presente en la biomasa presenta una mayor disposicion
a ser utilizada para procesos de biotransformacion como la hidrdlisis enzimatica para obtener

azucares, lo cual se confirma al realizar la caracterizacion correspondiente.

3.2.1 Analisis estructural antes y después del tratamiento oxidativo

Los analisis SEM en el sargazo sin pretratamiento (Figura 3.1 - A), determinaron una estructura
rugosa cubierta con una especie de pared uniforme que se distribuye por toda la superficie del
alga. El sargazo con pretratamiento oxidativo (Figura 3.1 - B) evidencio la exposicion de fibras
verticales sin el recubrimiento presente en la figura A. Ocurre un resultado similar en lo reportado
por Souza et al [97] al trabajar con distintos tipos de pretratamientos para biomasa lignocelulésica,
quienes sefalaron la degradacién de las células parenquimatosas planas que formaban capas

sobre las fibras de celulosa, aumentando la disponibilidad a un atagque enzimatico (hidrolisis).

Figura 3.1: Microscopia electrénica de barrido de Sargassum spp. A) Control; B) Sargazo
pretratamiento oxidativo.
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3.2.2 Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

El analisis infrarrojo al sargazo antes y después del pretratamiento se observa en la Figura 3.2.
La banda encontrada en la longitud de onda entre los 3406 cm ' se atribuye a grupos hidroxilo (-
OH) presentes en celulosa, hemicelulosa y lignina [96]. Las bandas alrededor de 1600 son propias
de estiramiento de enlaces C=C asociados a los compuestos aromaticos presentes en la lignina.
Por otro lado, las bandas asociadas a la region de hemicelulosa y xilanos provenientes de enlaces

B-glucosidicos se encuentra alrededor de los 1055 y 897 cm™' [98].

En el sargazo sin tratamiento (S 2023) se observa como existe una mayor exposicion en las
bandas asociadas a la lignina (1600 cm™). Después del pretratamiento la vibracién de grupos
funcionales asociados a la lignina disminuye, lo cual se puede atribuir a la degradacion de los
enlaces de compuestos fendlicos que la conforman. Por otro lado, existe un aumento en la
exposicion de la banda de 1055 cm™ en el sargazo tratado, esto posiblemente relacionado a la

presencia de celulosa y hemicelulosa libres en el sargazo.

El espectro infrarrojo obtenido en este estudio coincide con muestras recolectadas en diversos
estudios para la misma alga y los picos de interés se mantienen en intensidades similares [80],
[99]. Thompson et al [98] realizd un tratamiento hidrotérmico a la biomasa, reportando picos de
absorcion similares al sargazo tratado en este estudio, pero con intensidades mas altas en la

degradacion de compuestos asociados a la lignina.
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Figura 3.2: FTIR sargazo tratado (banda roja), sargazo sin pretratamiento (banda negra). A: Grupos
carbonilo; B: Compuestos aromaticos presentes en lignina; C: Region anomérica de los Xilanos.
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3.3 Hidrélisis enzimatica

3.3.1 Cinética enzimatica

La cinética enzimatica permiti6 comprender como la enzima interactia con los componentes
presentes en el sargazo pretratado, tales como la celulosa, hemicelulosa, la presencia de posibles
inhibidores y las condiciones de operacion de la hidrélisis enzimatica. La Figura 3.3 muestra la
cinética de la enzima Accellerase 1500 bajo diferentes concentraciones (0.125mL, 0.25mL y

0.5mL) en funcion de la concentracion de sustrato (sargazo pretratado).

Se puede observar que las tres curvas son caracteristicas a la de Michaelis-Menten, esto indica
que la enzima esta alcanzando su capacidad maxima para convertir el sustrato en producto. La
diferencia de velocidad maxima de la curva a una concentracion de 0.5mL con la de 0.25mL no
es muy grande, lo que indica que a este rango de concentraciones la enzima esta cerca de su
conversion maxima. Es por ello, que para obtener una mejor eficiencia del proceso se opté por
elegir la cantidad de enzima media (0.25mL/g sustrato) logrando obtener una velocidad de

conversion adecuada sin necesidad de agregar grandes cantidades de enzima.

En la Tabla 3.3 se observan la velocidad maxima y constante de Michaelis-Menten (Km) para las
distintas concentraciones de enzima y sustrato. Al evaluar los resultados, se puede inferir que, si
priorizamos la velocidad de reaccion, el tratamiento con 0.5 (mL/g) de enzima es conveniente.
Por otra parte, el tratamiento con mayor afinidad al sustrato y una velocidad considerable es el
de 0.25 mL/g.

Tabla 3.3: Parametros Cinéticos de la Reaccion Enzimatica a Diferentes Relaciones
Enzima/Sustrato

Relacién enzima/ Sustrato (g) V max (g/L*h) Km (g/L)
sustrato (mL/g)

0.125 0.5 0.95519 0.16887

0.25 1.5 1.043 0.076033

0.5 2.5 1.235 0.18892

Debido a ello, la ecuacion cinética para la concentracion de enzima a 0.25mL es:

_ 1043 [S]
~0.076 + [S]

Esta ecuacion se utilizé para predecir la velocidad de reaccion en diferentes concentraciones de
sustrato con una concentracion de enzima de 0.25mL/g.
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Figura 3.3 Funcion de cinética enzimatica de la hidrolisis de sustrato con diferentes
concentraciones de enzima. Linea roja; 0.5 mL/g, Linea negra: 0.25 mL/g; Linea azul: 0.125
mL/g.

3.3.2 Azucares reductores liberados en la hidrélisis de sargazo

Los tratamientos enzimaticos con la enzima Accellerase 1500 (82.22 FPU/mL) y sargazo
pretratado mostraron una mejor sacarificacion ya que al eliminar la estructura recalcitrante hubo
un mayor acceso a los carbohidratos presentes, mientras que el sargazo sin pretratamiento
(Control) no ocurrié una sacarificacion significativa. Con respecto al analisis DNS, la carga de
trabajo con mayor tasa de sacarificacion fue la de 5% (p/v) (Figura 3.4) con una relacion enzima
sustrato de 0.25 mL de enzima/g de biomasa (20.55 FPU), con una concentracion de 12.47 mg
de azucares reductores por cada 100 mg de biomasa y un rendimiento de sacarificacion de
75.02% a las 24 horas.

Podemos comparar esta taza de sacarificacion con una misma carga de trabajo, pero una
concentracion mayor de enzima (0.5mL/g biomasa), en la cual se obtuvo una concentracion de
12.67 mg de azucares/100 mg de biomasa y un rendimiento del 76.18%, el cual es similar al de

la carga intermedia de 0.25.

Evaluando la misma carga de 5% (p/v), en las condiciones descritas anteriormente en sargazo

sin pretratamiento, se observé una concentracion de azucares de 1.15 mg por cada 100 mg de
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biomasa, y un rendimiento del 6.96%. Esto puede deberse a |la presencia de material recalcitrante
(lignina) en el sargazo [96], lo cual impide acceder a la matriz de carbohidratos para su

aprovechamiento optimo.
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Figura 3.4: Concentracion de azucares reductores a una carga de trabajo. A) 1% (p/v); B) 3%
(p/v); C) 5% (p/v); D) Sargazo sin pretratamiento 1, 3 y 5% (p/v). Linea roja: 0.125 mL enzimalg
biomasa; linea azul: 0.25 mL/g; linea magenta: 0.5 mL/g; linea negra: Control Sargazo sin
enzima.

Para el analisis estadistico se compararon los efectos de los diferentes tratamientos de acuerdo
con la cantidad de azucares reductores obtenidos a partir de la hidrélisis de sargazo (Figura 3.5).
Se puede observar que los datos se agrupan en tres categorias diferentes respecto a la carga
(1%, 3% y 5%). Para la carga de 1% se observa que los tres tratamientos (A, B, C) logran obtener

mayor cantidad de azucares respecto al control.
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En la carga de 3% se observa un aumento significativo de la liberacion de azucares, siendo el
tratamiento F, el valor mas alto. Sin embargo, para la carga de 5% ocurre un comportamiento
similar, siendo el tratamiento H e | los que liberan mas azucares con valores muy similares que
no muestran diferencia significativa, lo que sugiere que aumentar la cantidad de enzima no tiene

un impacto significativo en el aumento de azulcares.

De acuerdo con el analisis, la enzima tiene un efecto mayor en los tratamientos con carga de
sustrato de 3 y 5%, por lo que, con la finalidad de reducir el gasto de materia prima (enzima) y
para efectos de un mayor aprovechamiento de la biomasa se eligio la carga de 5%, tratamiento
*H%

cd

mg azucar red/100 mg biomasa

Ctl1% A B CCti3% D E F Ctl5% G H I
Tratamientos

Figura 3.5: Analisis de varianza, tratamientos sargazo (p<0.05), Prueba Tukey, Alfa= 0.05. Azul:
Carga 1%; Verde: Carga 3%; Naranja: Carga 5%; A, D, G) 0.125; B, E, H) 0.25; C, F, I) 0.5 mg
enzima/g biomasa.

3.4 Metodologia de Superficie de Respuesta

En la figura 3.6 se puede observar la superficie de respuesta obtenida a partir del disefio
compuesto central para la hidrélisis enzimatica. La variable dependiente concentracion de
azucares reductores (mg/100g de biomasa) varia en funcion de dos variables independientes;
carga de sustrato (g/mL) y carga enzimatica (mL/g biomasa). Se muestra un maximo en la

concentracion de azucares cuando la carga de sustrato y la carga enzimatica estan en niveles
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medios, mientras que, si cualquiera de las variables independientes se aleja del punto medio ya
sea disminucion o aumento, la concentracion de azucares tiende a disminuir. Por lo tanto, existe
un punto optimo donde la relacién sustrato/ enzima es ideal para aumentar la liberacion de

azucares, el cual se muestra a continuacion:
Z=12.684 +0.823 X + 0.505 Y — 0.540 X?> - 0.665 Y? - 0.122 XY
Z=13.062 mg/100g biomasa

Por lo tanto, para alcanzar el punto ideal donde se puedan obtener azucares a una concentracion
de 13.062 mg/100g biomasa, se deben trabajar las condiciones siguientes: X= 0.725, Y= 0.313
lo que da como resultado una concentracion enzimatica de 0.43 mL/ g biomasa con 1.8 g/mL de
sustrato.

113

1125

1

[1 Aztcares red (mg/100 g biomasa)

10.5

- - 05 T
“st, A Vg ©°
Ry gica ™

Figura 3.6 Superficie de respuesta: Liberacion de glucosa en funcion de la carga de sustrato y
carga enzimatica.

3.5 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

El analisis cromatografico del sargazo pretratado para el tratamiento “H”, brinda un rendimiento

de conversién del 94% respecto a la glucosa, obtenido a partir de la hidrolisis enzimatica del
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sargazo, obteniendo 9.99 mg por cada 100mg de biomasa de un total disponible de 10.61mg de

glucosa con el tratamiento de hidrdlisis acida.

Respecto al sargazo de mayo 2023 con las mismas condiciones de tratamiento, se obtuvo un
rendimiento del 82.61% teniendo como disponibles 6.8 mg de glucosa por cada 100 mg de
sargazo de un total disponible de 8.34, la disminucion de este rendimiento puede estar asociada
a la variacion en composicion de carbohidratos en las macroalgas de acuerdo con la temporalidad
y zona de colecta [21].

La figura 3.7 indica la composicion del jarabe de sargazo después de la hidrdlisis enzimatica. La
linea verde (sargazo tratado, carga 5%, enzima 0.25mL/mg de biomasa), sefiala una mayor
liberacion de glucosa cuando el sargazo ha sido tratado y sometido a hidrélisis enzimatica. Hay
presencia de xilosa, pero en menor cantidad, esto debido a la naturaleza de las enzimas utilizadas
(celulasas). La linea azul, que representa el sargazo tratado, carga 5% sin enzima, muestra picos
significativamente menores de glucosa y un pico de xilosa similar al sargazo tratado, esto
confirma que es necesaria la hidrolisis enzimatica para obtener la liberacion de glucosa presente
en la biomasa. Por otro lado, la linea rosa muestra que el sargazo sin tratamiento con las mismas
condiciones de reaccion, no libera los monémeros de carbohidratos, obteniendo picos casi “nulos”
a pesar de contar con las condiciones adecuadas para la formacion de productos, esto indica que
existe una barrera que impide el acceso a los carbohidratos presentes, por lo que se necesita un

pretratamiento [80].
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CHOH
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Figura 3.7: Analisis de composicion de monémeros de carbohidratos por HPLC: Sargazo sin
tratamiento, carga 5%, enzima 0.25mL/mg de biomasa (Linea rosa); Sargazo tratado, carga 5% sin
enzima (Linea azul); Sargazo tratado, carga 5%, enzima 0.25mL/mg de biomasa (Linea verde).
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3.5.1 Analisis estructural de la biomasa posterior a la hidrélisis enzimatica

Se tomaron micrografias en SEM a la biomasa sin pretratamiento y con pretratamiento después
de Ia hidrdlisis enzimatica. El sargazo sin pretratamiento sometido a hidrdlisis enzimatica (Figura
3.8 A ) mostrd una estructura similar a la biomasa sin pretratamiento (Figura 3.1 A), sin embargo,
se observan abultamientos y sedimentos esféricos en la superficie de la muestra, esto puede
deberse a la acumulacion de enzima al efectuarse la hidrélisis, ya que los grupos hidroxilo,
fendlicos y alifaticos presentes en la lignina promueven la adsorcion entre la lignina y la enzima
al formar enlaces de hidrégeno con los grupos hidroxilo y carbonilo presentes en la enzima [100].

Por otro lado, el sargazo pretratado después de la hidrolisis enzimatica (Figura 3.8 C y D) sufrio
cambios considerables, la presencia de orificios en los tubulos de celulosa indican que ocurrié un
ataque enzimatico, logrando degradar la biomasa. Esto concuerda con Zhang et al [101] quienes
estudiaron el impacto de la hidrélisis enzimatica en materiales vegetales con celulasas,
mostrando como resultado una degradacion significativa de la celulosa, dejando con mayor
exposicion las fibras cristalinas debido a la accion enzimatica generando una estructura porosa y

accesible.

Figura 3.8: Microscopia electronica de barrido de Sargassum spp.; A) Sargazo sin pretratamiento
después de hidrélisis enzimatica. B) Corte longitudinal sargazo después de hidrdlisis enzimatica;
C) Corte transversal sargazo después de hidrodlisis enzimatica;
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3.6 Obtencion de compuestos precursores de bioturbosina (SAF)

3.6.1 Produccion de bioetanol

3.6.2 Activacion del inéculo

La levadura Kluyveromyces marxianus (Cicy-Ki) (Figura 3.9) mostré un crecimiento uniforme a
partir de las 12 horas de incubacion, presentd un aspecto cremoso liso, de un color crema
amarillento. Las células se identificaron con una forma ovoide cilindrica [102], algunas con yemas,
producto de la reproduccién celular (gemacion) [103]. Como resultado del conteo celular se
obtuvo una viabilidad de 94.82% de células vivas con una densidad celular de 6.87 x 10 cel/mL.

Figura 3.9. Reactivacion de levadura Kluyveromyces marxianus (Cicy-Ki).

3.6.3 Fermentacion

En la Tabla 3.4 se presentan los resultados de la evaluacion en la produccion de etanol con Cicy-
Ki para los tratamientos SPH y SPHC. La concentracion maxima se obtuvo con el tratamiento
SPHC en un tiempo de 3 horas, teniendo un rendimiento del 89.77% mientras que el tratamiento
SPH alcanzdé un rendimiento similar de 88.82% a las 23 horas. Las tasas de conversion y
concentracion de etanol en este estudio fueron similares a lo mencionado por Borines et al [34],
quienes obtuvieron un 89% (2.79 g/L de etanol) de rendimiento con Saccharomyces cerevisiae,

sin embargo, este fue alcanzado a las 72 horas de incubacion.

Por otro lado, Aparicio et al [35] lograron obtener mayores concentraciones de etanol (18.14 —

10.39 g/L) después de 12 horas de fermentacion con un consumo total de glucosa y una
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conversion del 76.23% a partir de Sargassum spp del caribe mexicano usando la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

Un caso similar ocurre con lo reportado por Del Rio et al [104] quienes utilizan Sargassum
muticum como biomasa utilizando Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red ® en la fermentacion,
obteniendo rendimientos del 87.7% a las 23.5 horas, con una concentracion mayor de etanol
(9.95 g/L).

Tabla 3.4 Rendimiento y conversion de etanol con diferentes concentraciones de glucosa
utilizando Sargassum spp. como materia prima y levadura Kluyveromyces marxianus.

Glucosa Concentracion Rendimiento
Tratamientos Tiempo (H) (g/L) etanol de etanol
Inicial  Final (g/L) (%)
3 2.77+£0.32 89.77
23 2.72+£0.21 88.15
SPHC* ——F  6.05 0
48 2.25+x0.41 72.92
72 2.03+0.23 65.79
3 0.45+0.64 30.74
+
SPH* 23 287 0 1.30+0.45 88.82
48 1.07+0.32 73.10
72 1.02+0.36 69.69

*SPHC: hidrolizado concentrado; SPH: hidrolizado sin concentrar

En la figura 3.10 se observa la cinética de la produccion de etanol y consumo de glucosa en el
medio de la levadura Cicy-ki, en ambos casos la concentracion de glucosa disminuyé en las
primeras 2 horas, indicando un rapido consumo por la levadura, posterior a ese tiempo, la
concentracion de glucosa llego a cero a partir de las 3 horas. En cuanto al etanol, desde las
primeras horas se observo su produccion, alcanzando un maximo a las 3 horas y manteniéndose
constante hasta las 4 horas en el tratamiento SPHC, mientras que, en SPH la concentracion de

etanol aumento a las 6 horas.

A partir de las 12 horas se observé un descenso en el contenido de etanol lo que sugiere que el
proceso de fermentacion inicid su fase estacionaria, esto coincide con lo reportado por Aparicio
et al [35] quienes realizaron la fermentacion de Sargassum spp. con la levadura Saccharomyces
cerevisiae PE-2 y a partir de las 36 horas disminuyé la concentracion de etanol atribuyendo este
suceso a la evaporacion del compuesto, la formacion de subproductos no cuantificables o a la

capacidad de la levadura de procesar el etanol cuando la fuente de glucosa se agota. Gonzalez
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uL Etanol

et al [105] denominan este proceso en Saccharomyces cerevisiae como “respiracion de etanol”,

el cual consiste en la produccion de glicerol al agotarse la glucosa en condiciones aerébicas.

La reaccion SPHC muestra una mayor produccion de etanol y un consumo mas rapido de
glucosa en comparacion con la reaccion de SPH. Esto sugiere que la concentracion del medio
podria estar favoreciendo la eficiencia de la fermentacion y la produccion de etanol, posiblemente

debido a una mayor disponibilidad de nutrientes.

A) B)
T T T T T T T 16 35 T T T T T - T T T T T T
3.54 - 4
] \ . ; - 14
\ - 3.0
304 I'\
1 \ 12
\ L 254
254 \ .
| \ - 10
2.0 \ 8 = 204
4 i 8 s ]
A\ = -
154 \ & O w 1.54 l\ =
1 ® 3 ] \ e TESESSE
1.0 I"\,I -4 1.0 \ 4
\“ ] -
\ . .
0.5+ \ -2 g Nz
\ 0.5 % *
\ =
0.04 - = - - -0 0.0 4 \I = = =
T T T T T ’ T : v T
0 2 4 6 10 12 : 6 8 10 12

Tiempo (H) Tiempo (H)

Figura 3.10: Produccién de etanol y consumo de glucosa en hidrolizado de sargazo, con
levadura Cicy-Ki. A) Tratamiento SPHC; b) Tratamiento SPH. La linea azul representa la
glucosa y la linea negra el etanol.

Cabe destacar que es la primera vez que se utiliza la levadura Cicy-Ki para la produccion de
bioetanol a partir de biomasa de Sargassum spp. De acuerdo con Pelegrin et al [106] la
fermentacion de 1g de azucar proveniente de algas marinas incluyendo el género Sargassum
puede producir 0.4 g de etanol, siendo un total de 0.27 L de etanol por kilo de biomasa en peso
seco. Lo cual deja abiertas nuevas posibilidades de investigacion para la produccion a gran escala

de bioetanol a partir de algas marinas como Sargassum spp.
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3.7 Produccion de polioles

3.7.1 Hidrogenacion

Al evaluar la reaccion de hidrogenacion de glucosa con el catalizador de Paladio/Carbén (Pd/C)
se logro la transformacion de este monosacarido en polialcoholes. Los resultados en la Tabla 3.5
muestran el rendimiento de produccion de una solucion de D-glucosa al 5% v/v dando como
resultado 10.53 g/L de manitol en un tiempo de 5 horas con un rendimiento del 23.28% para 3
horas y 21% para 5 horas. El rendimiento de manitol resulté ser bajo, lo que sugiere que la glucosa

se convirtid en otros subproductos los cuales no fueron cuantificados.

Redina et al [107] mencionan al sorbitol como el principal producto formado después de la
hidrogenacion de glucosa con un catalizador tipo Raney Ni a 130°C, obteniendo una conversion
del 38%, sin embargo, al utilizar un catalizador de Ni/NiO mesoporoso cristalino se logré una
conversion del 88% con una formacion de manitol del 12%.

En cuanto al Paladio, Palkovits et al [108] estudiaron reacciones de hidrogenacion para la
conversion de celulosa con diferentes acidos minerales obteniendo un rendimiento del 60% a
160°C, obteniendo sorbitol, sorbitan, isosorbida y xilitol, esto gracias al efecto del metal noble del
catalizador.

Tabla 3.5: Hidrogenacion de Glucosa utilizando Pd/C como Catalizador

Catalizador Temperatura Tiempo Glucosa (g/L) Manitol (g/L)
c M inicial Final Inicial Final
Pd/C 150 3 50 14.27+0.95 0 8.3240.51
Pd/C 150 5 50 0.94+0.87 0 10.53+0.43

Se realiz6 difraccion de rayos X (DRX) para comprender la estructura y actividad catalitica de
Pd/C. El Difractograma (Figura 3.11) muestra las caracteristicas tipicas de un catalizador de
paladio soportado en carbdn. Se observan picos alrededor de 28 a 20°, 40° y 45°, los cuales
indican estructuras cristalinas presentes en el catalizador. Los primeros picos entre el angulo 20
y 30 estan relacionados con el plano de grafito de soporte del carbén activado, el pico cercano a
40° es caracteristico del paladio metalico (Pd). La amplitud de los picos indica la cantidad de

material cristalino presente, al haber picos muy agudos indica una alta cristalinidad en el Pd [109].

53



3000 -

2500 -
2000 -
5 ~ |
£ 45004 H |
e
1] |
o 1 r [
w
g 1000+
-
N ™\
0 -
. . T L L . N, S . L.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
20(°)

Figura 3.11: Difractograma del catalizador Paladio/Carbén

Al emplear el tratamiento SPHC como medio para la hidrogenacion (Tabla 3.6), se obtuvo un
menor rendimiento de manitol respecto al control con glucosa, obteniendo a las 3 horas de
reaccion 2.24 g/L en comparacion con 8.32 g/L en glucosa. Mientras que a las 5 horas disminuyo
la concentracion a 0.19 g/L y cambié de color (Figura 3.11), lo que puede indicar un tiempo
excesivo en la reaccion pudiendo formar subproductos como sorbitol, eritrosa, etilenglicol,
isosorbida, glicerol e hidroximetilfurfural, este ultimo formado principalmente por la deshidratacion

de la glucosa [65].

Tabla 3.6 Hidrogenacion de SPHC con catalizador Pd/C

Catalizador Temperatura Tiempo Glucosa en SPHC Manitol (g/L)
°C (H) (g9/L)
Inicial Final Inicial Final
Pd/C 150 3 6.05 1.24 0 2.24
Pd/C 150 5 6.05 0 0 0.19

Es posible que el menor rendimiento se deba a compuestos inhibidores en el hidrolizado (SPHC)
como acidos organicos o fenoles presentes, asi como la concentracion inicial de glucosa. Es
importante sefalar que es la primera vez que se realiza este tipo de reaccion con sargazo, por lo

cual presenta mayores retos establecer condiciones optimas ya que requiere una investigacion a
fondo y aun no existen referencias al respecto.
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Soda et al [110] obtuvieron sorbitol a partir de rastrojo de maiz con un rendimiento del 89.7%
utilizando catalizadores de Rutenio (Ru) a una temperatura de 80°C por 3 horas, con una presion
de H2 de 50 bar, mientras que al aumentar la temperatura y el tiempo (220°C por 6 horas) el
rendimiento se vio afectado ya que el sorbitol se degradé en otros subproductos, mencionando
que la acidez del catalizador juega un papel importante en el rendimiento de los productos a altas

temperaturas.

H2

Antes Después

Figura 3.12 Tratamiento SPHC antes y después de hidrogenacion.

En la figura 3.13 se presentan los cromatogramas de la hidrogenacion de SPHC, asi como el
control de glucosa. A pesar de ser de diferentes materias primas, ambos presentaron un
comportamiento similar, haciendo evidente la disminucion de glucosa y formacion de manitol y
otros compuestos, los cuales no fueron cuantificados debido a la falta de muestras estandar. Se
puede observar que el tiempo de retencion del manitol a las 3 horas (11.326 min) es consistente
tanto en el control de glucosa como en SPHC. Asi mismo, los tiempos de retencion que no se

cuantificaron en esta investigacion estan presentes en ambos tratamientos.

En un estudio realizado por Ban et al [111] se logré hidrogenar alginato procedente de macroalgas
a 150°C bajo 50 bar de Hz por 12 horas, obteniendo como productos sorbitol (61%), manitol (28%)
y galactitol (4), con ayuda de catalizadores de metales nobles soportados en carbono (Pd, Pt, Rh,
Ir y Ru), obteniendo un rendimiento alto para el Ru/C, mientras que el Pd/C obtuvo un rendimiento
menor al igual que los demas catalizadores. La produccion de manitol es una caracteristica
distintiva de la hidrogenacion de acido alginico, sin embargo, el sorbitol puede ser el polialcohol
predominante, esto debido a la isomerizacion de los hexitoles presentes en la solucion. Entre
otros posibles productos formados esta el arabitol, xilitol y manosa [111]. Esto es de gran
importancia, debido a que el sargazo es una macroalga rica en alginatos [90], los cuales pueden

formar polialcoholes junto con la glucosa presente en el medio.
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Figura 3.13 Cromatogramas hidrogenacion. A) Glucosa 5%, 3 horas; B) Jarabe sargazo
3h; C) Jarabe sargazo 5 h; La flecha roja sefala el tiempo de retencion de la glucosa,
mientras que la flecha azul sefiala la presencia de manitol.
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3.8 Planteamiento de procesos para la produccion de SAF a partir de los productos
obtenidos

Con la obtencion de bioetanol y polioles a partir de sargazo, es posible proponer una ruta para la
generacion de combustible sostenible de aviacion, la cual permitira aprovechar los carbohidratos
presentes en la biomasa brindando una solucion a problematicas como las grandes arribazones
de macroalgas Sargassum spp., a continuacion, se sefiala un esquema de las posibles rutas a
seguir a partir de los precursores obtenidos:

Proceso AT)

Bioetanol | * | Deshidratacion |
[

Oligomerizacion ‘

Fermentacion
: '
Hidrogenacion
| ' '- » SAF

1 . ' v
Acondiciona- | = Hidrolisis 1. ]
: L, Prg . F.a.se » N Productos —*| Separacién
miento tratamiento solida enzimatica v |
+ Otros
i * biocombustibles
T i | Concentracion
Fase liquida s |
2 y filtracién

I

Precipitacion
hemicelulosa y
lignina

A4
! ‘ Hidrogenacion

Reformado
"‘ polioles = catalitico en fase
acuosa (APR)

Figura 3.14 Proceso de generacion de combustible sostenible de aviacion a partir de
Sargassum spp. A) Proceso ATJ; B) Reformado catalitico.

La figura 3.14 senala de manera general, una propuesta de produccion de SAF a partir de
biomasa de sargazo, la cual podria seguir dos rutas independientes A y B. Para el proceso ATJ
(alcohol to jet) (A) se analiza la posibilidad de obtener a partir de reacciones de deshidratacion,
oligomerizacion e hidrogenacion, compuestos como parafinas sintéticas e hidrocarburos
aromaticos los cuales cumplan con los requisitos técnicos del combustible de aviacién y puedan
combinarse en proporciones especificas con combustibles fésiles creando mezclas conocidas

como drop-in-fuels [112].

En cuanto al reformado catalitico (B), Kubic et al [113] proponen una metodologia para utilizar

residuos de papel como biomasa para la produccion de SAF, la cual con modificaciones podria
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adaptarse a la biomasa de sargazo. Este proceso consta de lo siguiente: El producto de la
reaccion de hidrolisis enzimatica se somete a una concentracion e intercambio iénico, los cuales
purificaran este jarabe para una mayor conversion en la siguiente etapa. Posteriormente la mezcla
rica en azucares se hidrogena para reducir estos monémeros a alcoholes de azucar o polioles,
luego, estos alcoholes se someten a un reformado catalitico en fase acuosa (APR), las cuales
son un conjunto de reacciones que producen alcanos ligeros, hidrogeno y productos oxigenados
como alcoholes, cetonas, aldehidos, furanos, dioles y acidos organicos. Luego, los productos de
APR pasan a un reactor de condensacion donde la longitud de cadena aumenta a C8-C24
producto de reacciones como oligomerizacion, ciclacion y aromatizacion dando como productos
parafinas, isoparafinas, olefinas, compuestos aromaticos y cicloparafinas, los cuales son

insolubles en agua y se separan de la fase acuosa [114].
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CONCLUSIONES

El sargazo tiene compuestos que pueden ser aprovechados para la generacion de energia como
carbohidratos, ademas contiene un material recalcitrante que dificulta su acceso, al aplicar un
pretratamiento oxidativo se disminuye el contenido de lignina en un 69% y se generan cambios

estructurales en la biomasa que facilitan el acceso a los carbohidratos presentes en la biomasa.

El proceso de sacarificacion de la biomasa transformada obtuvo un rendimiento de 82.61%
respecto al tedrico usando una carga enzimatica de 0.25 mL de enzima/g de sustrato, a 5% p/v
utilizando la enzima Accellerase® 1500. Esto mostré modificaciones estructurales en los tubulos
de celulosa por la accién enzimatica, esto se aprecia en los orificios formados en la superficie de

la biomasa, a diferencia de la biomasa sin tratar en la cual no se produjeron cambios estructurales.

El proceso de hidrdlisis enzimatica generé un residuo, el cual mostré potencial para su
aprovechamiento en la produccion de biogas al bajar la relacion C/N de un 38.3% a un 19.6%.

Demostrando que el concepto de biorrefineria es aplicable para esta biomasa.

Se obtuvo un rendimiento de etanol del 88% a partir de Sargassum spp a las 23 horas de

fermentacion con la levadura Kluyveromyces marxianus.

La hidrogenacion de los monosacaridos presentes en el Sargassum spp pretratado permitio la
obtencion de 2.24 g/L de manitol a partir de 6.05 g/L de glucosa, habiendo una conversion del
37% de glucosa, mientras que el 63% restante se convirtié en otros compuestos no identificados

hasta el momento.
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PERSPECTIVAS

En estudios futuros se recomienda profundizar en la seleccion de enzimas especificas que
maximicen la eficiencia de la hidrélisis enzimatica de los polisacaridos presentes en el sargazo.
El uso de combinaciones de enzimas adaptadas a los componentes especificos del sargazo, y

estrategias biotecnoldgicas podria mejorar la liberacion de azucares fermentables.

En este trabajo se empled una cepa de levadura para la fermentacion, resulta oportuno evaluar
el uso de otras cepas, con el objetivo de estudiar el comportamiento fermentativo con distintos
microorganismos y optimizar el proceso para incrementar la eficiencia en la produccion de

bioetanol.

Este estudio realizd un primer acercamiento en la produccion de polioles a partir de sargazo, el
cual deja una ventana de oportunidad para explorar y optimizar la conversion de los diversos
carbohidratos presentes en la macroalga, como los alginatos, los cuales podrian tener un gran

potencial para la produccién de sorbitol y manitol.

La obtencidn de bioetanol y polioles a partir de sargazo establece una oportunidad para emplear
estos compuestos en la produccién de combustibles de aviacion sostenibles (SAF). A través del
proceso ATJ (Alcohol-to-Jet), dichos productos podrian integrarse en la cadena de produccion de

biocombustibles, obteniendo un aprovechamiento integral del sargazo.

En futuras investigaciones, podria incorporarse un analisis del ciclo de vida para cuantificar el
impacto ambiental de todo el proceso y asi identificar areas criticas de mejora en términos de

emisiones de carbono, consumo de agua y otros indicadores de sostenibilidad.
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