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RESUMEN

La presente investigacion muestra evidencias experimentales que la harina obtenida de
las semillas de Brosimum alicastrum Sw. por su alto contenido en carbohidratos, tiene
potencial para ser utilizada como materia prima en la produccién de bioetanol. Se ha
reportado que la harina esta conformada por un total de 72.25 % de carbohidratos y 61 %
de almidon, en peso seco. El objetivo de este trabajo consistid en desarrollar una
metodologia para producir bioetanol a partir del almidén contenido en la harina. La
metodologia propuesta constdé de 3 etapas: un pre-tratamiento térmico, una hidrdlisis

enzimatica y una fermentacion.

El pre-tratamiento térmico se introdujo como parte de la metodologia, ya que se observé
que con un tratamiento a 100°C durante 5 min la hidrélisis enzimatica incrementaba un
5.71%. La hidrdlisis enzimatica se realizé en 2 fases: 1) La licuefaccion, donde el almidén
se desdobl6 en dextrinas empleando una a-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens y 2) la
sacarificacion, que hidrolizé las dextrinas a glucosa mediante una amiloglucosidasa de
Aspergillus niger; para ambas enzimas se establecieron las mejores condiciones de
trabajo. El maximo porcentaje de hidrdlisis del 61.3+0.9 % se obtuvo cuando se empled
una suspension al 20 % p/v de harina de semilla de B. alicastrum. La fermentacién del
hidrolizado se llevé a cabo con una cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae
(SAFOENO), los mejores resultados se obtuvieron cuando se finalizé la fermentacion a
las 12 h, produciendo una cantidad maxima 32.7 g de etanol-L™' de mosto, con una
eficiencia fermentativa del 75.69%. La eficiencia global de la metodologia empleada fue

del 30.6 % y su estimacion de produccion de bioetanol de 132.7 L-ton™ de harina.







ABSTRACT

This research provides experimental evidence that the high carbohydrate content of the
flour obtained from Brosimum alicastrum Sw seeds could potentially be exploited as raw
material for the production of bioethanol. The flour has been reported to have a total
carbohydrate content of 72.25 % and a total starch content of 61 % in dry weight. The aim
of this work was to develop a methodology for the production of bioethanol from the starch
content in the flour. The methodology proposed herein comprises three stages: thermal

pre-treatment, enzymatic hydrolysis and fermentation.

Thermal pre-treatment was included as part of the methodology as observations have
shown that, a treatment at 100°C for 5 min, increased the enzymatic hydrolysis by 5.71%.

Enzymatic hydrolysis was performed in 2 phases: 1) Liquefaction, in which the starch was
dextrinized using an a-amylase of Bacillus amyloliquefaciens and 2) saccharification which
hydrolyzed the dextrins to glucose by means of a amyloglucosydase of Aspergillus niger,
optimal work conditions were established for both enzymes. The maximum hydrolysis
percentage of 61.3+0.9 % was achieved with a suspension of 20 % w/v of B. alicastrum
flour. Fermentation of the hydrolysis product was carried out with a commercial strain of
Saccharomyces cerevisiae (SAFOENQO) and the best results were obtained when
fermentation was finished at 12 hours, producing a maximum of 32.7 g of ethanol-L™" of
must, with a fermentation efficiency of 75.69 %. Overall efficiency of the methodology was

30.6 % and estimated bioethanol production was 132.7 L-ton™ of flour.

Xl






INTRODUCCION

Las necesidades actuales del ser humano requieren una gran cantidad de energia, tan
solo en el 2011 fueron indispensables 8676.6 MTep para satisfacer la demanda mundial
[1]. Conforme crece la densidad poblacional aportarla proporcionalmente se vuelve un
reto dificil y costoso, sobre todo, porque los recursos energéticos mas empleados para
proveerla son combustibles fésiles (principalmente: carbén, gas natural y petréleo) [2],
recursos no renovables que presentan reservas limitadas que disminuyen continuamente.
Ademas, su empleo ocasiona un impacto negativo sobre el medio ambiente, ya que
durante su produccién y uso se emiten gases de efecto invernadero (GEIl) y otros

contaminantes, que contribuyen al constante calentamiento global [3,4].

México sustenta su economia principalmente en un combustible fésil, el petréleo, que
alcanz6é su maxima produccién en el 2003, presentando a partir de esta fecha una
tendencia decreciente en sus indices productivos [5]. Sin embargo, el crecimiento de su
poblacion se comportdé en forma inversa, ya que en el 2011 se increment6 en un 0.8 %

con respecto al 2010 [1].

Si solo producimos un excedente de energia de 841.74 Pj a nivel nacional y nuestra
poblacion incrementa a razén anual de 0.8 millones de personas [1], se deben tomar
acciones que garanticen la seguridad e independencia energética del pais. Para poder
conseguirlo es necesario implementar fuentes energéticas mas sustentables que sean

capaces de abastecer los servicios que demandan los principales consumidores.

El sector transporte es uno de los mayores consumidores de energia fosil a nivel mundial,
en el 2010 demandé un 27.3 % de la energia total y gener6 cerca del 22 % del CO; [1,6].
En México, este sector demanda un 48 % de la energia y produce un 39.9% de las

emisiones de CO; [1].

En la busqueda por mitigar el impacto ambiental y econémico ocasionado por este sector,
se propone el empleo de biocombustibles, esperando funjan como medios transitorios

mientras se desarrollan o encuentran fuentes energéticas completamente sustentables




[1,7,8]. Entre los biocombustibles, el bioetanol juega un papel importante para llevar a
cabo tal transicién, debido a que posee propiedades similares a la gasolina y es adaptable
a la infraestructura de transporte existente en gran parte del mundo [9]. Es una opcion
prometedora, ya que puede ser usado como combustible o como oxigenante, reduciendo
considerablemente las emisiones de mondxido de carbono, compuestos aromaticos y
compuestos organicos volatiles emitidos a la atmoésfera por los hidrocarburos
convencionales [10]. El bioetanol es el principal producto derivado de la fermentacion
alcohdlica de los compuestos organicos presentes en diversos sustratos naturales
(biomasa), realizada por microorganismos bajo condiciones de anaerobiosis [2]. Por lo
general, la biomasa es rica en: azucares simples, complejos (almidén) o en compuestos

lignoceluldsicos [11].

Varios paises invierten en buscar y obtener cultivos energéticos eficientes, que posean:
menor demanda de insumos, mayor adaptabilidad, ciclos de produccion cortos, y que no
sean severos ambientalmente [11,12,13]. Entre mas diversificadas y eficientes sean las

materias primas, se propiciara mas rapido la transicion energética.

En la Peninsula de Yucatan crece un arbol conocido regionalmente como arbol de ramén
(Brosimum alicastrum Sw.), cuya harina obtenida a partir de su semilla tiene alto
contenido de carbohidratos (hasta un 76% de su peso total) [14,15]. El 61 % del peso de
la harina corresponde a almidén (ANEXO 1), cantidad semejante a la presente en materias
primas amilaceas empleadas tradicionalmente en la produccion de bioetanol.
Comercialmente, esta especie no es competitiva dentro del mercado estatal, por lo que
este conjunto de caracteristicas la postulan como materia prima potencial para la

produccién de bioetanol.

En forma directa e indirecta el empleo de la semilla de ramén representaria una forma de
reducir la produccién de GEI, proporcionaria un balance energético positivo respecto a
otros cultivos, ya que el fruto de donde se obtiene la semilla no demanda grandes
cantidades de insumos agropecuarios, por tratarse de una especie perenne [16]. Por lo

tanto, si se pretende obtener un rendimiento eficiente de bioetanol a partir de la semilla de
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ramon, el reto se encuentra en el desarrollo de una metodologia adecuada para explotar

al maximo sus propiedades fisicoquimicas.

En el presente trabajo se desarrollé6 una metodologia para lograr dicho objetivo. Para ello,
se realizaron estudios que evaluaron tres etapas de la produccién: pre-tratamiento,

hidrdlisis, y fermentacién; con el fin de obtener un producto competente energéticamente.







CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 Generalidades del arbol de ramén (Brosimum alicastrum Sw.)

Brosimum alicastrum Swarts de la familia Moraceae es conocido como arbol de ramén en
la Peninsula de Yucatan y designado con mas de 50 nombres (ajusté, apomo, capire,
verba, mojéte, huge, cupsap, hairri, oxotzin, ojox, osh, jauri, xichxichcuy, breadnut,
capomo, freguo, hichoso, masicaran, ojoche, ojote, ujushte, ox, pisba wainka, ramén
blanco, ramén colorado, ramén de mico, ujuxte, etc.) a lo largo de las regiones donde
crece [16,17,18,19]. El término Brosimum proviene del griego Brosimos que significa
comestible [20,21]. Dos subespecies hasta el momento han sido identificadas Brosimum
alicastrum Sw. subsp. alicastrum y Brosimum alicastrum Sw. subsp. bolivarense. Entre su
sinonimia botanica lo podemos encontrar como: Alicastrum brownei Kuntze, Brosimum
bernadetteae Woodson, Brosimum bolivarense (Pittier) Romero, Brosimum gentlei
Lundell, Brosimum laifolium Standl, Brosimum terrabanum Pittier y Helicostylis
bolivarensis Pittier, etc. En el Salvador se han identificado dos variedades el ujushte verde

y ujushte amarillo [19].

El ramén es un arbol perenne, ecoldégicamente importante por su aporte energético a
diferentes niveles troficos [18]. En el estado de Yucatan posee una relevancia histérica, ya

que dentro de la cultura maya tuvo una importancia econémica y alimenticia [16,17,18,19].

Usos
El empleo que se da al ramén es variado, ya que se aprovechan casi todas las partes del
arbol. Tiene usos artesanales, comestibles, de construccion, forrajeros, maderables,

medicinales y recientemente industriales [17,22].

En Yucatan se emplean las hojas como forraje, ya que son un excelente alimento para el
ganado principalmente en la época de sequia; y las semillas son usadas en menor
proporcion para producir harina comestible, la cual posee altos contenidos en triptéfano

(aminoacido esencial deficiente en dietas a base de maiz) [17,18].
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También tiene una relevante importancia ecologica, ya que es un arbol con potencial para
realizar reforestaciones en zonas degradadas, pues ademas de favorecer la regeneracion
de otras especies, contribuye a la conservacion del suelo, al control de la erosién y

contrarresta el efecto de vientos fuertes [17].

Actualmente, varias propiedades del arbol son estudiadas para brindarle mayores

aplicaciones y dar un valor agregado a su cultivo [23].

Descripcion del arbol

Forma: Es un arbol que alcanza alturas de hasta 45 m [24], con diametros a la altura de
pecho (de 1.3 m) de hasta 1.5 m [17,18] (figura 1.1a).

Copa: Es densa, abierta e irregular, con forma piramidal. Posee hojas alternas, laminas de
4 a 18 cm de largo por 2 a 7.5 cm de ancho, con forma eliptica, su color es verde brillante
[17,18].

Corteza: Externa lisa, parda grisacea, presenta lenticelas; interna de color crema

amarillenta, con abundante exudado lechoso [17,18], su grosor es de 7 a 8 mm [17].

Flores: Son inflorescencias verdes o amarillas con cabezuelas globulares de alrededor de
1 cm de diametro; se ha reportado que posee flores unisexuales [18], pero estudios
recientes (Isabel Huchin Poot, comunicacion personal) han identificado la existencia de

flores hermafroditas.

Fruto: Posee una drupa de 2 a 3 cm de diametro (figura 1.1b), con pericarpio carnoso,
cuyo color varia de verde a anaranjado de acuerdo con su grado de maduracién, de sabor

y olor dulce, y contiene de 1 a 2 semillas por fruto [17].

Semilla: De forma semiesférica (figura 1.1c) sus dimensiones son de 3-9 x 16-20 mm,
cubiertas por una testa papiracea color moreno claro; la semilla fresca contiene de 45 % a
50 % de humedad [17,18].
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Figura 1.1. Brosimum alicastrum Sw. Arbol (a), fruto (b) y semillas (c).

Habitat

El ramén es originario de bosques humedos, adaptable a varios climas, tolerante a la
sequia, pero se desarrolla mejor en llanos fértiles [19,21]. Sus condiciones ambientales de
desarrollo oscilan entre temperaturas medias de 18 a 27 °C, con precipitaciones anuales
de 600 a 1000 mm [21]; crece en suelos con pH de 6.8 a 8.2, someros, pedregosos, con
drenaje rapido o muy rapido, a una altitud media de 221.3 msnm [16,17,19,25]. En

Yucatan el arbol forma parte de la selva baja y mediana subcaducifolia [18].
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Distribucién

El arbol de ramén es originario de América tropical, es abundante en las selvas tropicales
y subtropicales [24]; su extension abarca varios estados de la Republica Mexicana, desde
el sur de Tamaulipas hasta Quintana Roo y desde el sur de Sinaloa hasta Chiapas, pero
predomina en los estados del sur del pais (figura 1.2) [17]; se extiende por Centroamérica
hasta Colombia, Peru y Venezuela, abarcando también varias islas del Caribe como:

Trinidad y Tobago, Cuba y Jamaica [17].
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Figura 1.2. Distribucion del arbol de ramén en México [26].

Fenologia

La polinizacién del ramén es anemodfila. La floracién y fructificacion es variable,
dependiendo de la region donde se localiza; pueden llegar a presentarse hasta dos

periodos de fructificacion anuales [17].
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Produccién del fruto y semilla

Los arboles llegan a alcanzar su etapa productiva a los 5 afios [17,27]. Un arbol puede
producir de 50 a 75 kg de fruto al afio, de los que se pueden obtener de 16 a 29 kg de

semilla seca, y en cada kilogramo encontrar de 300 a 350 semillas [17,19,24,27].

Tejada et al. [24] reportaron periodos de fructificacion y floracién del ramén en diversos
estados de México. En el estado de Yucatan, Ortiz et al. [18] y Rosario Loria
(comunicacién personal) informan que la floracion se presenta entre los meses de
noviembre y febrero; la fructificacion la mayor parte del afio, siendo mas abundante en los

meses de enero, abril, mayo, junio y septiembre.

1.2 Composicion de la semilla

Estudios realizados por la FAO [15], Peters et al. [27] y el Mayan Nut Institute [28]
reportan que la semilla del ramoén presenta aproximadamente un 75 % de carbohidratos,
entre un 11y 20 % de proteina, y alrededor de 1 % de grasa [15,27,28]. En la tabla 1.1 se

muestra el contenido de macronutrientes reportado para 100 g de semilla seca.

Tabla 1.1. Composicion de macronutrientes de la harina de semilla de ramén (B.

alicastrum).
Fuente
FAO? Peters etal.” Maya Nut Institute® ANEXO |
Nutrientes
(1993) (1982) (2007) (2011)
Carbohidratos*  76.1 -- 76.2 72.25
Fibra cruda* 6.2 4.6 18.94 4.96
Proteina* 11.4 12.8 9.28 12.24
Lipidos* 1.6 - 0.44 1.10
Energia** 363 361 345.9 347.86
Humedad (%) 6.5 40-50 10.95 5.88

*g en 100 g de muestra **kcal en 100g de muestra
Fuentes: [15], °[27], [28]
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La proporcion de los macro-nutrientes presentes en la semilla de ramon es similar a la de

las gramineas empleadas para la elaboracion de bioetanol, como el maiz [29].

1.3 Produccion energética

El 78.2 % de la energia mundial es producida a través de combustibles fosiles y tan solo

un 19 % por fuentes de energia renovable [30].

El empleo excesivo de los combustibles fésiles, sus limitadas reservas y los dafios
ambientales que producen, son las principales razones por las que se debe disminuir su
uso [11,31,32]. Para poder lograrlo se necesita ir sustituyendo las fuentes de energia de

los principales sectores consumidores.

A nivel mundial uno de los sectores mas demandantes de energia es el transporte, al cual
se le destina el 44.8 % de la energia total producida [6]. En México la distribucién
energética es similar, ya que de un 85 % de energia fésil producida se le asigna el 48 %
[6,31]. Para llevar a cabo una transicién energética hacia fuentes de energia mas

sustentables para este sector, actualmente se emplean los biocombustibles.

1.4 Biocombustibles

Los biocombustibles son propuestos como una fuente alternativa para mitigar los efectos
causados por los hidrocarburos derivados del petréleo. Son productos energéticos
variados obtenidos a partir de la biomasa [33,34]. Los biocombustibles pueden ser
clasificados de acuerdo a su uso (los empleados naturalmente y los procesados), origen
(derivados de agricultura, forestales, pesqueros y residuos municipales) y estado fisico

(liquidos, solidos y gaseosos) [31].

Las aplicaciones que poseen son diversas, los empleados y producidos actualmente para
el sector transporte son: el bioetanol y el biodiesel [35]. Estos poseen propiedades fisico-
quimicas similares a los hidrocarburos y se adaptan a la infraestructura que estos

emplean. Son recursos renovables, biodegradables y la calidad de sus gases de emisién

10
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es menos severa con el medio ambiente [31]; son considerados combustibles de carbono

neutral y su produccidon puede impulsar el desarrollo del sector agricola [31,36,37].

En el 2008 la produccion de biocombustibles contribuy6 un 2 % a la demanda mundial de
combustibles para el transporte terrestre, y en el 2009 incrementé a un 3 % [32]. Para
impulsar su crecimiento aun mas, es necesario ampliar la gama de materias primas para

su produccion, desarrollar procesos productivos eficientes, rentables y sustentables.

1.5 Bioetanol

El bioetanol (alcohol etilico, ETOH) es un biocombustible que puede ser obtenido
mediante procesos biologicos a partir de diversas materias primas, principalmente
aquellas con altas concentraciones en azucares o almidén [11]. Cuando su obtencién es a
partir de azucares y almidones comestibles se le denomina de primera generacién; de
segunda generacion los derivados de vegetales no comestibles como materiales
celulésicos o lignoceluldsicos; de tercera generacion aquellos producidos a partir de

cultivos energéticos como micro algas y pastos perennes [11,31,33,34,36].

El bioetanol atrae la atencion del sector automotriz, por sus propiedades y ventajas como
fuente energética renovable [11]. Puede ser empleado directamente como combustible o
como oxigenante con la gasolina, en los motores de combustién interna. Como
combustible, tiene un alto octanaje, alto calor de vaporizacién, amplios limites y altas
velocidades de flamabilidad; estas caracteristicas benefician al motor de combustién
interna principalmente por proporcionarle velocidades de compresion altas, cortos tiempos
de quemado y por lo tanto un motor de combustion agil. Usado como oxigenante, el 35 %
de oxigeno que contiene le brinda un razonable valor antidetonante, haciendo mas
eficiente la combustion y reduciendo considerablemente la emisién de particulas de CO y

oxidos de nitrogeno [11].

El bioetanol ya habia fungido como carburante para automocién. Desde finales del Siglo
XIX en 1896 Henry Ford lo utilizé6 como combustible en el primer automévil que diseio, el

“Quadricycle” [34]. Actualmente se emplean mezclas de etanol-gasolina en los principales

11
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paises productores de bioetanol, entre las mas utilizadas se encuentran las mezclas: E25,
E20, E10, E5 (el numero indica el porcentaje de etanol presente en la mezcla) y la E85,
usada sélo en automodviles modificados (Flex-Fuel) [11,34,38]. Como oxigenante se

emplea solo en proporciones del 5 al 10 % [11,34,38].

En la tabla 1.2 se muestran propiedades importantes del bioetanol como combustible, en

comparacion con la gasolina y oxidantes quimicos como el metil terbutil éter (MTBE).

Tabla 1.2. Propiedades del bioetanol, gasolina y MTBE.

PROPIEDADES Etanol Gasolina MTBE
Numero de cetanos <15 <15 -
Numero de octanos 109 91-100 102-118

Temperatura de ignicién (°C) 423 370 -

Calor latente de vaporizacion

Fuente:[11,35,38,39]

1.6 Principales paises productores de bioetanol y materias primas
utilizadas.

Entre los principales paises productores de bioetanol se encuentran Estados Unidos,
Brasil y China. En la tabla 1.3 se muestra como se ha incrementado su produccion en los
ultimos afos, y cudles son los paises considerados los mayores productores.
Actualmente, las materias primas mas demandadas en estos paises para la produccion

de bioetanol son cafia de azucar, maiz y trigo [11].

12
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Tabla 1.3. Principales paises productores de bioetanol.

Pais

USA

Brasil

China

India

Francia

Alemania

Rusia

Canada

Sudafrica

Tailandia

2004

3.54°

3.99°

0.96°

0.46°

0.22°

0.07°

0.2°

0.06°

0.11°

0.07°

N/R no reportado

2005

4.26°

4.23°

1.00°¢

0.45°

0.24°

0.11°

0.20°

0.06°

0.10°

0.08°

2006

4.85°

4.49°

1.02°¢

0.50°

0.25°

0.20°

0.17°

0.15°

0.10°

0.09°

2011

14.4°
5.57°
0.55°
0.14°
0.31°
0.20°
N/R
0.46°
0.38°

0.13°

Miles de millones de galones producidos

2012

13.76°

5.57°

0.5°

N/R

N/R

N/R

N/R

0.44°

0.42°

N/R

Fuente: @ [40], ° [41],°[11]

Para los fines de esta investigacién, en la tabla 1.4 se reporta la produccién potencial de

las materias primas amilaceas empleadas en la produccion de bioetanol, sefialando su

contenido de carbohidratos, rendimiento por hectarea, asi como su produccion y

rendimiento de bioetanol.

13
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Tabla 1.4. Produccion y rendimientos de bioetanol a partir de materias primas amilaceas.

Produccion
Rendimiento Contenido de Rendimiento

Materia potencial de

del cultivo carbohidratos de bioetanol
prima 1 bioetanol P

(ton-ha™) (%) . (Kg-ha-afo™)

(L-ton™)

Papa 452 80-90° 110° 38807
Yuca 402 22-31° 180° 6000 *?
Maiz 52 72° 360° 2050°
Arroz 5¢ 75° 450¢ 2250°
Trigo 432 80-90° 340° 1560°

Fuente: [11]3, [42]°, [2]%,[ 43]°

1.7 Proceso de produccién de bioetanol

La produccion de bioetanol a partir de compuestos amilaceos comprende etapas
determinantes para lograr desdoblar completamente el almidon en azucares simples, que
puedan ser fermentados por el microorganismo productor de alcohol [11,36]. Las
principales etapas para obtener bioetanol anhidro, apto para ser utilizado como
biocombustible, a partir de sustratos amilaceos son: hidrdlisis, fermentacién, destilacion y
deshidratacion (figura 1.3) [31].

14



CAPITULO I. ANTECEDENTES

MATERIA PRIMA

COMPUESTO L0430
AMILACEO
HIDROLISIS FERMENTACION DESTILACION DESHIDRATACION

Figura 1.3. Proceso de produccion de bioetanol a partir de compuestos amilaceos.

1.7.1  Almidén

El almidén es el principal polisacarido de reserva energética de la mayoria de los
vegetales; se le puede encontrar en gramineas, leguminosas y tubérculos [44]. Esta
constituido por dos polimeros de glucosa de alto peso molecular, la amilosa y la
amilopectina que juntas forman granulos insolubles (figura 1.4) [45,46]. La proporcién de
cada uno de los polimeros varian de acuerdo con su fuente vegetal de procedencia
[46,47]; sin embargo, por lo general la amilopectina constituye hasta un 75 % de la

composicion del granulo [48].

Ambos polimeros tienen como mondmero a la a-D-glucosa unida por enlaces
glucosidicos. La amilosa enlaza sus mondémeros mediante los enlaces a(1, 4) formando
una molécula lineal, mientras que la amilopectina entrelaza sus monémeros con enlaces

lineales a(1, 4) y enlaces a(1, 6), dando origen a una estructura ramificada [46].

La amilopectina tiene un alto grado de organizacion estructural; cuando se alternan zonas
densamente ramificadas y zonas vacias, permiten el acceso de cadenas lineales
(amilosa) que se ordenan en paralelo formando dobles hélices [12]. Esta conformacién es

la responsable de la naturaleza semi-cristalina del almidon.
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Existen dos tipos de estructura cristalina para el almidén, la tipo A y la B, las cuales
difieren en la simetria y la longitud de las cadenas [12]. La tipo A esta generalmente
presente en cereales y la B en plantas que producen tubérculos [49]. La composicién y
conformacion estructural del almidén es determinante en su transformacion a compuestos

mas simples, ya que influye sobre la manera en que se debe realizar el proceso.

AMILOSA

Enlace glucosidico 1,4

H,C-oH H,C-OH H,C-OH H,C-OH
) 0) 0 0
H H H H
- NoH OH OH OH
o o o o OH
HO HO HO HO
AMILOPECTINA

Enlace glucosidico “~1,6

H,C-OH H,C-OH
o o
H H
~NOH OH
© ° Enlace glucosidico “~1,4
HO HO T '
H,C-0H CH, H,C-OH H,C-OH
(o) 0o 0 (¢]
H H H H
- N\NOH OH OH > OH
o (o] f (¢] ' (0] OH
HO HO HO HO

Figura 1.4. Segmentos de una molécula de amilosa y de amilopectina.

1.7.2 Pre-tratamiento

El pre-tratamiento es empleado para modificar la estructura de carbohidratos complejos
usados en la produccion de bioetanol, y facilitar su transformacion a compuestos mas
simples. En materias amilaceas tiene como objetivo favorecer la hidrélisis enzimatica del

almidon.

Dependiendo de la naturaleza del almidén, solo en ocasiones es necesario llevar acabo

un pre-tratamiento. Cuando se emplea, se busca disminuir el tamafio de grano y la

16



CAPITULO I. ANTECEDENTES

cristalinidad del almidon [49], para incrementar el area de contacto entre la enzima y el

sustrato [50].

Actualmente existen diversas metodologias para realizar el pre-tratamiento de
carbohidratos complejos como tratamientos ultrasdnicos [51], explosion de vapor [52], con
amonio [53], hasta térmicos [35,50,54]. EI mas empleado a nivel industrial para materias
amilaceas es el tratamiento térmico, que consiste en someter una suspension de harina a
temperaturas mayores a los 100 °C, con tiempos de residencia no mayores a diez
minutos, bajo presién y fuerzas de cizallamiento, lo que genera una dispersion de los
granulos de almidén y una disminucién de su viscosidad [35,55]. Comparado con los

tratamientos anteriormente mencionados la demanda de energia y recursos es menor.

1.7.3 Hidrdlisis

Es la reaccion entre una molécula de agua y una molécula organica o inorganica, donde

la disociacion del agua produce moléculas mas simples.

En la hidrélisis, los carbohidratos complejos como el almiddn, en presencia de agua, son
transformados a moléculas mas cortas o azlcares fermentables [36], tal como se muestra

en la ecuacion 1.1:

(C6H1OO5)n+nH20—>nC6H1206

Almidon D-glucosa (1.1)

La hidrélisis del almidon generalmente se realiza por via acida o enzimatica.

Hidrolisis acida

La hidrolisis acida es el método mas empleado para transformar el almidén en glucosa,
maltosa, isomaltosa o su transformacion parcial a dextrinas [56]. Consiste en el uso de
acidos fuertes como HCIl y H,SO,4 (pH 1-2), bajo temperaturas y presiones elevadas (150 a

230 °C y 1 a 4 atm) [57]; el nivel de degradacién depende de estos factores. Los acidos

17



CAPITULO I. ANTECEDENTES

causan un rompimiento de los enlaces glucosidicos a(1, 4), a(1, 6) y enlaces internos de

la a-D-glucosa, alterando de esta forma la estructura y propiedades del almidon.
Hidrélisis enzimatica

Se realiza con ayuda de biocatalizadores de naturaleza proteica (compuestos de origen
biolégico) llamados enzimas, que tienen la propiedad de acelerar las reacciones quimicas.
La actividad de las enzimas es muy especifica sobre determinados sustratos, debido a
que los sitios activos que poseen son muy selectivos y presentan su mayor actividad solo
bajo determinadas condiciones fisicoquimicas. Por ello, para obtener los mejores
resultados en la hidrélisis, es necesario seleccionar la enzima mas adecuada

dependiendo del tipo de sustrato y trabajar bajo condiciones 6ptimas [58].

A continuacion, se mencionan algunos factores que tienen una influencia relevante sobre
la actividad enzimatica y, por consiguiente, en el control y manipulacion de los

subproductos [59]:

pH: Es uno de los parametros importantes que se debe considerar al momento de llevar a
cabo una hidrélisis enzimatica, sobre todo porque puede llegar a alterar la estructura
molecular y la participacién de los grupos ionicos involucrados en la actividad catalitica y
la estabilizacion de la enzima. Cada enzima posee un pH 6ptimo bajo el cual realiza su

maxima actividad y que esta influenciado por el sustrato sobre el cual actua [60].

Temperatura de actividad: La actividad catalitica de la enzima depende de su naturaleza
y se incrementa conforme alcanza su temperatura 6ptima de actividad. Sin embargo,
después de sobrepasar esta temperatura hasta un ligero incremento puede causar su
desnaturalizacion, ya que ocasiona cambios intermoleculares que modifican los sitios

activos [61].

Tiempo de reacciéon: El tiempo de reaccién determina la calidad y cantidad de los

productos y varia proporcionalmente con la cantidad de enzima empleada [59].
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Carga de sustrato: Es uno de los factores mas importantes que afectan la actividad
catalitica de la enzima, a lo largo de la reaccion. Cuando a una cantidad fija de enzima se
afiade sustrato, la velocidad de la reaccion incrementa exponencialmente, ya que existen
mas moléculas de sustrato y es mas probable una reaccion con la enzima; sin embargo,
cuando hay un excedente de sustrato, la enzima se satura y ya no es capaz de hidrolizar
el excedente de sustrato [59]. Por lo tanto, es necesario tener una concentracion
adecuada de sustrato para asegurar su interaccién con la enzima y traducirla en una

hidrdlisis eficiente [59].

La hidrdlisis enzimatica presenta grandes ventajas con respecto a la acida, debido a que
proporciona productos de mayor calidad, se controla la formaciéon de subproductos no

deseados y tiene una mayor eficiencia [62,63].

La hidrdlisis del almidén por via enzimatica se efectia en dos etapas: licuefaccion y

sacarificacion. A continuacién se describe cada etapa:

a) Licuefaccion

Es una hidrdlisis parcial en la que se emplea a-amilasa, que es una endo-enzima que se
obtiene principalmente de bacterias termo resistentes como Bacillus licheniformis,
Escherichia coli o Bacillus subtilis [11,36]; la reaccidon se realiza a temperaturas de 90 a
110 °C, a 1 atm de presion y a un pH de 6 a 8 [57]. Esta enzima realiza cortes internos
aleatoriamente sobre los enlaces glucosidicos a(1,4) y a(1,6) de las moléculas de
almidén, como se muestra en la figura 1.5 [64,65]. La viscosidad de la solucién de almidén
disminuye rapidamente [57], el producto principal derivado de la reaccién de licuefaccién
es una solucién amilacea que contiene dextrinas y pequenas cantidades de glucosa [36].
Para cada tipo de sustrato que se desee hidrolizar, se debe evaluar el tipo de enzima que
se va a utilizar; y controlar la actividad y las condiciones 6ptimas (temperatura, pH,

concentracion) de la reaccion [11].
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AMILOSA
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Figura 1.5. Representacion aleatoria de los enlaces glucosidicos sobre los que la enzima
a-amilasa realiza la hidrdlisis.

a) Sacarificacion

Es una hidrélisis adicional a la licuefaccién donde se produce principalmente maltosa,
maltotriosa, glucosa y algunos oligobmeros [66]. Esta reaccion se lleva a cabo a
temperaturas menores que las de la licuefaccion (60-70 °C), utilizando amiloglucosidasas,
gue son exo-amilasas obtenidas principalmente de Aspergillus niger o Rhizopus sp. [36],
cuya funcion es catalizar la hidrélisis de los enlaces glucosidicos a(1,4) y a(1,6),
obteniendo en forma escalonada y sucesiva la glucosa de los extremos no reductores de
los oligosacaridos (figura 1.6) [67]. Las amiloglucosidasas hidrolizan 20 a 30 veces mas

rapido los enlaces a(1,4) que los a(1,6) [46].

En la etapa de sacarificacion, el tiempo de incubacién es el parametro mas fluctuante
entre las diversas materias primas amilaceas, ya que la respuesta de afinidad que
presenta la enzima amiloglucosidasa sobre el sustrato depende de los productos

formados durante la etapa de licuefaccion [67,68].
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AMILOSA
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Figura 1.6. Representacion de los extremos no reductores sobre los que la enzima
amiloglucosidasa realiza la hidrdlisis.

1.7.4 Fermentacion

La fermentacién es el proceso anaerobio por el cual los sustratos son transformados por
accion microbiana en metabolitos y biomasa. La conversién de carbohidratos a bioetanol
por la accion de ciertos microorganismos es llamada fermentacion alcohdlica [66]. Grupos
microbianos como bacterias (Zymomonas mobilis, Zymobacter palmae, Escherichia coli) y
levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis, Pachysolen tannophilus, Candida

shehatae) son empleados en los procesos de fermentacion alcohdlica [2].

Las rutas metabolicas usadas por cada grupo difieren, y su eficiencia fermentativa esta
influenciada por diversos parametros como: la naturaleza del microorganismo
fermentador, la concentracion del indculo, su viabilidad y estabilidad genética, su
velocidad de crecimiento, su resistencia a etanol y tolerancia a inhibidores; la temperatura

de fermentacién y el pH [69,70,71].
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e Levaduras

Las levaduras son los microorganismos mas empleados para llevar a cabo la
fermentacion alcohdlica, entre ellas histéricamente Saccharomyces cerevisiae es la mas

utilizada.

Las levaduras son hongos predominantemente unicelulares, que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se clasifican en los Phyla Ascomycota y
Basidiomycota del reino Fungi. Su reproduccion vegetativa se realiza por gemacion o
fision, y no forman su estado sexual dentro de un cuerpo fructifero [70,72,73]. El
crecimiento de las levaduras se presenta tanto en condiciones anaerobias como aerobias
y presenta cinco fases de crecimiento: la fase lag que es un periodo de adaptacion en el
cual la célula se prepara para dividirse; la fase logaritmica en la que las células alcanzan
su maxima capacidad de duplicacién y presentan un metabolismo fermentativo; el cambio
diduxico, en el cual debido a las bajas concentraciones de glucosa la célula detiene
momentaneamente su division y cambia su metabolismo fermentativo a uno respiratorio;
la fase postdiauxica, donde cambia su fuente de carbono por el alcohol producido en la
fase logaritmica y comienzan a incrementar su resistencia al estrés gradualmente; y por
ultimo la fase estacionaria donde los nutrientes son escasos y no hay mas division celular,
en esta fase la levadura acumula diversos carbohidratos de reserva (trehalosa y
glucégeno), alcanza su maxima resistencia al estrés y su pared se vuelve més gruesa y

resistente [74].

Saccharomyces cerevisiae posee un complejo sistema de transporte de azucares,
contiene hasta 20 genes que controlan el transporte de hexosas, y alcanza velocidades
de transporte de 10’ moléculas de glucosa/célula/segundo [2]. S. cerevisiae metaboliza
principalmente mono y disacaridos entre ellos, D-glucosa, D-fructosa y D-manosa; aunque
algunas cepas también fermentan sacarosa, melibiosa, rafinosas, maltosa y D-galactosa
[75,76,77].

La glucdlisis o via Embden-Myerhof-Parnas (EMP) es la principal ruta metabdlica utilizada

por S. cerevisiae para oxidar una molécula de glucosa y producir dos moléculas de
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piruvato que en condiciones anaerobias se reduce a etanol y CO,, tal como se muestra en
la figura 1.7 [70].

Glucosa
il ’A?P— I\ _—— Membrana
-7 "= | HK -~
- = celular
Etanol " nwo "%F \\/
4 /ADH NADH + H* Glucosa 6-P ' N "
/. Acetaldehido Citoplasma
// PGI \\
- \
COZ PDC Fructosa 6-P e \
! \
/ Piruvato ( \
! PFK ADP \
I \
! PYK

Fructuoga 1,6- bi-P
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/
GAPDH /
/
3 P-Glicerato NAD + HPO,? //
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/
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Figura 1.7. Ruta metabdlica realizada por Saccharomyces cerevisiae en la fermentaciéon
alcohdlica. HK:hexoquinasa, PGI: fosfoglucoisomerasa, PFK: fosfofructoquinasa, FBPA:
fructosa di-fosfato aldosa, TPI: triosa fosfato isomerasa, GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, PGK: fosfogliceratoquinasa, PGM: fosfogliceromutasa, ENO: enolasa,
PYK: piruvatoquinasa, PDC: piruvato descarboxilasa, ADH: alcohol dehidrogenasa [72].

Los rendimientos tedricos por gramo de glucosa son de 0.511 g de etanol y 0.489 g de

CO; [71]. La produccion de etanol es expresada mediante la Ec. 1.2 [75]:
CeH1206+2Pi+2ADP—2C,H50OH+2C0O,+2ATP+2H,0 (1.2)

Durante la fermentacion se producen dos moléculas de ATP (por sus siglas en Inglés:

adenosine triphosphate), junto con varios subproductos como: ésteres, aldehidos, glicerol,
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acidos organicos y alcoholes superiores [78]. El glicerol es producido a razén de 1% (w/v)
en la mayoria de las fermentaciones alcohdlicas. La produccion de estos subproductos

disminuyen el rendimiento de etanol [72].

En las fermentaciones también queda cierta cantidad de azucar residual que no es
metabolizada por el microorganismo, la cual esta presente en concentraciones de 2 a 5
g-L"[72].

Las condiciones de cultivo de S. cerevisiae varian de acuerdo con las caracteristicas
peculiares de la cepa y los sustratos utilizados en la fermentacion. Por ello para obtener
una alta eficiencia en la produccién de bioetanol es necesario conocer los parametros
6ptimos para el desarrollo y actividad de cada cepa. Asi, de acuerdo con la bibliografia
especializada en el tema, la temperatura éptima de crecimiento debe oscilar entre 30-35
°C [79,80]; el pH del sustrato debe encontrarse alrededor de 4.5 [81]; como fuente de
nitrégeno debe suministrarse sulfato de amonio o urea en concentraciones de 0.8-1.5g L™
[82]; el tiempo de fermentacién varia entre 48 y 72 h [81], lo que depende de los
anteriores factores abioticos mencionados [36,69,83]; y su tolerancia a concentraciones

de etanol oscilan entre el 10 y 15 % v/v [75,84].

La viabilidad de la levadura es determinada por la cantidad de células vivas en un
determinado volumen. El método mas empleado para evaluar la viabilidad es la tincion
con azul de metileno, el cual es un colorante vital que no es reducido por las células
muertas, por lo que se tifien de color azul. Al observar en una camara de Neubauer
levaduras tratadas previamente con dicho colorante, se pueden cuantificar facilmente las
células muertas y vivas, y determinar el porcentaje de viabilidad. Una viabilidad del 90 %

es aceptable para comenzar el proceso de fermentacion [82,85].

*  Produccién del inéculo

La finalidad de producir el in6culo es tener una cantidad suficiente de células en estado
activo previo al inicio de la fermentacion. Para producir el inéculo, se le brindan a la

levadura los nutrientes y las condiciones optimas para su crecimiento y reproduccion con
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el fin de incrementar su biomasa. En ocasiones con el fin de disminuir la fase de
adaptacion de la levadura se emplea el mismo medio o sustrato que se fermentara. El
inéculo generalmente representa el 10 % del volumen total a fermentar y su adicién se

realiza cuando la levadura esta en la fase exponencial de crecimiento [46].

1.7.5 Destilacion

La destilacién es un proceso de separacién mediante evaporacion y condensacion. En la
produccién de bioetanol se busca separar el azedtropo bioetanol-agua del caldo de
fermentacion, mediante el suministro de calor, aprovechando los diferentes puntos de
ebullicién de los compuestos. La temperatura debe ser los mas cercana al punto de
ebullicion de la sustancia de interés, una vez alcanzada esta temperatura, se prosigue a
condensar el vapor producido para obtener la sustancia en forma liquida [11]. El etanol
posee una temperatura de ebullicion de 78 °C [83] y el agua una de 100 °C [75], su
azeotropo tiene una temperatura de vaporizacion alrededor de 78.15 °C, a la cual se debe

llevar acabo la destilacion.

1.7.6 Deshidratacion

Es un método de rectificacion de la destilacion, que produce bioetanol puro al 99%.
Consiste en separar el azeotropo formado por el bioetanol-agua. Actualmente, se

emplean tamices moleculares para producir bioetanol absoluto [75].

El procedimiento consiste en pasar la mezcla etanol-agua, a través de un equipo
generalmente cilindrico, que contiene un lecho de material adsorbente. La diferencia de
afinidad de las moléculas de bioetanol y agua con respecto al adsorbente, permite que
esta ultima quede atrapada en el lecho a través de fendmenos de transporte superficial,
mientras el bioetanol pasa a través del mismo, aumentando su concentracién en la

corriente de salida del aparato [84].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial es necesario revisar la produccion energética, ya que cubrir la demanda
de energia respecto al crecimiento poblacional a partir de fuentes fésiles, se vuelve un
reto cada vez mas dificil; esto debido a que mientras las reservas de estos decrecen, sus
costos se elevan. Por otro lado, su utilizacion provoca un impacto ambiental negativo, al

aportar GEI que contribuyen al calentamiento global.

El transporte se encuentra dentro de los principales sectores consumidores de energia
fésil, por lo que buscando una transicién hacia fuentes renovables que satisfagan su
demanda energética, se propone el uso de biocombustibles, entre ellos el bioetanol ya
que no incrementa emisiones globales de CO; y su producciéon es mas econémica que la

de los hidrocarburos.

JUSTIFICACION

Por lo sefialado en el parrafo anterior, en México y especificamente en el estado de
Yucatan crece un arbol conocido como ramén (Brosimum alicastrum Sw.), es perenne,
adaptable a climas calidos y humedos, con amplia distribucién en el resto del pais [26]. Es
un arbol que se emplea principalmente como forraje [24,86]. Brosimum alicastrum Sw.
produce semillas con un contenido de carbohidratos mayor al 70% (ANEXO 1), siendo
éste semejante al que presentan gramineas como sorgo o0 maiz empleadas en la

produccién de bioetanol.

A partir de estas caracteristicas y tomando en cuenta que actualmente la semilla carece
de un valor comercial, la presente investigacion propone el desarrollo de una metodologia

que permita evaluar su potencial como materia prima para la produccion de bioetanol.

HIPOTESIS

La semilla de ramdén es una materia prima que por su alto contenido en carbohidratos

tiene potencial para ser utilizada en la produccién de bioetanol.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer una metodologia para la obtencién de bioetanol a partir de la harina de semilla

de ramon (B. alicastrum Sw.).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Cuantificar los azucares reductores directos obtenidos a partir de la hidrdlisis
enzimatica de la harina de semillas del ramodn, usando a-amilasa y amiloglucosidasa

comerciales.

* Crecer la cepa comercial Saccharomyces cerevisiae (marca SAFOENO) en el

hidrolizado enzimatico de la harina de semillas de ramon.

* Cuantificar el consumo de azucares reductores y su conversion a bioetanol realizado
por la cepa comercial de S. cerevisiae (marca SAFOENOQO) durante el proceso de

fermentacion.

* Cuantificar el contenido de bioetanol presente en los destilados obtenidos a partir de

los mostos fermentados de la harina de ramén.

* Estimar la produccién de bioetanol a partir de la harina de semilla de ramén.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Todos los reactivos que se emplearon fueron grado analitico. Acido sulftrico (97 %, J. T.
Baker, México), cloruro de calcio (99 %, Sigma-Aldrich, Japén), sulfato de amonio (99.6
%, J. T. Baker, E.U.A), fosfato de sodio monobasico (99 %, Sigma-Aldrich, Alemania),
fosfato de sodio di-basico (99 %, Sigma-Aldrich, Alemania), tartrato de sodio y potasio (J.
T. Baker, México), metabisulfito de sodio (98%, J. T. Baker, México), hidréxido de sodio
(J. T. Baker, México), acido 3,5-dinitrosalicilico (99 %, Sigma-Aldrich, India), Fenol
(Fermont, México), dicromato de potasio (Fermont, México), Dextrosa (J. T. Baker,
México), extracto de levadura (MCD LAB, México), Peptona bacteriolégica (MCD LAB,

México), agar bacteriolégico (BD Bioxon, México).

Enzimas: a-amilasa (Bacillus amyloliquefaciens, = 250 KNU-mL'1, Novozymes Corp.,
Dinamarca) y amiloglucosidasa AMG 300L (Aspergillus niger, 300 U-mL", Novozymes
Corp., E.U.A).

2.2 Material biolégico

En la preparacién del inéculo para la fermentacion se utilizé la levadura comercial de

vinificacion Saccharomyces cerevisiae marca Safoeno (Safmex S. A de C. V., México).

La levadura se reactivé mediante cultivo en placas de medio GELPA: Glucosa (20 g-L™),
extracto de levadura (5 g-L™), peptona (10 g-L™") y agar (20 g-L™"), que fueron incubadas
en obscuridad a 3012 °C por 3 dias, para obtener una viabilidad mayor al 99% antes de
ser empleadas para la preparacion del indéculo. Los cultivos fueron conservados en

suspension acuosa en refrigeracién a 4 °C.
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La viabilidad se determiné por medio de la tincién de azul de metileno [82,85] y la
concentracion celular se cuantificé en una camara de Neubauer, ambas se determinaron
después de reactivar la levadura mediante su cultivo en placas de GELPA; a cada placa
se agregaron 6 ml de agua destilada, para obtener una suspension de levaduras en agua.
Un mililitro de la suspension se diluyd con agua destilada hasta obtener una dilucion
1:100. Posteriormente, en un vial se mezclé 1 mL de la dilucion 1:100 con 1 mL de una
solucién de azul de metileno [82,85], la suspensidon se agité y una alicuota de 100 pL se
transfirid a una camara de Neubauer, la que se observé en un microscopio a 40X; se
cuantificaron las levaduras vivas y muertas presentes en un volumen 0.8 uL (ANEXO Ill) y
se prosiguio a realizar los calculos correspondientes de acuerdo a la ecuacion 2.1 y

ecuacion 2.2.

células totales — células teﬁidas>
X

% Viabildad=
% Viabilidad células totales

100 (2.1)

células totales> (1000 pL

0.8 uL TmL )(factor de dilucién)

Conc. celular (cel'mL™")= ( (2.2)
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2.3 Estrategia experimental

Para lograr los objetivos del presente trabajo se siguid la siguiente estrategia
experimental:

Harina de ramon

Pre-tratamiento
térmico

Condiciones: 100°C A4
Evaluacion: tiempo (5, 10 min), cantidad de
sustrato

»
>

Licuefaccion

Evaluacién: Temperatura, tiempo, pH,
concentracion de a-amilasa

Y
Sacarificacion

Condiciones: 60°C, 4.5 pH

Evaluacién: tiempo, concentracion de
amiloglucosidasa

Medicion: ARD

Si

% de hidrolisis baja

Fermentacion

Condiciones: 30°C, 4.5 pH, 10% inéculo,

conc. celular 3x107

Evaluacion: 3 concentraciones iniciales de
ARD, tiempo de fermentacion

Medicién: pH, sélidos solubles, ARD,
concentracion celular

'

Destilacion

Condiciones: 100°C
Medicién: concentracion de bioetanol

l

Bioetanol

Figura 2.1. Estrategia experimental para la produccién de bioetanol a partir de la harina de
ramon.
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2.4 Materia prima

2.4.1 Harina de semilla de ramoén

La harina de ramon fue proporcionada por el Dr. Alfonso Larqué Saavedra. En la figura

2.2 se muestra la harina empleada en el presente estudio.

Figura 2.2. Harina de semilla de ramén.

2.4.2 Determinacion de humedad de la semilla de ramoén.

La determinacion de humedad se realiz6 con el fin de emplear este dato en la estimacion

de produccion potencial de la semilla de ramon.

Para determinar el contenido de humedad de las semillas, éstas se pesaron vy
posteriormente se secaron a 70 °C en un horno ED series 115 (BINDER, Colombia), hasta

alcanzar un peso constante. El porcentaje de humedad se calcul6 con la ecuacion 2.3.

peso de la semilla humeda (g)
% de humedad = - x100
peso de la semilla seca (g) (2.3)
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2.5 Hidrdlisis

La hidrélisis del almidén contenido en la harina de semillas de ramoén se realizé en dos
etapas: la licuefaccion y la sacarificacion. Para cada etapa se determinaron las mejores

condiciones de trabajo.

2.5.1 Licuefaccion

Debido a que los parametros de trabajo de a-amilasa proporcionados por el proveedor

fueron limitados, fue necesario determinarlos experimentalmente.

2.5.1.1 Efecto de la concentracion de la enzima a-amilasa

Con el fin de conocer la cantidad minima de enzima necesaria para hidrolizar 1 g de
almidén, se probaron nueve concentraciones de enzima a-amilasa de Bacillus
amyloliquefaciens (0, 0.001, 0.01, 0.02, 0.05, 0.15, 0.3, 0.6 y 6 pL-g" de almidén) que
fueron adicionadas de forma individual en matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian
una suspension al 10 % p/v de fécula de maiz (empleado como estandar de almidon) con
una solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M ajustada a pH 6 (ANEXO Il) en la
que se disolvieron 60 ppm de Ca*. Los matraces se colocaron en bafio Maria a 85 °C,

con agitacion durante 1 h.

Los ARD producidos en cada uno de los tratamientos se cuantificaron después de realizar
la sacarificacion, debido a que la técnica de DNS solo identifica azlUcares con extremo
reductor y las dextrinas formadas en esta etapa carecen de éste. En la sacarificacion el
pH de la suspension fue regulado a 4.5 con ayuda de una solucion al 5 % v/v de HySOy,
después se colocé en cada uno de los matraces una cantidad excesiva de
amiloglucosidasa de 12 pL-g™" de almidén y fueron incubados a 60 °C durante 24 h. Los

tratamientos se realizaron por triplicado.
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2.5.1.2 Determinacion de las variables para obtener la actividad o6ptima de a-

amilasa en harina de semilla de ramén.

En bafio Maria se colocaron matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian una
suspension al 25 % p/v de harina de ramén en una solucidon amortiguadora de fosfato de
sodio 0.1 M (ANEXO Il) en la que se disolvieron 60 ppm de Ca?".

Las variables determinadas en forma secuencial fueron: pH, temperatura y tiempo de
reaccion. Se evaluaron dos valores de pH: 6 y 7, por ser los 6ptimos sobre los cuales la a-
amilasa desempefia una mejor hidrélisis, segun lo reportado por Gupta et al. (2003) [87].
Las temperaturas de reacciéon sobre las que se cuantificé la actividad de a-amilasa fueron:
70, 80 y 85 °C [87,88]; y también se determinaron diferentes tiempos de reaccion de 0.25,
0.5,1,1.5y2h[29].

En la tabla 2.1 se muestran en forma concisa y ordenada las diversas variables
evaluadas. Primero se determind el pH bajo los parametros mostrados en la columna 1
[29], una vez obtenido el pH Optimo, éste se utilizd y se prosiguié a determinar la
temperatura 6ptima de la reaccion (columna 2) y por ultimo el tiempo 6ptimo de la

reaccion (columna 3).

El efecto de los parametros evaluados, se determiné por la cantidad de ARD producidos
después de la etapa de sacarificacion que se mantuvo constante para todos los
tratamientos bajo las condiciones mencionadas en la columna 4 de la tabla 2.1. Cada

tratamiento se realizé por triplicado.
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Tabla 2.1. Variables evaluadas para determinar las condiciones de actividad 6ptima de a-
amilasa (de Bacillus amyloliquefaciens).

Etapa de . .
LICUEFACCION SACARIFICACION
hidrélisis
Columna 1 2 3 4
Evaluacion
Evaluaciéon
del tiempo
Parametros Evaluacion de la q Condiciones
e
del pH temperatura . constantes
reaccion
pH 6,7 6 6 4.5*
Temperatura
85 70, 80, 85 85 60*
(°C)
0.25, 0.5, 1,
Tiempo (h) 4 4 52
15,2
a-amilasa (uL g™
(-9 0.3** 0.3** 0.3** N/A
de almidon)
amiloglucosidasa
] N/A N/A N/A 1.57
(ML g de
almidén)

* De acuerdo a recomendaciones del fabricante de la enzima [89].
** Cantidad de enzima determinada en la seccién 2.5.1.1
N/A no aplica

2.5.2 Sacarificacion

2.5.2.1 Efecto de la concentracion de la amiloglucosidasa

Se utilizaron suspensiones de harina de ramoén al 25 % p/v previamente hidrolizadas con
0.3 uL de q-amilas::l-g'1 de almiddén bajo condiciones 6ptimas obtenidas en la seccion 2.5.1

(60 ppm de Ca®, pH 6, a 85°C, durante 1 h). De acuerdo con las especificaciones del
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fabricante primero se ajusté el pH de cada una de las muestras a 4.5 con una solucion al
5 % v/v de H,SO, [89]; en seguida fueron adicionadas en forma individual seis diferentes
cantidades de amiloglucosidasa (0, 0.6, 0.9, 1.2, 2, 2.4, 8.2 uL-g™" de almiddn) e incubadas
a 60 °C [89], por 52 h para garantizar la sacarificacion completa de las dextrinas, sin

embargo el tiempo éptimo de la reaccion fue evaluado posteriormente.

Al finalizar la reaccion se midieron los ARD producidos. Los tratamientos se realizaron por

triplicado.

2.5.2.2 Tiempo de reaccion

En la sacarificacion se evaluaron tres tiempos de reaccién: 4, 24 y 52 h; sobre una
suspension de harina de ramoén previamente hidrolizada, de la misma forma como se
describe en el inciso 2.5.2.1. La concentracion de amiloglucosidasa empleada fue de 1.2
uL-g”" de almidén, ya que a esta concentracién se obtuvieron los mejores resultados; fue
incubada a 60 °C y pH 4.5.

Al finalizar la reaccion se midieron los ARD producidos. Los tratamientos se realizaron por

triplicado.

2.6 Pre-tratamiento térmico

La evaluacion del pre-tratamiento térmico se llevd a cabo después de haber encontrado
las condiciones Optimas de trabajo de las etapas de licuefaccién y sacarificacion descritas
en la seccion 2.5, para determinar si con su empleo se incrementaba la hidrdlisis final del
almidén de la harina de semilla de ramén, tal como ocurre en almidon de harina de maiz
[90].

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se prepard una suspension al 25% p/v de harina de
semilla de ramén con una soluciéon amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M ajustada a pH

6 (ANEXO II) en el que se disolvieron 60 ppm de Ca?* en forma de CaCl,-2H,0 empleado
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como estabilizador térmico para a-amilasa [29,87]. La suspension se colocd en baio

Maria a 100 °C, durante 5 y 10 min [91]. Los ensayos se realizaron por triplicado.

La eficiencia del pre-tratamiento se determiné por la cantidad de ARD liberados una vez
concluidas las etapas de licuefaccion y sacarificacion, las cuales se realizaron bajo las

condiciones especificadas en la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Condiciones empleadas en la licuefaccion y sacarificacion para evaluar la
respuesta del pre-tratamiento térmico sobre estas etapas.

Parametros LICUEFACCION SACARIFICACION
pH 6* 4.5
Temperatura 85* 60**
(°C)
Tiempo (h) 1* 24
a-amilasa (uL-g™" de almidén) 0.3* N/A
Amiloglucosidasa (uL-g™ de almidén) N/A 1.2

* De acuerdo a lo determinado en el presente estudio
** De acuerdo a recomendaciones del fabricante de la enzima [89].
N/A no aplica

2.7 Cantidad de sustrato

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas del pre-tratamiento térmico, licuefaccion y
sacarificacion, se evalud la cantidad de sustrato. En matraces Erlenmeyer de 250 mL se
colocaron 20 g de harina de ramon y se vario el volumen de solucion amortiguadora de
fosfatos, para obtener suspensiones de 15, 20, 25 y 30 % p/v que fueron sometidas a las
condiciones de trabajo especificadas en la tabla 2.3. Los tratamientos se realizaron por
triplicado.
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Se cuantificaron los ARD obtenidos después de la sacarificacién de cada tratamiento, y de
acuerdo con estos resultados se eligido la suspension con mayor cantidad de almidon

hidrolizado y cuyas concentraciones de ARD propiciaran una mejor fermentacion.

Tabla 2.3. Condiciones empleadas para la evaluacién de la carga de sustrato y la
evaluacion de la metodologia, durante la hidrdlisis.

PRE- . ,
Parametros LICUEFACCION SACARIFICACION
TRATAMIENTO
pH 6 6 4.5
Temperatura
100* 85* 60**
(°C)
Tiempo 5 min* 1h* 24 h*
a-amilasa (UL g de
(kg N/A 0.3* N/A
almidén)
amiloglucosidasa (uL g N/A N/A 1.2*
de almidon)

* De acuerdo a lo determinado en el presente estudio
** De acuerdo a recomendaciones del fabricante de la enzima [89].
N/A no aplica

2.8 Evaluacion de la metodologia empleada en la hidrdlisis

Para realizar la evaluacion de la etapa de hidrélisis usada en la presente investigacion, se
compararon los resultados al ser aplicada, en las mismas condiciones, en harina de maiz
y harina de semilla de ramén (tabla 2.3). Para ambas harinas se empled una suspension
20 % p/v de harina-solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M (ANEXO 1) en la que se

disolvieron 60 ppm de Ca?*. Los tratamientos se realizaron por triplicado.
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2.9 Fermentacion

2.9.1 Curva de crecimiento

La curva de crecimiento de la levadura se realizé utilizando como medio de cultivo el
hidrolizado obtenido después del pre-tratamiento térmico, licuefaccion y sacarificacion

(bajo condiciones 6ptimas reportadas en la tabla 2.3) de la harina de semillas de ramon.

Los experimentos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 150 mL que contenian 50 mL
del mosto hidrolizado que fue centrifugado después de concluida la hidrélisis y ajustado a
una concentraciéon de 20 g-L'1 de ARD. Se empleé como fuente de nitrégeno sulfato de
amonio a razén de 1.5 g-L™' [92]. La concentracion celular utilizada proveniente de un
cultivo activo de la levadura en placa GELPA fue de 3X10" cel-mL™"[93], los matraces se
taparon con una torunda de algodon para permitir el intercambio gaseoso, y
posteriormente se incubaron a 30 °C, en agitacién (150 rpm), por 48 h. Para determinar la
cinética de crecimiento de la levadura se tomaron alicuotas de 2 mL al tiempo cero y cada

6 h, hasta completar las 48 h.

La concentracion celular en cada tiempo de muestreo se calculé empleando la ecuacién
2.2, se realiz6 diversas disoluciones conforme aumentaba el tiempo de crecimiento, a un
mililitro de la disolucion realizada se le agregd 1 mL de azul de metileno y se sigui6 el

procedimiento descrito en la seccion 2.2.

2.9.2 Preparacion del inéculo para la fermentacién

El in6éculo para la fermentacién se preparé con el mosto obtenido de la hidrdlisis
enzimatica ajustado a 20 g-L'de ARD y 4.5 pH. El volumen de inéculo usado
correspondié al 10% del volumen total a fermentar, se le adicioné 1.5 g-L™ de sulfato de
amonio como fuente de nitrégeno, y se inoculd con una solucién acuosa de S. cerevisiae
proveniente de un cultivo activo de la levadura en placa GELPA, que permitié obtener una

concentracién inicial de 3x10’ cel'-mL™" [93]. El matraz se incubé a 30 °C con una
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velocidad de agitacién de 150 rpm, durante el tiempo determinado por la curva de

crecimiento.

2.9.3 Fermentacion

En la fermentacion se evalué la produccién de bioetanol a tres diferentes concentraciones
iniciales de ARD (67.5 g-L™", 128.5 g-L" y 107.78 g-L™"). El volumen de indculo utilizado
fue de 4 mL, la concentracion celular inicial fue de 8.26x10” cel'mL™. Las fermentaciones
se realizaron con un volumen total (incluyendo el in6culo) de 40 mL de mosto hidrolizado
(obtenido bajo las condiciones éptimas establecidas en el presente estudio) en matraces
Erlenmeyer de 50 mL, a los que fue adicionado como fuente de nitrégeno sulfato de
amonio a razén de 1.5 g-L™ [92]. Posteriormente se incubaron a 30°C, pH 4.5 y la

fermentacion fue llevada acabo sin agitacion.

Las concentraciones de 67.5 g-L'1 y 128.5 g-L' de ARD se fermentaron durante 42 h.
Cada 6 h se tomaron alicuotas de 2 mL, para analizar el consumo de ARD a través de la
fermentacion. La muestra correspondiente a las 48 h se destild, y posteriormente se

determind la concentracion de etanol.

La concentraciéon de 107.78 g-L™' de ARD fue obtenida de una suspension al 20% p/v de
harina de ramén-solucién amortiguadora de fosfatos sometida a las mejores condiciones
encontradas en el presente trabajo para las etapas de pre-tratamiento térmico,
licuefaccion y sacarificacion, resumidas en la tabla 2.3. Con esta concentracion inicial de
ARD se fermentaron matraces durante 12, 24, 48, 72 y 120 h. Al finalizar la fermentacion
se muestrearon alicuotas de 5 mL para realizar la determinacion de ARD, °Brix, pH y
concentracion celular. Posteriormente, se destilaron todas las muestras y se determiné la

concentracion de etanol. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

2.10 Destilacion

En matraces de bola de 100 mL se mezclaron 25 mL de mosto fermentado con 25 mL de

agua destilada, la mezcla se destilé a 100 °C hasta obtener un volumen final de 25 mL. Al
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destilado se le determiné la concentracion de bioetanol por medio del método de

dicromato de potasio.

2.11 Analisis

2.11.1 Azucares reductores directos (ARD)

Los ARD fueron empleados para cuantificar la presencia de monosacaridos y disacaridos
al finalizar la hidrélisis, y para evaluar el consumo de estos azucares durante la
fermentacion, su determinacion se llevd a cabo por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) [82,94,95].

Preparacion de la solucion de DNS: se disolvieron en 600 mL de agua destilada los

siguientes reactivos: 200 g-L” tartrato de sodio y potasio, 2 g-L” fenol, 0.5 g-L”
metabisulfito de sodio, 10 g-L™" hidroxido de sodio y 10 g-L"' DNS, hasta lograr una

completa disolucién y se aforé a un litro.

Determinacién: se afadieron 1.5 mL de la solucién de DNS a 0.5 mL de la solucién

problema, el tubo se agitd y se colocd en bafio Maria a punto de ebullicion durante 15
min, se enfri6 a temperatura ambiente y se agregaron 8 mL de agua destilada.
Posteriormente, la solucién se agitod y se leyd en un espectrofotdmetro a una longitud de

onda de 550 nm. La medicion se realizé por triplicado.

La cantidad de azucares reductores se determind al comparar el promedio de la
absorbancia obtenida respecto a la curva de calibracion (ANEXO V). La curva de
calibracion de dextrosa se realizé graficando la concentracion de diversas soluciones de
dextrosa, de 0.1 a 1.0 gL', contra la absorbancia obtenida al leerlas en un

espectrofotémetro.
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2.11.2 Determinacion de sélidos solubles (°Brix) y del pH.

Los solidos solubles y el pH fueron monitoreados durante la fermentacion. Los sélidos
solubles se cuantificaron en °Brix con un refractometro portatil modelo FG 103/113 (Cole-
Parmer, E.U.A). La medicidon del pH se realizé con un potenciometro modelo pH211
(marca Hanna Instruments, E.U.A) debidamente calibrado con soluciones reguladoras de
pH4y7.

2.11.3 Etanol

La determinacion de etanol se realizé por el método de dicromato de potasio [96]:

Reactivos: Se requirieron 36.76 g-L™ de dicromato de potasio y 325 mL de acido sulfurico.

Preparacion del reactivo: Se disolvio el acido sulfurico en 400 mL de agua destilada, se

esperd a que enfriara y en seguida se le agregd el dicromato de potasio previamente

diluido en 200 mL de agua destilada, se aforé a un litro.

Curva de calibracion: La curva de calibracién de etanol (ANEXO V) se obtuvo al graficar la

absorbancia contra la concentracion de las soluciones de etanol anhidro, se empled un

rango de concentracién de 2 a 16 g-L™.

Determinacién: A 1mL de destilado de etanol se le agregaron 2 mL de solucién de

dicromato de potasio, la solucion se agité y se dejo reposar por 10 min, posteriormente se
le agregaron 5 mL de agua destilada, nuevamente se agito y se leyé la absorbancia en el
espectrofotdmetro a 585 nm. La medicién se realizé por triplicado. La cantidad de etanol

se obtuvo al comparar el promedio de la absorbancia respecto a una curva de calibracion.
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2.12 Cuantificacion

2.12.1 Porcentaje de almidén hidrolizado

El porcentaje de almidon hidrolizado fue determinado mediante la ecuacién 2.4 al finalizar

la etapa de sacarificacion para todos los tratamientos.

ARD obtenidos de la hidrolisis(g)
Almidén presente en la harina de semilla de ramoén(g)

% Almiddn hidrolizado= x100 (2.4)

2.12.2 Produccién de bioetanol

Se determind el coeficiente de rendimiento de bioetanol (ecuacion 2.5) y el porcentaje de

eficiencia de la fermentacion (ecuacion 2.6) de todos los destilados.

P — P,
Yps =g — s, (2.5)
I

donde:

Yp;s = Coeficiente de rendimiento

P; = Concentracion final de bioetanol (g-L™")

P, = Concentracion inicial de bioetanol (g-L™)

S = Concentracion inicial de ARD del sustrato (g-L™")

St = Concentracion de ARD final del sustrato (g-L™")

Por lo tanto, si el valor de 0.511 es la eficiencia maxima alcanzada en una fermentacion,

la eficiencia real de la fermentacion se puede determinar mediante la ecuacion 2.6:

Y
% Eficiencia = - ;fl x100 (2.6)
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2.12.3 Eficiencia del proceso

La eficiencia de la metodologia para la produccion de bioetanol se calcul6 mediante la

ecuacion 2.7:

. . Bioetanol producido (L)
% Eficiencia metodologica= Biostanol tedrico (L) x100

(2.7)

El bioetanol teorico producido a partir de semilla de harina de ramén se calculd
considerando que el 61% del peso de la harina estaba conformado de almidén, por un
gramo de almiddn se produce 1.1 g de glucosa y cada gramo de glucosa produce 0.51 g
de etanol [2]. Por lo tanto, si consideramos que partimos de un kilogramo de harina de

semilla de ramoén, el rendimiento tedrico de bioetanol es de 0.434 L (.p=0.789 Kg/L).

2.13 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los experimentos se realizé con el programa Statistics version 8.
(StatSoft®, Oklahoma, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Hidrdlisis

3.1.1 Licuefaccion

3.1.1.1 Efecto de la concentracion de a-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens.

En la figura 3.1 se puede observar que 0.3 yL de enzima a-amilasa (de Bacillus
amyloliquefaciens, 530 KNU'/g) fueron necesarios para licuar 1 g de almidén en una hora,
y que cantidades superiores de a-amilasa no fueron capaces de producir una mayor
cantidad de dextrinas en el mismo tiempo de licuefaccion, lo cual se puede observar en

los tres ultimos puntos del grafico.

| II|

0 0.001 0.01 0.02 0.05 0.15 .
Cantidad de enzima (puL-g' de almldon)

160
140

ARD (g-L")
o o o o o o

o

Figura 3.1. Efecto de la cantidad de a-amilasa (de Bacillus amyloliquefaciens) en la
hidrélisis de la harina de semillas de ramdn. Los resultados son el promedio de tres
repeticiones + 0. (ANOVA de una via Fg 1= 356.57, p< 0.05, prueba de Tukey HDS).

" KNU( Kilo Novo Unidad): una unidad transforma a dextrinas 5.26 g de almidén por hora.
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3.1.1.2 Determinacion de pH

A pH 6 la enzima a-amilasa realizé una hidrélisis mas eficiente sobre la harina de semilla
de ramon, como se puede observar en la figura 3.2; a dicho pH se hidrolizé un 62.02+2.8
% del almiddn (en 20 g de harina de ramon se dispone s6lo de 12.2 g de almidén, ANEXO
[). A un pH 7 la hidrdlisis fue menor, ya que el porcentaje de almidén hidrolizado fue de
47.06+5.5 %.

70

50
40
30

20

% Almidon hidrolizado

10

pH

Figura 3.2. Efecto del pH en la hidrdlisis del almidon de la harina de ramén. Los resultados
son el promedio de tres repeticiones = o. Las letras indican diferencia significativa
(ANOVA de una via F 4= 17.515, p< 0.05).

En la tabla 3.1 podemos observar que a ambos valores de pH se produjo una
concentracion promedio de ARD de alrededor de 171 g-L™"; sin embargo, los porcentajes
de hidrdlisis de almidon difieren porque no se obtuvo la misma cantidad de hidrolizado,
esto pudo deberse a que a pH 7 existié una modificacién del sitio activo o alteracion de la
estructura molecular de la enzima, que provocé una menor licuefaccion y por lo tanto un

menor volumen al finalizar la sacarificacion [97]. Dincbas et al. [98] reportaron como
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variaba la actividad de la a-amilasa (de Bacillus amyloliquefaciens) sobre diversos
sustratos cuando se les sometia a diferentes pH, y registraron para los sustratos de maiz

y arroz la actividad maxima a pH 6, sucediendo lo mismo que en el presente trabajo.

Tabla 3.1. Efecto del pH durante la etapa de licuefaccion.

pH ARD(g-L™) % Almidén hidrolizado
7 173.85+2 47.06£5.5
6 170.91+4.6 62.02+2.8

3.1.1.3 Determinacion de la temperatura 6ptima

De tres temperaturas de licuefaccién evaluadas en el rango de 70-90 °C sugerido por el
fabricante (Novozymes), 85 °C fue la temperatura a la que se logré obtener el mayor

porcentaje de almidon hidrolizado.

Como se muestra en la figura 3.3, el porcentaje de almidén hidrolizado aumenté conforme
se incrementd la temperatura a la cual se realizo la licuefaccion. A 90 °C se observo una
desnaturalizacion de la enzima, quedando el sustrato como una pasta sin hidrolizar. A
85°C se alcanz6 una hidrdlisis del 62.02 % del almidén contenido en la harina de ramén y

la mayor cantidad de ARD, tal como se muestra en la tabla 3.2.
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Figura 3.3. Comportamiento de a-amilasa a diferentes temperaturas durante la
licuefaccion. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + 0. (ANOVA de una via
F26=401.59, p< 0.05, prueba de Tukey HDS).

Una temperatura 6ptima de 85 °C también fue empleada por Mojovi¢ et al. [29] en la
produccién de bioetanol a partir de harina de maiz utilizando la enzima a-amilasa de B.

licheniformis.

Tabla 3.2. Hidrdlisis del almidon de harina de ramén a diferentes temperaturas de la
reaccion de licuefaccion.

ARD % Almidoén
Temperatura 1
(g-L™) hidrolizado
85 170.91+4.6 62.02+2.9
80 120.2+1.3 50.2310.54
70 62.6%£1.9 23.0840.71
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3.1.1.4 Tiempo de licuefaccion

El tiempo minimo 6ptimo de licuefaccion en el cual la enzima a-amilasa propicid la
formacion de la mayor cantidad de ARD y el mayor porcentaje de almidon hidrolizado, fue
de 1 h.

En la figura 3.4 se observa el porcentaje de almidén hidrolizado a diferentes tiempos de
licuefaccion. El promedio de almidén hidrolizado en 1 h de licuefaccion fue de
69.03+3.6%. Este tiempo es similar a los reportados para varias amilasas sobre diversos
sustratos [87]. Un tiempo de licuefaccion mayor no mostré incrementos significativos en el

porcentaje de almidon hidrolizado, ni en la concentracion de ARD.

80 -
70 -

60 -

50 - L

40 -

30 ~

20 -

10 -

0 T T T T )

0.25 0.5 1 1.5 2

Tiempo de licuefaccion (h)

% Almidoén hidrolizado

Figura 3.4. Porcentaje de almidon hidrolizado por a-amilasa respecto al tiempo de
licuefaccion. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + 0. (ANOVA de una via
F(4,10)= 48.401, p< 0.05, prueba de Tukey HDS).

3.1.2 Sacarificacion

3.1.21 Concentraciéon de amiloglucosidasa AMG 300L

En la figura 3.5 se observa la cantidad de ARD producidos después de la sacarificacion

del hidrolizado de harina de semilla de ramén (previamente pre-tratado y licuado) al afiadir
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distintas relaciones de amiloglucosidasa con respecto a la cantidad de almidon inicial de
la harina de semilla de ramén. El analisis estadistico de los resultados graficados nos
permitié determinar que la adicién de 1.2 pyL de amiloglucosidasa-g'1 de almidén a una
suspension al 25 % p/v de harina de ramén-solucién amortiguadora de fosfatos, produjo la
maxima concentracion de ARD. Relaciones superiores de enzima no mostraron una
diferencia estadisticamente significativa, por lo tanto 1.2 yL de amiloglucosidasa por 1 g
de harina de ramoén fue la concentracion 6ptima para sacarificar las dextrinas producidas

en la licuefaccion.

140

120

100 T L
80

60

ARD (g-L")

40

20

0 0.6 0.9 1.2 2 24 8.2
Cantidad de enzima (uL-g-' de almidén)

Figura 3.5. Efecto de la cantidad de amiloglucosidasa AMG 300L (de Aspergillus niger)
sobre almidon de harina de semilla de ramon. Los resultados son el promedio de tres
repeticiones+ 0. (ANOVA de una via F14)= 758.20, p< 0.05, prueba de Tukey HDS).

3.1.2.2 Tiempo de sacarificacion.

Un porcentaje de almidén hidrolizado de 62.49 £ 2.5 % fue obtenido a las 24 horas de
sacarificacion, tal como se muestra en la figura 3.6. Tiempos de sacarificacion mayores a

24 h no mostraron diferencias significativas.

En la tabla 3.3 se puede observar que después de las 24 h la concentracion de ARD

tampoco varié y se mantuvo alrededor de 170 g-L™".
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Figura 3.6. Efecto del tiempo de reaccién de amiloglucosidasa AMG 300L en la
sacarificacion de las dextrinas de harina de ramoén. Los resultados son el promedio de tres
repeticiones+ E.E. (ANOVA de una via F35=26.796, p<0.05, prueba de Tukey HDS).

Tabla 3.3. Variacion de los ARD y el porcentaje de almidon hidrolizado de harina de
ramon a diferentes tiempos de sacarificacion.

Tiempo (h) ARD % Almidén
(g-L") hidrolizado

4 118.22+5.5 4263 +1.9

24 170.91 £ 4.6 62.49+25

48 155.3+6 57.77+£4.9

52 170.92+ 4.6 61.64 +1.6

El tiempo de sacarificacion de materias amilaceas como: maiz [99], trigo [100,101],
cebada [102] y papa [103] varia segun la cantidad de enzima empleada, su naturaleza y
las dextrinas disponibles en el medio. Labeille et al. [100] reportan que un tiempo de 22 h

es suficiente para sacarificar completamente las dextrinas generadas en una suspensién
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al 35 % p/v de harina de trigo-agua destilada hidrolizada con la misma amiloglucosidasa

empleada en este trabajo.

3.2 Pre-tratamiento térmico

La evaluacion del pre-tratamiento térmico se llevé a cabo después de determinar que bajo
condiciones Optimas de trabajo de las etapas de licuefaccion y sacarificacion no se
obtenia una elevada hidrdlisis de la harina de semilla de ramén. En la figura 3.7 se puede
observar el efecto del tiempo de pre-tratamiento térmico en la hidrélisis de la harina de
semilla de ramén. Como testigo se empled harina sin pre-tratar que después de la

licuefaccion y sacarificacion sélo mostré una hidrélisis del 62.02+2.9 % del almidén.
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Figura 3.7. Efecto del tiempo de pre-tratamiento térmico en la hidrélisis del almidén de la
harina de semilla de ramon. Los resultados son el promedio de tres repeticiones = o. Las
letras indican diferencia significativa (ANOVA de una via F6- 5.1935, p< 0.05, Tukey
HDS).

El pre-tratamiento de 5 min a 100°C propicié un incremento del 5.71 % con respecto al
testigo, alcanzando una hidrélisis de almidén del 67.73+1.7 %. Esto puede deberse a que

el pre-tratamiento térmico ocasioné el hinchamiento de los granulos de almidon
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incrementando su area superficial, lo que favorecio el acceso de las enzimas a los sitios
reactivos, ocasionando una mejor hidrélisis, tal como observaron Ferng et al. (2011) [90]

al someter harina de maiz a un calentamiento similar.

El analisis estadistico indicé que el pre-tratamiento por 5 min no propici6 un aumento
significativo en la hidrdlisis de la harina de semilla de ramén, contrariamente a lo
observado en el caso de harina de semillas de maiz, en el cual se obtuvo una hidrolisis
del 95.3520.2%. La diferencia puede estar relacionada a la conformacion estructural o
composicion que tiene el almidon en las diferentes harinas (relacion amilosa-amilopectina)
[90]. El pre-tratamiento térmico con duracion de 10 min no presentd un incremento

significativo en la cantidad de almiddn hidrolizado.

Se debe probar si tiempos intermedios o mas prolongados benefician la hidrélisis del
almidon. Para fines de este trabajo se decidié continuar con el pre-tratamiento térmico por
5 minutos, pero en caso de un escalamiento del proceso, habria que realizar un balance
energeético para determinar si el aumento en la hidrélisis del almidon compensa la energia

que se tiene que aplicar al sistema.

3.3 Cantidad de sustrato

En la figura 3.8 se puede observar que conforme aumenta la cantidad de sustrato se
obtiene una mayor concentracién ARD, sin embargo también se demostré que disminuye
la eficiencia del sistema, ya que se obtiene un menor porcentaje de almidon hidrolizado.
Por lo anterior, se puede inferir que la actividad catalitica de las enzimas disminuye con el
aumento del sustrato, ya que al incrementar la densidad del medio se saturan los sitios de

reaccion de la enzima por lo que inhibe su actividad.

Los criterios empleados para elegir la cantidad 6ptima de sustrato fueron: obtencion de
una elevada concentracion de ARD para ser utilizados en la fermentacién y una mayor

hidrolisis del almidén para aprovechar al maximo la materia prima.

53



CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

80 180
[e) 70 \ od 160
i o
.g 60 ) 140
© 120 &
5 50 i
= 100 &
c 40 -
‘0 80 E
S
< 20 40
= 10 20

0 0
15 20 25 30
Cantidad de sustrato (% p/v)
«=l=, Almiddn hidrolizado ARD

Figura 3.8. Porcentajes producidos de almidon hidrolizado y ARD con respecto a la
cantidad de sustrato empleada. Los resultados son el promedio de tres repeticionest o.
(ANOVA de una via F35-544.31, p< 0.05, prueba de Tukey HDS).

Con base en los resultados, se eligi6 emplear una suspensién al 20 % p/v de harina de
semilla de ramodn-solucion amortiguadora de fosfatos, ya que a esta concentracion se
obtuvo una eficiencia de la hidrélisis del almidon del 61.38 % con una concentracién de
123.76 g-L'1 de ARD. Esta cantidad de sustrato utilizada es igual a la reportada por
Fernandez et al. [104] en la produccion de bioetanol a partir de harina de papa. Sin
embargo, es un 10 % menor comparada con las suspensiones empleadas
comercialmente para la produccion de bioetanol a partir de sustratos de harina de maiz
[29,105], harina de trigo [106] y harina de sorgo [99,107].

Una suspension al 30 % p/v de harina de semilla de ramén no fue utilizada debido a que
confiere a la mezcla una alta viscosidad, que no permite su manipulacion. Los
rendimientos son bajos cuando la viscosidad de la suspension es elevada, ya que impide

que las enzimas lleguen a los sitios sobre los que realizan la hidrdlisis [107].
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3.4 Evaluacion del proceso de hidrélisis

Debido a la baja eficiencia obtenida en la hidrélisis enzimatica de la harina de semilla de
ramon, se decidid evaluar la metodologia establecida con un sustrato comercial. El
sustrato elegido fue harina de maiz, por tratarse de una de las principales materias primas
empleadas en la produccién de bioetanol. Ambos sustratos se sometieron a las mismas

condiciones.

En la figura 3.9 se presenta el nivel de respuesta que produjeron ambos sustratos.
Podemos observar que la metodologia disefiada proporciona un comportamiento mas
eficiente cuando se emplea harina de semillas de maiz, hidrolizando hasta un 95.35+0.2
% su contenido total de almidon. Este porcentaje similar al reportado por Mojovic et al.
[29] quienes logran una hidrdlisis del 76-96 % del almidon de harina de maiz, sin emplear
un pre-tratamiento térmico.
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Figura 3.9. Porcentaje de almidon hidrolizado en suspensiones al 20 % p/v de harina de
semilla de maiz y harina de semilla de ramén, sometidas a las mismas condiciones de
hidrdlisis. Los resultados son el promedio de tres repeticionest o. (ANOVA de una via
F(1.4=816.55, p< 0.05).

Para harina de ramén se obtuvo una eficiencia menor, cerca del 67.72+1.7 %, lo que pudo

deberse a varios factores: Tester et al. [49] reportaron que al trabajar con almidones
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nativos se suelen tener mayores desafios, debido a las caracteristicas particulares del
almidén, como son: tamafo del granulo (granulos grandes proporcionan menor area
superficial), estructura cristalina (enlaces de doble hélice son mas fuertes y menos
digeribles) y composicion quimica (la relacién amilosa-amilopectina, la cantidad de
amilosa esta inversamente relacionada a la hidrdlisis, debido a que propicia la formacion
de dobles hélices, los que dificultan el acceso de las enzimas a los sitios de reaccion.
Ademas, Carrillo et al. [108] atribuyen una hidrdlisis incompleta a la influencia de los
componentes no-amilaceos presentes en la harina (la harina de semilla de ramén posee
un 39% de compuestos no-amilaceos respecto a su peso total) o a cantidades de almidon
enlazadas fuertemente a las proteinas que conforman el endospermo del granulo. Todos
estos factores pueden afectar la hidrélisis enzimatica, por lo que es necesario determinar
con exactitud la composicién de la harina de semillas de ramoén, con el fin de desarrollar

una tecnologia de hidrélisis mas eficiente.

3.5 Curva de crecimiento

En la figura 3.10 se observa el crecimiento de la levadura S. cerevisiae en el hidrolizado
de harina de semilla ramén previamente pre-tratado, licuado y sacarificado, el cual se

ajusté a una concentracion de 20 g-L™" de ARD.

La cinética de crecimiento de la levadura observada en la figura 3.10 muestra que durante
las primeras 6 h se presentd una rapida adaptacion al medio, y un crecimiento
exponencial acelerado que concluye a las 8 h. A éste tiempo la levadura S. cerevisiae
tiene una actividad metabdlica intensa, adecuada para iniciar una fermentacion activa.
Después de las 12 h la levadura no presento un incremento significativo en la
concentracién celular, por lo que podemos definir que a esta hora inici6 su fase

estacionaria.

Con base en los resultados anteriores, la preparacion del indculo para iniciar la
fermentacion se realizé bajo las siguientes condiciones: 8 h de crecimiento, con una

concentracién inicial de 3x10’cel-mL™, 30 °C, 150 rpm y 1.5 g-L" de sulfato de amonio.
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Figura 3.10. Curva de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae (marca
SAFOENO) sobre un hidrolizado enzimatico de harina de semilla de ramon ajustado a 20
g-L”" de ARD, incubado a 30 °C y agitacién constante (150 rpm). Los resultados son el
promedio de tres repeticionest 0. (ANOVA de una via F102,=36.279, p< 0.05, prueba de
Tukey HDS).

3.6 Fermentacion

Se llevaron a cabo dos fermentaciones por separado. Los resultados presentados se
realizaron bajo las siguientes condiciones de trabajo: anaerobiosis, temperatura de 30 °C,
1.5 g-.L™" de sulfato de amonio, con 10 % v/v de indculo (crecido previamente en un
hidrolizado de harina de semilla de ramoén ajustado a 20 g-L' de ARD) y con una

concentracion inicial de 8.26x10” cel'mL"™",

La primera fermentacion se realizd6 en hidrolizado de semilla de ramén con dos
concentraciones de ARD: 67.5 y 128.5 g-L", con la finalidad de determinar si habia
inhibicion de la levadura S. cerevisiae por la concentracion del sustrato y su eficiencia

fermentativa.
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En la figura 3.11 se observa que la levadura consume los azlcares procedentes de la
hidrélisis enzimatica en forma similar para ambas concentraciones, durante las primeras
12 h.

Después de 18 h se cuantificaron 2.1 g-L”" de ARD para la concentracion inicial de 67.5
g-L"y 2.4 g-L™" de ARD para la de 128.5 g-L™, esto nos permitié identificar que la levadura
fue capaz de metabolizar altas concentraciones de azlcares provenientes de la hidrolisis
de harinade semilla de ramén y que la concentracion de 128.5 g-L™" no provocé un estrés
osmotico, ya que esta concentracion de azucar no supera el 30 % de glucosa limite que
generalmente resiste Saccharomyces cerevisiae [74]; sin embargo su metabolismo

fermentativo se comport6 diferente como se muestra en la tabla 3.4.
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Figura 3.11. Consumo de los ARD iniciales presentes en dos hidrolizados de harina de
semilla de ramoén durante la fermentacion realizada con Saccharomyces cerevisiae. Los
resultados son el promedio de tres repeticionest o.

La tabla 3.4 muestra las cantidades de etanol producidas durante un tiempo de
fermentacion de 42 h, para las dos concentraciones iniciales de ARD. Como era de
esperarse, se obtuvo menor cantidad de etanol a una concentracion de 67.5 g-L™ de ARD,

sin embargo cuando se compara la eficiencia de la fermentacibn en ambas
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concentraciones, en 128.5 g-L™" de ARD la levadura S. cerevisiae incrementa su eficiencia

fermentativa un 9%.

El mismo comportamiento fue reportado por Nikoli¢ et al. quienes observaron la
produccion de bioetanol a diferentes concentraciones iniciales de glucosa obtenida a partir
de harina de maiz, y obtuvieron a las 50 h de fermentacion la maxima cantidad de
bioetanol, cuando iniciaban la fermentacién a una concentracion de 176 g-L™' de ARD y la

menor con una concentracion inicial de 125 g-L™" de ARD.

Tabla 3.4. Rendimientos de etanol a partir de mostos con concentraciones iniciales de
67.5y 128.5 g-.L" de ARD.

Concentracion Bi I ducid Eficiencia de la
de ARD loetanol producido fermentacion
L
(gL (ol (%)
67.5 17.13+ 0.9 50.62+ 2.6
128.5 38.69+ 1.3 59.69+ 2.0

Con base en los resultados obtenidos podemos inferir que entre mayor sea la
concentracion de ARD al iniciar la fermentacion (sin exceder los limites tolerados por S.
cerevisiae), obtendremos mejores rendimientos de bioetanol. Sanchez et al. [36] reportan
que otro de los beneficios al trabajar bajo estas condiciones es la reduccion del consumo

de recursos hidricos, lo que disminuye el costo de produccion.

La segunda fermentacién se realiz6 con una concentracién de 123.76 g-L" de ARD,
obtenidos de una suspension de harina de semilla de ramoén al 20 % p/v (elegida como la
optima segun los criterios mencionados en la seccion 3.2.1), cuya concentracion inicial

después de adicionado el inoculé fue de 107.78 g-L" de ARD (figura 3.12).
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En base a los datos obtenidos y representados en la figura 3.12, la fermentacion del
hidrolizado de harina de semilla de ramén se concluy6 a las 12 h, cuando el 78.7% de los
ARD habian sido metabolizados por la levadura S. cerevisiae. El resto de los ARD fue
consumido durante las siguientes horas, y a partir de las 24 h se obtuvo una
concentracion de ARD residual de 1.2 g-L™'. La maxima produccion de bioetanol obtenida
se registro a partir de las 12 h, la concentracién de etanol producida fue de 32.7 g-L'1, con

un Yps de 0.386 y una eficiencia fermentativa del 75.69 %.

Con el fin de monitorear el metabolismo de la levadura en la fermentacion, y explicar los

bajos valores de Y, se evaluaron: solidos solubles, pH y densidad celular.

En la figura 3.12 podemos apreciar que la cantidad de soélidos solubles disminuy6 de 12
°Brix a un valor minimo de 4.2 °Brix a las 24 h, en 12 h de fermentacion registré un valor
de 7 ?Brix y después se mantuvieron a 6 °Brix hasta finalizar la fermentacion. Los 6 °Brix
remanentes pueden corresponder a otros soélidos solubles no fermentables o compuestos
que no son metabolizados por la levadura para la produccion de bioetanol, como por
ejemplo: aminoacidos, proteinas, vitaminas y acidos grasos [109]. El valor minimo de °Brix

pudo deberse a que como bajo el pH se lograron solubilizar algunos sélidos.

La fermentacion se inicié con pH 4.5, el valor minimo se registré a las 24 h en pH 4.15, y
después se mantuvo a pH 4.3 hasta un tiempo de fermentacion de 120 h. La disminucion
de pH puede asociarse a la produccion de acidos durante la fermentacion (acido lactico,
acido acético, etc.), y el incremento a la liberacién de aminoacidos al medio y produccién
de bioetanol [110]. Con valores de pH bajos en medios de fermentacion generalmente se
inhibe el crecimiento de la levadura y el intercambio de nutrimentos entre las células y el
medio, propiciando la fermentacidn y no el crecimiento celular [69], siempre y cuando no
disminuya hasta pH 2.25 donde el pH produce dafios intracelulares [111], provocando la
muerte de la levadura, por lo tanto en esta investigacion se considera que el pH no esta
asociado a las bajas eficiencias de fermentacién, ya que se mantiene dentro de un valor

optimo para la produccion de bioetanol de 3.5 -4.5 pH [81,112].
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Figura 3.12. Perfiles cinéticos durante la fermentacion a 30 °C de 107.78 g-L™" de ARD de
un hidrolizado de harina de semilla de ramén. ARD (m), bioetanol (@), pH(A), solidos
solubles (V) y biomasa (#). Los resultados son el promedio de tres repeticioneszt o.
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La densidad celular inicial de la fermentacién fue de 8.26x10” cel-mL™, sin embargo a una
temperatura de 30°C, en condiciones estaticas de fermentacion se registro un crecimiento
exponencial durante las primeras 12 h alcanzando una concentraciéon de
2.22x10%+1.34x10" cel-mL™, durante las siguientes horas no se presenté un crecimiento
significativo, esto puede deberse a que los azucares restantes fueron direccionados hacia

otra ruta metabdlica de S. cerevisiae.

Con la figura 3.13 corroboramos la actividad fermentativa de S. cerevisiae sobre el
hidrolizado de harina de semilla de ramén de 107.78 g-L™" de ARD. Las eficiencias de
fermentacion fueron estadisticamente iguales hasta las 120 h de fermentacién. A las 12 h

se registrd una eficiencia del 75.691£12.8 %.
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Figura 3.13. Eficiencia de la fermentacién alcohdlica realizada durante diferentes tiempos
sobre un hidrolizado de harina de semilla de ramén con un contenido inicial de 107.7 g-L
de ARD. Los resultados son el promedio de tres repeticionest 0. No se encontrd
diferencia significativa entre tratamientos (ANOVA de una via F(4,10)=2.8779, p > 0.05).

En la tabla 3.5 se observa que a partir de las 12 h la concentracién de bioetanol no varid
significativamente conforme transcurrié el tiempo de fermentacién, por lo que se definié

finalizar la fermentacién del hidrolizado de harina de semilla de ramén a las 12 h.
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La eficiencia del 75.69+12.8 % estuvo asociada a que aun existian azicares no
metabolizados por S. cerevisiae, los cuales a las 24 h fueron consumidos pero no
destinados a la produccion de bioetanol, por lo que las eficiencias fermentativas no
variaron a partir de este tiempo. Mediante el comportamiento del pH representado en la
figura 3.12 se pudo inferir que parte de estos azucares consumidos entre las 12y 24 h se

destinaron a la generacién de subproductos, principalmente acidos.

La produccién de acidos puede asociarse entre otras cosas a una contaminacion del

medio como lo reporta Narendranath et al. [93].

Maiorella et al. [113] encuentran que determinados sub-productos actuan como
mecanismo de inhibicién para la produccion de bioetanol, por tal motivo es necesario
evaluar la composicién del mosto conforme transcurre la fermentacién, para verificar e
identificar si del 21.3 % de ARD que no fueron destinados a la produccion de bioetanol se

genera algun sub-producto en una cantidad significativa.

Tabla 3.5. Rendimiento de bioetanol y eficiencia fermentativa a diferentes tiempos sobre
un hidrolizado de harina de semilla de ramén con un contenido inicial de 107.7 g-L™" de
ARD.

Tiempo (h) Etanol (g/L) Eficiencia (%)
12 32.71+3.5 75.69+12.8
24 33.6445.8 61.89£10.5
48 31.04%3.39 57.1046.2
72 32.88+0.89 60.10+1.73
120 28.93+5 53.18+9.11

Generalmente, las fermentaciones tienen un consumo gradual de los azlcares y registran

su maxima produccién de bioetanol después de las 24 h [99,105,114]. S. cerevisae
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metaboliz6é los ARD presentes en el hidrolizado de la harina de semilla de ramén en un

corto periodo de tiempo, comparado con el de otras materias amilaceas.

En harina de maiz, Wang et al. [115] (azucares de una suspension 24.5 % p/v; levadura
seca, marca Fenton; anaerobio, 30 °C, pH 4, 0.5 g (NH,4)2S04, conc. del inéculo 1.8 x10’
cel'mL™") y Nikolic et al. [105] ( azticares de una suspension al 33 % p/v, S. cerevisiae var.
ellipsoideus, anaerobio, 30 °C, pH 5, inéculo 5 %v/v y 2 x10° cel-mL™, 100 rpm)
observaron el consumo total de la glucosa entre las 30-38 h de fermentaciéon. Hernandez
et al. [99] (levadura seca, marca Safmex; anaerobio, 30 °C, 150 mg de amonio /L, 1.3 x10’
cel‘mL”, 150 rpm, 13 °Brix) para harina de sorgo y maiz reportaron que el consumo total
de azucares se registrd a las 30 h. El tiempo de fermentacién reportado por estos estudios
para maiz y sorgo, difieren del obtenido para harina de ramén, a pesar de que ambas
fermentaciones se realizaron a la misma temperatura, varian en el tipo de cepa empleada,
la concentracion del inéculo y volumen utilizado, tipo y concentracion de fuente de

nitrégeno y carbono, y las propiedades fisicoquimicas del hidrolizado.

La rapida fermentacion a las 12 h puede asociarse entre otras cosas, a la concentracion
celular con la que se inici6 la fermentacion, la cual fue mayor a la empleada por Wang et
al. [115], Nikolic et al. [105] y Hernandez et al. [99] ; y a la cantidad elevada de fuente de
nitrogeno que se empled, tal como lo reportaron Moreno et al. [116] y Ping Wang [117] en
la fermentacién de vino tinto, la elevada cantidad de fuente de nitrdgeno puede propiciar

una rapida produccién de biomasa y metabolitos no deseados.

3.7 Rendimiento de bioetanol producido a partir de harina de semilla de
ramoén

La cantidad de bioetanol obtenido por medio de la metodologia propuesta en la presente
investigacion, fue de 0.1327 L por cada kilogramo de harina de semilla de ramén (ANEXO
VI). Esta es inferior a las cantidades reportadas por Kim et al. [118] para diversas materias
primas amilaceas comerciales, donde son producidos por kilogramo de materia seca: 0.41

L de bioetanol para cebada, 0.46 L para maiz, 0.44 L para sorgo y 0.40 L para trigo. La
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diferencia se asocia a la baja eficiencia metodoldgica obtenida en el presente trabajo, y

entre otros factores a las propiedades fisico-quimicas de cada sustrato.

La eficiencia global del sistema fue del 30.6 % (ANEXO VI), este resultado se puede
atribuir a que no se logro hidrolizar totalmente el almidén disponible en la harina de
ramén. Se sabe que los principales factores que afectan la hidrélisis de materiales
amilaceos pueden relacionarse a un pre-tratamiento inadecuado, una inhibiciéon de la
enzima por constituyentes no-amilaceos presentes en la harina o a la microestructura
(cristalinidad) propia del almidén [49,90,108]. Por lo que es necesario realizar estudios
especificos sobre estos factores para la harina de semillas de ramén. También es
necesario realizar mas estudios de fermentacion para que los azucares consumidos sean

transformados a bioetanol y poder mejorar la eficiencia global del sistema.

3.8 Estimacion de la produccion de bioetanol a partir de la semilla de

ramon.

Se realizé una estimacioén tedrica de la cantidad de bioetanol que podria ser producida
con los rendimientos obtenidos en la presente investigacion. De acuerdo con Larqué
(comunicacién personal, 2012), un arbol de ramén durante su edad adulta llega a producir
95.5 Kg de semilla-afio”, y se pueden sembrar alrededor de 300 arboles-ha™, por lo tanto

la productividad de la semilla de B. alicastrum es de 28.65 ton de semilla-ha™-afio™.

Sin embargo, la semilla posee un porcentaje de humedad del 57.9%, consecuentemente
sélo se obtienen 12.06 ton de semilla seca-afio”’-ha™, de las cuales se puede producir la

misma cantidad de harina (las perdidas por molienda son minimas).

Con base en la metodologia propuesta en el presente trabajo, se logran rendimientos de
0.1327 L de bioetanol-Kg™" de harina de semilla de ramén, mediante estos valores se

estima una productividad de 1600.6 L de bioetanol-ha™-afio™.
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A pesar de que la metodologia empleada tuvo una eficiencia del 30.6%; cuando se
considera la produccién de la semilla de B. alicastrum (ton de semilla-ha™-afio™) el
rendimiento de bioetanol tedrico llega a ser similar a el reportado por Balat et al. [11] de
1977.2 L de bioetanol- ha™ -afio” para harina de trigo; pero es 1.6 veces menor, cuando
se le compara con harina de maiz (tabla 1.5) principal materia prima empleada a nivel

mundial en la produccion de bioetanol.
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CONCLUSIONES

Un pre-tratamiento térmico (100°C, durante 5 minutos) no favorecid en un elevado

porcentaje el incremento en la hidrélisis del almidon de la harina de semilla de ramon.

Las condiciones oOptimas de trabajo para las enzimas amiloliticas empleadas fueron
establecidas, y permitieron hidrolizar el 61.3 % del almidén presente en la harina de la
semilla de ramén pre-tratada. Una suspensién de harina al 20 % (p/v), produjo un mejor

aprovechamiento de la materia prima y una concentraciéon de ARD de 123.76+ 0.8 g-L'1.

La levadura S. cerevisiae (marca SAFOENO) metabolizé el 98.8 % de los ARD presentes

a las 24 h de fermentacion.

La fermentacion se concluyé a las 12 h donde se logr6 la maxima eficiencia de
fermentacion del 75.69+12.8 % y se produjo una concentracion maxima de 32.7 g de

bioetanol-L™' de mosto.

La harina de semilla de ramon tiene potencial para ser empleada como materia prima en
la produccién de bioetanol. Con la metodologia propuesta en la presente investigacion no
se alcanzaron los rendimientos esperados, y solo se logré aprovechar el 30.6 % de su

potencial tedrico y obtener 0.1327 L de bioetanoI-Kg'1 de harina de semilla de ramon.
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PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos se puede mejorar la metodologia para la produccion de
bioetanol a partir de la semilla de ramoén, ya que tiene el potencial de alcanzar
producciones de bioetanol equiparables e incluso superiores, a las obtenidas con las

materias primas actualmente comercializadas.

En base en la investigacion elaborada, se propone hacer hincapié en los siguientes
puntos, con el fin de obtener mejores rendimientos de bioetanol a partir de la harina de

ramon:

» Extraer el almidén presente en la semilla de ramon, para evitar la interferencia de

compuestos no amilaceos sobre la hidrdlisis enzimatica.

* En caso de trabajar con todos los constituyentes de la harina, aplicar un pre-
tratamiento térmico mas severo que fraccione mas el granulo de almidén, usando

presiones y temperaturas elevadas, con diferentes tiempos de reaccion.

* Realizar un estudio quimico de la composicién del almidén con el fin de determinar
la relacion de amilosa-amilopectina y hacer una mejor eleccién de las enzimas

para realizar la hidrolisis.

* Realizar un estudio quimico del hidrolizado de la harina, para verificar que los

azUcares presentes son capaces de ser fermentados por la levadura S. cerevisiae.

e Variar las condiciones de fermentacion con la levadura S. cerevisiae con el fin de

lograr una mejor fermentacion de los azucares reductores.

* Evaluar diversas cepas de S. cerevisiae (una cepa de panificacién, una cepa
autoctona aislada de la semilla o fruto del ramén, etc.) para llevar a cabo la
fermentacion, con el fin de que el microorganismo tenga una mejor adaptacion al

medio, que se traduzca en una alta produccion de bioetanol.
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INFORME DE RESULTADOS DE ENSAYOS
REF: 3495-11
30 Junio 2011
O.T. B101548
Muestra 1/1.
Péagina 1 de 2.

CENTRO DE INVESTIGACION

CIENTIFICACION DE YUCATAN, A.C. ¥
CALLE 43 No, 130

COL CHUBURNA DE HIDALGO

C.P. 97200 MERIDA, YUCATAN.

AT'N: SR, ARTURO SANCHEZ RIVERA,

Muy sefiores nuestros:

A continuacién se servirdn encontrar el informe de resultados obtenidos de una muestra enviada 2
este Centro de Contral el dia 17 de Junio de 2011 para su estudio, identificada por ustedes como se
reporta;

FQ.1928
HARINA CON SEMILLAS.

NOMBRE DEL ENSAYO RESULTADOS
Humedad (pérdida al secado) 5,88  g/100g
Cenizas 357  g/100g
Grasa {Saxhlet) 1,10 g/100g
Proteina (Nx6,25) 12.24  g/100g
Fibra cruda 4,96 g/100g
Hidratos de Carbono (por diferencia) 72,25 g/100g
Aporte calarico 34786  kcal100g (144703 kJ100g)

Referencia Biblicgrafica

Humedad Métoda Gravimétned NOM-116-S541-1594

Cenizas Metodo Gravimético NMX-F-807-NORMEX-2002

Grasa Melodo Gravimético NOM-086-SSA1-1994 Apéndice Normative C 1.3,
Proteina Método Kjeldahl NMX-F-A08-NORMEX-2002

Fibra cruda Mélodo Gravimeélice NMX-F-613-NORMEX-2003

Esperando que los resultados obtenidos les sean de utilidad nos reiteramos S.
ATENTAMENJIE
C@) DE TROL )
|

Ing. José farlos Alvarez Rivero
Re; esentante Legal

eva * ccte Director Técnico

p Los efectos de los resultados se relacionan Gnicamente a los elementos ensayados. El informe de ensayo no puede ser reproducido
}w excepto en su tatalidad, En case de repreduccion parcial, empleo con fines legales o publicitarios, debe contarse previamenle con la
) aprobacion per escrito emitida por Centro de Control Total de Calidades, S.A. De C.\.
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ALIMENTOS - BEBIDAS - MEDICAMENTOS * COSMETICOS * AGROINDUSTRIA
DESARROLLO DE PRODUCTOS - INDUSTRIA QUIMICA EN GENERAL

FORMATO MPA-F-027A-01-0

INFORME DE RESULTADOS DE ENSAYOS
REF: 3495-11
30 Junio 2011
O. T.B101548
Muestra 1/1
Pagina 2 de 2

CENTROQ DE INVESTIGACION
CIENTIFICACION DE YUCATAN, A.C.
CALLE 43 No. 130

COL. CHUBURNA DE HIDALGO

C.P. 97200 MERIDA, YUCATAN.

AT'N: SR, ARTURO SANCHEZ RIVERA.

Muy senares nuestros:

A continuacion se serviran encontrar el informe de resultados obtenidos de una muestra enviada a
este Centro de Control el dia 17 de Junio de 2011 para su estudio, identificada por ustedes como se
reporta

FQ.1928
HARINA CON SEMILLAS.

NOMBRE DEL ENSAYO

Almidon (cualitativo)
Almidén (cuantitativa)

RESULTADOS

Positivo
61,00 g/100g

Referencia Bidlicgrafica

Almiddn cualitativo y cuantitativo NIX-F-321-S-1978

Esperando que los resultades obtenidos les sean de utilidad nos reiteramos a sus ordenes.
ATENTAMENT

CE@OE CONTR Q

Ing. Jose Garlos Alvarez Rivero
Reprgsentante Legal

L. Q. Agitonio Paz Paredes

irector Técnico

eva * cctc
P Los efectos de los resultados se relacionan Unicamente a los elementos ensayados, El informe de 2nsaya na pueds ser reproducido
\ W excepto en su totaldad. En caso de reproduccidn parcial, empleo con fines legales o publicitarios, debe contarse previamente con |a
! aprobacién por escrilo emitida per Centro de Control Total de Caiidades, S.A. De C.V.
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ANEXOS

ANEXO I

Solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M [119].

Para obtener un litro de una solucion amortiguadora de fosfato 0.1 M, se mezclan
soluciones madre 0.1 M de NaH,PO, (monobésico) y 0.1 M Na,HPO, (dibasico), en las
relaciones mencionadas en siguiente tabla segun el pH al que se desee obtener la
solucion amortiguadora. Para preparar las soluciones madre se colocan en diferentes
matraces aforados con capacidad de 1 L,12 g NaH,PO, y 14.2 g Na;HPOy;

posteriormente se aforan con agua destilada.

Tabla A.4.1. Preparacion de una solucion amortiguadora de fosfato de sodio

pH de la solucién

amortiguadora de 0.1 M NaH,PO, 0.1 M Nay;HPO,

fosfato de sodio (mL) (mL)
6.0 877 123
6.1 850 150
6.2 815 185
6.3 775 225
6.4 735 255
6.5 685 315
6.6 625 375
6.8 510 490
6.9 450 550
7.0 390 610
7.1 330 670
7.2 280 720
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ANEXOS

ANEXO 11l

Los cuadros azules enmarcan los 5 cuadrantes (con area de 0.16 mm?cada uno y con
una profundidad es de 0.1mm.) de la camara de Neubauer en los que se realiz6 el conteo

de levaduras.

1.00 mm
) §
I
—
l A 1.00 um
.  TETE
0.05 mm.

et

0.25 mm.

Figura A.1. Superficie de la cdmara de Neubauer
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ANEXOS

1.2

ARD (g-L)
o o
> o

©
N

o
N

\

ANEXO IV

Curva de calibracion de ARD

o

0.1

0.2 0.3

y = 1.8632x + 0.0254
R? =0.99578

0.4

Absorbancia (nm)

0.5 0.6

Figura A.2. Curva de calibracion de azucares reductores directos (ARD) a 550 nm.

Tabla A.4.2. Absorbancias de las muestras a 550 nm

ARD
(g'L")

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

1

M1

0
0.031
0.069
0.134
0.21
0.263
0.307
0.375
0.398
0.465
0.502

M2

0
0.041
0.078
0.143
0.195
0.266
0.319
0.382
0.416
0.468
0.511

M3

0
0.058
0.066
0.137
0.198
0.264
0.311
0.379
0.435
0.469
0.519

PROMEDIO

0
0.043
0.071
0.138
0.201
0.264
0.312
0.379
0.416
0.467
0.511
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ANEXOS

_ A = aa
o N P o

Etanol (g-L)

o N b OO

0 0.1 0.2

ANEXOV

Curva de calibracion de etanol a 585 nm

0.4
Absorbancia (nm)

Va

y = 20.599x - 0.5552
R? = 0.98805

0.6

0.8 0.9

Figura A.3. Curva de calibracion de etanol a 585 nm.

Tabla A.4.3. Absorbancias de las muestras a 585 nm

Concentracion

de etanol M1
(gL
2 0.104
3 0.175
4 0.213
5 0.271
6 0.333
7 0.397
8 0.424
9 0.498
10 0.542
11 0.582
12 0.637
13 0.64
14 0.673
16 0.76

M2

0.1
0.17
0.22

0.275
0.316
0.39
0.437
0.49
0.555
0.586
0.629
0.627
0.683
0.765

M3

0.101
0.183
0.221
0.263
0.319
0.379
0.427
0.505
0.565
0.601
0.628
0.637
0.712
0.762

PROMEDIO

0.102
0.176
0.218
0.27
0.323
0.389
0.429
0.498
0.554
0.59
0.631
0.635
0.689
0.762
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ANEXOS

ANEXO VI

Un kilogramo de harina de semilla de ramon, esta constituido por 610 g de almidén, de
acuerdo a la metodologia propuesta solo se pudo hidrolizar el 61.3% de éstos, porcentaje

que representa un total de 374 g empleados en la produccién de etanol.

En el presente trabajo, por cada 20 g de harina de semilla de ramén empleados se obtuvo
un volumen de 0.064 L de hidrolizado, a una concentracién de 123.76 g-L™' de ARD.
Debido a la dilucién causada por el indculo sélo se introdujeron a fermentar 107.78 g-L™
de ARD, de los cuales 84.82 g-L"' de ARD se consumieron a las 12 h y se obtuvo una

concentracion de 32.71 g de bioetanol-L" de mosto.

Para generar un litro de hidrolizado a partir de harina de semilla de ramén, los gramos

necesarios deben ser:

20 g de harina de semilla de ramén>

g de harina de semilla de ramén=(1 L de hidrolizado) ( 0.064 L

g de harina de semilla de ramoén=312.5

Por lo tanto, con 312.5 g de harina de semilla de ramon se deben obtener 32.71 g de

bioetanol, si la densidad del etanol es de 0.789 g-mL™" se obtiene un volumen de:

32719 .
=—_1=41 .45 mL de bioetanol
0.789 g'L
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ANEXOS

Asi, por cada kilogramo de harina de semilla de ramén nosotros producimos mediante la

metodologia desarrollada:

41.45 mL de bioetanol
312.5 g de harina de semilal de ramoén

mL de bioetanol=(1000 g) ( )=132.7

132.7 mL de bioetanol=0.1327 L de bioetanol

Si los litros de bioetanol tedricos producidos por un kilogramo de harina de semilla de

ramoén es de 0.434 L, la eficiencia global de la metodologia obtenida fue del 30.6%.
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