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RESUMEN

La disminucion de las reservas de petroleo junto con el aumento de las
emisiones de los gases de efecto invernadero (GEI) ha dado lugar a un creciente
interés en la produccion y utilizacion de combustibles alternativos a los actuales
combustibles fosiles. Los biocombustibles liquidos (bioetanol y biodiesel), obtenidos a
partir de biomasa, son los Unicos productos renovables que pueden integrarse
facilmente en los actuales sistemas de distribuciéon y son una de las pocas
alternativas de diversificacién del sector transporte a corto plazo. En la actualidad,
para producir bioetanol a escala industrial se emplea biomasa amilacea o azucarada
como materia prima lo que ha derivado en un intenso debate sobre su sostenibilidad.
En este contexto, el bioetanol producido a partir de biomasa lignoceluldsica se
muestra como una alternativa interesante ya que estas materias primas se
encuentran ampliamente distribuidas, no compiten con el mercado alimentario y son

mas baratas que los recursos agricolas convencionales.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la produccién de bioetanol con
Saccharomyces cerevisiae, usando como fuente de carbono azucares provenientes de
la hidrolisis de cascara de tuna (Opuntia streptacantha L.). El trabajo se dividié en 4
etapas i) preparacion de la materia prima, ii) caracterizacion fisicoquimica, iii)
sacarificacion acida y con vapor de la cascara de tuna y iv) fermentacién alcohdlica.
De acuerdo a los resultados obtenidos se puede mencionar que la composicion
fisicoquimica de la tuna la hace una excelente materia prima para producir etanol ya
que aproximadamente el 38% de su constitucion esta representada por celulosa
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hemicelulosa y lignina, componentes que al ser hidrolizados se obtienen azucares
fermentables. En referencia a la sacarificacion acida se observd que cuando se
empleo acido sulfurico diluido 0.50% (w/v) y un tiempo de sacarificacion de 15
minutos, se logré obtener la mayor concentracion de azucares fermentables 45.29
g L?, el tiempo de exposicién de la muestra al vapor también tiene un efecto
importante en la hidrolisis de la cascara de tuna, obteniéndose una concentracién
de 48.36 g L'}, en un tiempo de exposicién de 5 minutos. En cuanto a la cinética
de produccion de etanol, biomasa y consumo de sustrato, durante 144 horas, se
observo que la produccion de etanol empezd a incrementar en el lapso de 24 y 36
horas. La maxima produccién de etanol (20.9 g L™) se alcanzé a las 36 horas de
fermentacion. El consumo de sustrato es menor en las primeras 15 hrs de
fermentacion, incrementandose a partir de las 24 hrs y las 144 horas, a partir de
este tiempo de fermentacion la velocidad de consumo de sustrato fue constante.
En cuanto a la produccion de biomasa, al comparar la cantidad de biomasa y de
etanol producidos se observd que la relacién biomasa-etanol no es proporcional,
debido a que se produce 17 veces mas biomasa que etanol, lo cual es conveniente
para este estudio ya que los procesos de destilacion son menos costosos, debido a
que se tiene que separar poca biomasa del producto. La productividad especifica
de etanol (P.) de 7.44 g L' y la productividad de etanol por hora 0.60 g L™ h'
alcanzados en este estudio nos proporcionan resultados alentadores ya que se

obtuvieron buenos resultados para realizar estudios a escalas mayores.

Palabras clave.: combustibles fosiles, fermentacion, cdscara de tuna, bioetanol
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, las ciudades, dependen en gran parte de la energia obtenida
de diferentes fuentes, como son las de origen: fdsil, hidrica, geotérmica, desechos,
carbon y bioldgico. De acuerdo con la Agencia Internacional de Energia hasta el 2006
el suministro mundial de energia primaria era de 11,741 Mt (Millones de toneladas
equivalentes de petrdleo). Sin embargo en los Ultimos afios se ha ido demostrando
que este tipo de energia contribuye en gran parte a la contaminacion atmosférica;
ademas algunos pozos petroleros estan llegando a su maxima produccion, por lo que

constantemente suben los precios mundiales de la gasolina.

La mayoria de los gobiernos del mundo, como el brasilefio, buscan la
independencia de este tipo de energia y trabajan en investigaciones sobre el empleo
de materias primas baratas para producir bioetanol por via fermentativa, a la vez se
busca una mayor eficiencia en los procesos de fermentacion, recuperacion y
purificacion del alcohol producido (Demirbas, 2011). Los biocombustibles son aquellos
obtenidos a partir de biomasa mediante su procesamiento quimico, térmico o
biotecnoldgico, entre ellos se puede mencionar el bioetanol, biodiesel y biogas
(Alarcon, 2010).

En la actualidad se emplean diversas materias primas para la produccion de
etanol, las mas empleadas son la cana de azlcar, el maiz y el sorgo dulce, estos
cultivos forman parte de la alimentacion humana y animal. Muchos gobiernos de

México y el mundo, trabajan en la bisqueda de materias primas que no representen
1
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una competencia con el suministro de alimentos. Una alternativa viable son las

materias primas lignoceluldsicas como la cascara de tuna.

En nuestro pais las nopaleras cultivadas para la produccidn de tuna,
ocupan cerca del 24% del total, estas representan una alternativa rentable de
produccidn debido a la diversidad de las zonas agroclimaticas donde se encuentran
ubicadas las regiones productoras, los bajos requerimientos tecnoldgicos y el
limitado uso de insumos. El rendimiento promedio es de alrededor de 7 toneladas
por hectarea con oscilaciones entre las distintas zonas productoras de entre 5 y 20
toneladas por hectarea. La tuna del nopal (Opuntia streptacantha L.), es una de
las 100 variedades que existen en México, se encuentra ampliamente distribuida
en zonas aridas y semiaridas, estas areas representan la mayor parte del territorio
nacional. Se puede cosechar durante cuatro o cinco meses del afo iniciando en el
mes de julio. Ademas de consumirse como fruta fresca, la tuna se utiliza para
fabricar muchos productos en las industrias de alimentos, cosméticos vy
farmacéuticas. La cascara de la tuna, que es un desecho de estas industrias,
representa aproximadamente el 50% de la fruta, teniendo grandes volimenes de
este desperdicio en los lugares donde se procesa la tuna y la fruta completa en las
regiones donde ni siquiera se dan a la tarea de cosecharla, por la falta de mercado
que tiene este fruto y por la elaboracion de productos a base de tuna, que se
procesan de forma tradicional, lo cual representa un inconveniente para la

comercializacion.
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11 ANTECEDENTES

En los paises de la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico
(OCDE), entre estos México, existe una preocupacion creciente, por los temas y
problemas que conciernen al ambiente junto con las regulaciones mas estrictas en
cuanto a la contaminacién del aire y el agua y también la intensificacion del apoyo
gubernamental, se hallan a la base de los cambios estructurales que refuerzan la
produccion y el uso de los biocombustibles y en particular, del etanol (CARPOICA,
2008).

Los biocombustibles han sido promovidos mediante politicas impulsadas por
los objetivos de seguridad energética, mitigacién del cambio climatico mediante la
reduccion de las emisiones de gases efecto invernadero, interés de apoyar la
agricultura y el desarrollo rural. El desarrollo de los biocombustibles empezd con la
produccion de bioetanol, impulsada por la llamada primera crisis del petréleo
desde mediados de los afos setenta del siglo pasado. En una década la produccion
de bioetanol alcanzé unos 12 millones de toneladas y se mantuvo alrededor de

este nivel hasta el ano 2000.

La produccién mundial de biocombustibles sigue creciendo, especialmente
en paises con grandes programas agricolas como Brasil, donde la produccién de
etanol en el afio 2008 fue de un total de 2,700 m?, crecid respecto al 2007 un 20%
(Visser., et al, 2010). Los biocombustibles producidos a mayor escala son el
bioetanol y el biodisel (Wheals et a/., 1999). Los principales paises productores de
etanol como combustible son Brasil, Estados Unidos y Canada. Brasil lo produce a

partir de la cana
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de azlcar y lo emplea como “hidro-alcohol” (95% etanol) o como aditivo de la
gasolina (24% de etanol), Estados Unidos y Canada lo producen a partir de maiz
(con un poco de trigo y cebada) y lo utilizan en diferentes formulaciones que van
desde el 5% al 85% de etanol (ArgenBio, 2007).
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1.2  JUSTIFICACION

El rapido e inevitable agotamiento de los combustibles fosiles utilizados para
abastecer de energia a todo el mundo, la contaminacién del medio ambiente que
estos generan (Sharma et al, 2007) y el aumento de los precios mundiales del
petréleo (Kecebas et al., 2009) han llevado a una busqueda de fuentes alternativas

de energia renovable y barata (Sharma et al., 2007).

A diferencia de los combustibles fosiles el etanol es considerado un
combustible renovable que se produce mediante la fermentacidn de azucares
(Brethauer y Wyman, 2010; Sharma et a/., 2007; Galbey, 2002).

El etanol es elaborado a partir de algunos productos basicos tales como el
maiz, el trigo, la cafia de azlcar; y el biodisel de semillas oleaginosas, estos
productos son empleados en la alimentacién humana y animal; ademas su desarrollo
requiere de una gran cantidad de tierra agricola (Demirbas, 2011). En la actualidad
esto ha ocasionado serios problemas frente a la oferta mundial de alimentos y no hay
una normatividad establecida sobre lo que se debe hacer al respecto. Por otro lado,
el amplio uso de fuentes vegetales destinadas a la alimentacion puede causar
problemas significativos, como el hambre en los paises en desarrollo (Kecebas et al,,

2009).Es conveniente encontrar nuevas fuentes para la produccion de etanol.
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La producciéon de etanol a partir de la fermentacion de biomasa
lignoceluldsica es una opcion viable que no compite con el suministro de alimentos.
Los costos de produccion de bioetanol pueden variar ampliamente, esto se debe
principalmente a la materia prima utilizada, la escala de producciéon y la regién
donde se lleve a cabo (Sharma et al,, 2007). El costo de produccidon de bioetanol
en la actualidad asciende a 1.65 dodlares por galén en EE.UU. La materia prima
representa el mayor costo para producir este biocombustible (Demirbas, 2011).
Para lograr un precio competitivo del bioetanol se deben reducir los precios de las
materias primas, ya que éstas pueden llegar a representar de un 60-70% del costo
final. (Wyman, 1999).

Es por ello que para esta investigacion se utilizd tuna roja del nopal,
(Opuntia streptacantha L.). En México, la produccion de tuna, en la que participan
alrededor de 20 mil productores, ocupa una superficie aproximada de 65 000
hectareas (Méndez et al., 2006).

La produccion de tuna en estos ecosistemas naturales es muy alta y si se
considera que los costos de cultivo, mantenimiento, fertilizacién, control de plagas
y ordenamiento del ecosistema no existen, la fruta es gratis. Aun asi, la mayoria
de los campesinos no cosecha la tuna por la dificultad que representa
comercializarla. Mas del 60% de la fruta se pierde en el campo. Esta fruta se
encuentra disponible durante cuatro o cinco meses del afio, desde medianos de

noviembre, o hasta que se presenten las primeras heladas (Lopez et al., 1997).

1.3 HipotEsis

Es posible la produccién de bioetanol como biocombustible, a partir de tuna
roja del nopal carddn (Opuntia streptacantha L.) empleada como Unica fuente de

carbono.
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1.4

OsBieTIVOS

14.1

GENERAL

Evaluar la sacarificacion y fermentacién de la cascara de tuna (Opuntia

streptacantha L.) para producir etanol.

1.4.2

ESPECIFICOS
Caracterizar fisicoquimicamente el material vegetal (Opuntia
streptacantha L.).

Aplicar un pretratamiento con acido diluido a la cascara de tuna, para

hidrolizar los polisacaridos presentes en la pared vegetal.
Realizar una cinética de hidrolisis por explosién con vapor.

Realizar una sacarificacion de la cascara de tuna combinando acido

diluido y vapor.

Producir etanol via fermentacién empleando la cepa S. cerevisiae.
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II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Biocombustibles

Los biocombustibles son combustibles no fdsiles, portadores de energia
derivada de materias primas de origen agropecuario, agroindustrial o desechos
organicos, a la cual se le denomina biomasa. Pueden ser sdlidos (como la lefa, el
carbon vegetal y los pellets de madera), liquidos (como el etanol, el biodiésel y los
aceites piroliticos) y gaseoso (como el biogas). Todos estos constituyen opciones
renovables y menos contaminantes que los combustibles derivados del petrdleo y

ademas forman parte de las fuentes alternativas de energia (IFPEOPLE, 2006).

Actualmente, aproximadamente el 98% de los combustibles utilizados para
el transporte se derivan del petrdleo lo cual genera consecuencias negativas en

términos de seguridad de suministro y emisiones de CO, (Gomez et al., 2008).

Por su origen se podria decir que los biocombustibles son una fuente de
energia renovable, estos se utilizan principalmente como fuente de energia de
vehiculos a motor y produccién de electricidad (Alarcon, 2010). En la Figura 2.1 se
ilustran diferentes fuentes de biomasa tales, como: alimentos, fibras y residuos de
madera, cultivos energéticos, cultivos de rotacion breve y desechos agricolas todos
estos materiales han sido utilizados para la produccion de biocombustibles (FAO,
2008).
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Figura 2.1. Biocombustibles: Desde la materia prima hasta el uso final.

Fuente: FAO, 2008.

2.1.1 Biocombustibles liquidos

Los biocombustibles liquidos, también denominados biocarburantes, son
obtenidos a partir de la biomasa mediante procesos quimicos y bioldgicos. Los
biocombustibles liquidos son, el bioetanol y el biodiesel que se utilizan
principalmente en el transporte y en la industria quimica. Aunque su produccién

9
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solo cubre parte de la demanda mundial, se estima que a futuro su uso y
elaboracidon aumenten (Alarcén, 2010).

2.1.1.1 Biocombustibles liquidos de primera generacion

Se refiere a los biocombustibles producidos a partir de biomasa comestible
tales como: maiz, cafia de azlcar, almidones, aceites vegetales y grasa animal
(GBEP, 2007). Para la produccion de este tipo de biocombustible, se emplean
materias primas destinadas a la alimentacion humana lo cual ha ocasionado

notables incrementos en los costos del maiz y cafa de azlcar principalmente.

2.1.1.2 Biocombustibles liquidos de segunda generacion

La segunda generacion de biocombustibles, incluye aquellos producidos a
partir de materias primas provenientes de biomasa lignoceluldsica, como Ila
contenida en la paja, hierba, tallos, cafias, raices, madera y cascaras
principalmente. También se utilizan tecnologias de transesterificacion pero sobre
oleaginosas no tradicionales. Aunque este tipo de combustibles todavia no se
producen a escala industrial, se espera que los procesos para su produccion sean

viables en los proximos 10 afios (FAO, 2008).

2.1.1.3 Biocombustibles liquidos de tercera generacion

Los biocombustibles de tercera generacidon son aquellos producidos a partir
de tecnologias nuevas que siguen desarrollandose pero que actualmente no han
llegado a ser comercialmente viables. Existen muchos ejemplos, pero el mas
notorio es un proceso de sintesis llamado Fischer-Tropsch, que convierte la
celulosa a combustible a través de un proceso de gasificacion de sdlidos
(Demirbas., 2011).

10
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Existen muchos tipos de materiales celuldsicos que sirven como materia
prima para esta nueva tecnologia tales como: residuos de madera, aserrin, el tallo
del maiz (Figura 2.2), y muchas variedades de plantas como el pasto varilla
(también conocido como panicum virgatum), ninguno de estos productos tiene
aplicaciones alimenticias y hasta el momento no poseen valor comercial (Han et
al, 2011).

Uno de los primeros problemas que se presentan al producir
biocombustibles de tercera generacion, es que el pasto y la madera tienen paredes
celuldsicas. La celulosa estd compuesta de atomos de carbono, hidrogeno vy
oxigeno comercial por lo tanto, en su sentido mas basico, las tecnologias de
conversion de tercera generacion buscan extraer el oxigeno de la celulosa para
crear moléculas nuevas que contienen la combinacién necesaria de carbono e
hidrégeno para crear combustibles (Han et a/, 2011). En general, el proceso de
conversion tecnoldgico involucra primero romper las celulosas a moléculas mas

pequenas, y luego refinarlas a combustibles (James, 2009).

Bioenergy Crop

Plant Cells

Cellulose
Microfibril

e R w -

Current Opirdon in Environmental Sustainabi it

Figura 2.2. Esquema de la utilizacion de la pared celular vegetal de lignina, hemicelulosa
y celulosa.
11
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2.2 Produccion mundial de bioetanol

En la actualidad, aproximadamente el 85% de la produccidon mundial de

biocombustibles liquidos esta representado por el bioetanol.

En el cuadro 2.1 se muestran los principales paises productores de bioetanol
entre los que destaca Brasil, el cual lo produce a partir de cafa de azucar y
Estados Unidos a partir de maiz, estos aportan casi el 90 % de la produccidn
mundial, el 10 % restante se divide entre Canada, China, la Unidn Europea y la
India. La produccién de biodiesel se concentra principalmente en la Unidn Europea,
aportando cerca del 60% del total (AIE, 2004).

Cuadro 2.1. Produccion de biocombustibles a nivel mundial en 2007.

PAIS/GRUPO DE

. ETANOL BIODIESEL TOTAL
PAISES
(Millones MY (Millones Mb) (Millones Mt
de litros) de litros) de litros)
Brasil 19 000 10.44 227 0.17 19 227 10.6
Canada 1 000 0.55 97 0.07 1 097 0.62
China 1 840 1.01 114 0.08 1 954 1.09
India 400 0.22 45 0.03 445 0.25
Indonesia 0 0 409 0.3 409 0.3
Malasia 0 0 330 0.24 330 0.24
EE.UL. 26 500 14.55 1 688 1.25 28 188 15.8
Unidn Europea 2253 1.24 6 109 4.52 a8 361 5.76
Oftros 1017 0.56 1186 0.88 2 203 1.44
Mundao 52 009 28.57 10 204 7.56 62 213 36.12

Fuente: Datos provenientes de la base de datos OCDE-FAO

*Nota: Mt (Millones de toneladas equivalentes de petroleo).

12
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La industria del bioetanol en los Estados Unidos genera 26 mil millones de
litros al afo. El productor mas grande es Brasil con un rendimiento de 19 millones
de litros de etanol derivado de cafa de azlcar en 2007.

En Estados Unidos existe una ley de energia (EISA), la cual contiene
disposiciones que especifican el incremento de Combustibles Renovables (RFS),
136 millones de litros para el afio 2022, los volumenes de etanol producidos a
partir de celulosa aumentan de 0.4 mil millones de litros por afio a 11 mil millones
de litros por afio en 2013, y 60 millones de litros en 2022. Se espera que para el
2015 el resto sea proporcionado por "biocombustibles avanzados" provenientes la

mayoria de celulosa (Poulomi-Sannigrahi et al., 2010).

2.2.1 Importancia del etanol a nivel mundial

La necesidad de combustibles alternativos y sostenibles es un tema de
interés para todos los paises del mundo, debido principalmente a la disminucién de
los combustibles fosiles, a la creciente preocupacion sobre el cambio climatico, y al
incremento de las necesidades de energia (Poulomi-Sannigrahi et a/., 2010).

El etanol es un excelente combustible, puede ser mezclado con gasolina o
quemarse puro en motores de encendido por chispa ligeramente modificados. Un
litro de etanol contiene alrededor del 66% de la energia suministrada por un litro
de petréleo y mezclado con gasolina para el transporte, mejora el rendimiento de
esta ultima (AIE, 2004).

En Estados Unidos y Brasil se mezcla del 10 al 22 % de etanol en gasolina
(Prasad et al., 2007). Esta mezcla da como resultado un combustible que contiene
35 % de oxigeno lo que lo reduce las emisiones de didxido de carbono y oxido de
nitrégeno durante la combustién (Wheals et a/.,, 1999).

Si el etanol se usa realizando una mezcla (95% etanol y 5% agua) como
combustible, podria proveer grandes beneficios ambientales debido a su baja

13



Velazquez-Arellano, 2012
Sacarificacion y fermentacion de la cascara de tuna (Opuntia streptacantha L) para producir, '
bioetanol ==

presion y la reduccidon de emisiones en la atmosfera y asi realizar una combustién
mas limpia, reduciendo las emisiones de didxido de carbono, mondxido de carbono

y ozono (Prasad et al., 2007).

En comparacion con la gasolina, el etanol contiene solo una cantidad
minima de azufre; por tanto, en la combustidn del etanol o de la mezcla de etanol
con gasolina producira menores emisiones de didxido de azufre, componente

carcinogénico en la lluvia acida (FAO, 2008).

2.3 Materia prima para la produccion de bioetanol

Debido a la expansion y crecimiento de la industria de los bioenergéticas, el
sector agropecuario ha ido tomando un papel econdmico muy importante a nivel
internacional, ya que es el principal proveedor de la materia prima para la
produccién de biocombustibles liquidos para el transporte, en particular del etanol
(Alarcén, 2010). En la actualidad, para producir bioetanol a escala industrial se
emplea biomasa amiladcea o azucarada como materia prima lo que ha derivado un
intenso debate sobre su sostenibilidad, ya que compiten con el suministro de

alimentos (Tomas-Pejo., 2010).

El aumento en la produccion de etanol en todo el mundo ha ido a la par,
con el desarrollo de tecnologias que permiten obtener etanol a partir de diversos
materiales; en la Figura 2.3 se ilustran las materias primas que han sido
ampliamente utilizadas para la produccién de bioetanol tales como; paja de trigo,
maiz, rastrojo; cultivos agroenergéticos por ejemplo; el mijo o miscanto; residuos
forestales, plantaciones forestales y materiales de desecho provenientes de
diversas industrias, (Lal, 2005).

14
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En el caso del biodiesel, las materias primas de mayor uso son la colza en
la Unidon Europea, la soya en los Estados Unidos y Brasil y los aceites de palma y

coco en los paises tropicales y subtropicales (FAO, 2008).

De acuerdo a la Red Mexicana de Bioenergia, la utilizacién de biomasa con
fines energéticos constituye una fuente de energia renovable y limpia, plenamente
establecida con tecnologias maduras en la mayor parte de sus distintas
aplicaciones y esta considerada uno de los pilares de la llamada “transicion

energética” hacia las fuentes renovables de energia.

| cutivospeazicar | :

@ Cafa de azlcar Fermentacion |::> BIOETANOL
@ Remolacha azucarera y destilacion
@ Sorgo dulce
[
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]
® Yuca ,
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destilacién
]
@ Pasto varilla
@ Miscanto
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[
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Figura 2.3. Conversidon de materias primas agricolas en biocombustibles liquidos.
Fuente: FAO, 2008.
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Existen notables diferencias entre cultivos en relacién a su rendimiento o
conversion a biocombustible, las variaciones dependen en gran medida de la
materia prima utilizada, del sistema de produccion y del pais donde se elabora.
Estas diferencias se muestran en el cuadro 2.2 en el cual se puede observar que la
cafa de azUcar, en Brasil es la materia prima que representa un mayor
rendimiento en su recuperacidon por hectarea, pero no en cuanto a su eficiencia y

rendimiento para la produccion de etanol.

Cuadro 2.2. Rendimiento de los biocombustibles con diferentes materias primas,

a nivel mundial y por paises.

- CONSUMO
CULTIVO SUPERFICIE PRODUCCION RENDIMI- MA;EMD DE
MUNDIAL MUNDIAL ENTO ETANOL GASOLINA
EN 12002
[”'"ﬁg;ﬁ de [E:g}fage (Litros/ha) [nb:illlﬁgse (Porcentaje)
de litros)
Trigo 215 602 952 205 12
Arroz 150 630 1 806 271 16
Maiz 145 711 1 9a0 284 17
Sorgo 44 29 4094 22 1
Cana de
azucar 20 1 300 4 550 a1 ]
Yuca 19 219 2070 39 2
Remolacha
aZucarera .4 248 o 060 27 2
Total 299 Q40 a7l

Fuente: Rajagopal et al, 2007, datos mundiales; Naylor et al, 2007, datos
nacionales
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En el cuadro 2.3 se presentan un calculo hipotético realizado mediante
estimaciones tedricas basadas en la produccion mundial de etanol a partir de los
principales cultivos, basado en los rendimientos medios a nivel mundial y la
eficiencia en materia de conversion mas comiunmente citada. En el cuadro 2.2 se
resumen los resultados de dichas estimaciones. Los cultivos que aqui se
mencionan representan el 42% de toda la superficie agricola cultivada
actualmente. La conversion de toda la produccién de cultivos a etanol

corresponderia al 57% del consumo total de gasolina en el afio 2003 (Rajagopal et
al., 2007).

Cuadro 2.3. Rendimiento potencial hipotético para el etanol proveniente de los
principales cultivos de cereales y de azlcar.

Z CONSUMO
CULTIVO SUPERFICIE PRODUCCION RENDIMIEN- MA::EMG DE
MUNDIAL MUNDIAL TO ETANOL GASOLINA
EN 12003
. . Miles de
(Millones de (Millones de (Li ( . .
Litros/ha) millones  (Porcentaje)
ha) toneladas) de Eivas)
Trigo 215 602 952 205 12
Arroz 150 630 1 806 271 16
Maiz 145 711 1960 284 17
Sorgo 45 59 494 22 1
Caria de
azticar 20 1300 4 550 91 6
Yuca 19 219 2070 39 2
Remolacha
azUCArera 5.4 248 5060 27 2
Total 599 940 57
Nota: ... = no aplica.

1Utilizacién mundial de gasolina en 2003= 1.1 billones de litros (Kim y Dale, 2004).

De acuerdo al World Energy Outlook (AIE, 2006), en una proyeccion al
2030, se pronostica un aumento de la proporciéon de la tierra cultivable a nivel
mundial dedicada a cultivar biomasa para biocombustibles liquidos del 1% en 2004
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al 2.5% en 2030. Conforme al “escenario de politica alternativa”, para el 2030 esa
proporcion habra aumentado el 3.8%.

Los productos no tradicionales utilizados como biomasa lignoceluldsica, son
factibles. Un enfoque clave en el tratamiento de esta visién es la necesidad de
utilizar de forma efectiva y a bajo costo una gran cantidad de productos agricolas y
de biomasa forestal, los cuales contienen diferentes niveles de celulosa,
hemicelulosa y lignina (Ragauskas et a/., 2006).

El tratamiento de estos materiales es mucho mas factible (Wyman, 1999;
Galbe et al., 2002) que el bioprocesamiento de almidén de maiz (Bothast et al.,
2005) o cana de azUcar (Pessoa et al., 2005) en bioetanol.

24 Nopal

Nopal es el nombre comun para designar a un taxa de cactaceas endémicas
de México, estas presentan caracteristicas tales como, ser perenes, suculentas,
presentar un crecimiento arbustivo, de tallos bien definidos con ramas desde la
base, segmentados, presentan espinas, que son mas abundantes en sus yemas
jovenes. La flor es hermafrodita hemiciclica con eje largo, de color variable
(Granados y Castafieda, 1991).

El nombre cientifico del taxa es Opuntia que hace referencia a un género
que se encuentra ampliamente distribuido en el continente Americano, aunque la
mayor diversidad de este se encuentra situado en México (Corrales y Flores,
2000). Este tipo de plantas tienen como uso tradicional en nuestra cultura, el de

alimentacion en forma de verdura o por el fruto que desarrollan llamado tuna.

2.4.1 Clasificacion taxonomica de la tuna

La clasificacion taxondmica de la tuna se presenta en el cuadro 2.4, el fruto

que pertenece a esta familia se le denomina genéricamente Opuntia spp y en
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México es conocido comunmente con el nombre de tuna. La tuna es una baya
polispérmica, carnosa ovoide o piriforme, de dimensiones variables, con la
epidermis normalmente poblada de pequefas espinas llamadas gloquidios y cuya
pulpa puede ser blanca, amarilla, naranja, roja o purpura, es hormalmente jugosa,

comestible y con muchas semillas adheridas a la pulpa (INFOASERCA, 1999).

Cuadro 2.4. Clasificacion taxonomica de la tuna

TAXONOMIA DE LA TUNA

Reino Vegetal
Subreino Embryophita
Division Angiospermae
Clase Dycotyledonea
Subclase Dialipetalas
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntipideae
Tribu Opuntiae
Genero Opuntia

Fuente: ASERCA, CIESTAAM, 1995.

2.4.2 Produccion nacional y comparativa a nivel mundial

En el ambito mundial, cada dia aumenta el nimero de productores de tuna.
Actualmente éste fruto se cosecha en diversos paises entre los que se encuentran:
Argentina, Bolivia, Chile, Colombia, Pert, EE.UU., Sudafrica, Argelia, Marruecos,
Egipto, Jordania, Libia, Tunez, Pakistan, Israel, Grecia, Italia, Espafia y Portugal.
En la mayoria de estos paises, la tuna es un producto secundario del nopal, su
produccién y cosecha es muy poca. Sin embargo existe un grupo de paises que
enfoca su produccion a la comercializaciéon en mercados internacionales. Este
grupo estd encabezado por México seguido de Italia, Sudafrica, Chile, Israel y

Estados Unidos (INFOASERCA, 1999).
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Durante los ultimos afos, la superficie cultivada con nopal en los principales
paises productores, ha alcanzado cerca de 60 mil hectareas, de la cuales el 90%
se localizan en México, estos datos afirman que nuestro pais se ha convertido en el
productor de tuna mas importante del mundo, con 79.4% (aproximadamente 500
mil toneladas) de la produccion mundial, seguido de Italia con el 12.2% vy
Sudafrica con 3.7% (SIAP-SAGARPA, 2001).

2.5 Produccion de tuna en México

En México la produccion de tuna es muy importante, nuestro pais es el
principal productor de esta fruta en el mundo. Actualmente, México cuenta con
mas de 53 mil hectareas con nopaleras que producen 344 mil toneladas de tuna
(SAGARPA, 2011).

En la produccion de tuna participan 17 estados; sin embargo, en sélo cuatro
de ellos se concentra el 88% de la produccién. En el cuadro 2.5 se presentan las
entidades productores de tuna mas importantes, el Estado de México encabeza la
lista, con un total de 45.2%, seguido de Zacatecas y en menor proporcion
participan Puebla e Hidalgo con 11.5% y 8.1% respectivamente, el 11.9% restante
se divide en los otros 13 estados de la Republica Mexicana que también producen
tuna (SIAP, 2002).

Cuadro 2.5. Produccion de tuna en México

ESTADOS PRODUCCION DE TUNA (%)
Estado de México 45.2
Zacatecas 23.3
Puebla 11.5
Hidalgo 8.1
Republica Mexicana 119

Fuente: SIAP, 2002.
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La produccion de tuna aumentd significativamente respecto a afos
anteriores, un ejemplo claro es la superficie de nopal tunero que se tenia en 1991
la cual fue de 265,968 toneladas provenientes de 44,637 hectareas de cultivo y
tuvieron un rendimiento promedio a nivel nacional de 6.0 ton/ha (SIAP, 2002).
Para el 2003 la produccién de tuna ocupd una superficie aproximada de 65,000

hectareas cultivadas (Méndez et al., 2006).

Las nopaleras cultivadas para la produccion de tuna, ocupan cerca del 24%
del total de las existentes en México, con mas de 20,000 productores, de los
cuales cerca de 88% pertenecen al régimen ejidal y el resto a la pequena
propiedad (SAGARPA, 2004).

El cultivo de tuna representa una alternativa rentable de produccién debido
a la diversidad de las zonas agroclimaticas donde estan ubicadas las regiones
productoras, los bajos requerimientos tecnoldgicos y el limitado uso de insumos. El
rendimiento promedio es de alrededor de 7 toneladas por hectarea con variaciones
entre las distintas regiones productoras de entre 5 y 20 toneladas por hectarea
(Méndez-Gallegos et al., 2006).

Las tunas son frutos no climatéricos y dependiendo de su especie presentan
diferentes caracteristicas. Generalmente llegan a pesar de 0.1 a 0.25 Kg y estan
formadas por una cascara gruesa y carnosa la cual llega a representar del 30-50%
del peso total de la fruta (INFOASERCA, 1999).
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2.5.1 Principales especies

Las especies de nopal que se usan para la produccidon de tuna son varias sin
embargo Opuntia streptacantha es la que se cultiva con mejores resultados. Otras
especies cultivadas son Opuntia quitensis, Opuntia ficus indica, Opuntia ficus indica
spp. Opuntia amyclaeay O. megacantha (MAG, 2001). Las que se recolectan en
forma natural son O. Ayptiacantha, O. leucotricha y O. streptacantha (Nobel,
1998).

2.5.2 Distribucion Geografica

Para Lopez y Elizondo (1990), en México se pueden distinguir cuatro zonas
nopaleras, considerando su abundancia, sus caracteristicas fisioldgicas y las
condiciones climaticas y edafoldgicas donde crecen. En el cuadro 2.6 se muestran
estas zonas asi como los principales estados involucrados, la variedad que se
cultiva y la época de afio en que se cosecha, iniciando en el mes de julio. Debido a
que estos son productos de rapida maduracién solo estan disponibles de 4 a 5
meses del afio, aunque pueden ser conservadas en refrigeracion o congelacion por

afos pero evidentemente se genera un gasto extra de post-cosecha (SIAP, 2002).

En general la tuna se produce en zonas con precipitaciones entre 400 y 750
mm anuales y a temperatura de 13 a 28°C. En cuanto a heladas es notorio que en
la region sur se presentan excepcionalmente pudiendo pasar afos entre una y
otra; en las regiones centro y centro-norte se presentan a partir de julio y agosto
respectivamente, pudiendo presentarse tardias durante los meses de marzo y abril.
Por ello se considera que la regién de Puebla es la mejor dotada naturalmente
para la produccion de esta fruta, pues cuenta con mayor cantidad de lluvia y esta
practicamente libre de heladas (INFOASERCA, 2010).
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Cuadro 2.6. Zonas productoras de tuna y los principales estados involucrados

TOMNA ESTADOS VARIEDAD COSECHA

Estado de México,
O, ficus indica, O. magacantha, Septiembre-

Centro-Sur Puebla, Querétaro y
Q. amyclaes y O, formentosa,.  Octubre
Ciacaca

facatecas, San Luis
Q. leucatricha (nopal

Potosi, Aguascalientes Julio-
Aliplano duraznilla), O, fcus indicay O.
Curango, Guansjuato, i Septiambre
) sirapiacantha {nopal cardon).
Querétaro v Jalisco,

0. canizbrigiansis, O.

Chihuahua, Durango, phaeacanis {nopal rastrero}, v
Mort= Agosto
Zacatecas v Coshuila O, rastrara, O. lndhaimeriy O.

rastrars
Coahuila, norte de
Costera del Golfo de O, dindhaimeri asociadas con
Muevo Leon Agosto
Mexico otras especies forrajeras
Tamaulipas
Fuente: (SIAP, 2002)
2.6 Nopal cardon (Opuntia streptacanthaL.)

Es una planta corpulenta, arborescente, de unos 5 m de altura, con

cladodios de 25-30 cm de largo, de color verde oscuro; presenta areolas muy

pequefas y proximas entre si, con numerosas espinas y flores amarillas o

anaranjadas. Estas caracteristicas se pueden observar en la Figura 2.4, donde

también se ilustra que el fruto es grande y tiene muchas espinas (Melgarejo,

2000).
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Figura 2.4. Nopal cardon (Opuntia streptacantha L.)

Del nopal es posible utilizar los frutos frescos directamente como alimento
humano; la pulpa comestible constituye entre 40 y 50% del fruto y por lo general
contiene de 12 a 15% de azlcar con base en peso fresco, con la peculiaridad de
que los azucares presentes son considerados reductores, predominan la glucosa
con 60% vy la fructosa 40% (SAGARPA, 2004).

2.6.1 Usos y aplicaciones de la tuna del nopal cardon

Dentro de la gran regién conocida como el desierto Chihuahuense, existen
regiones como el altiplano potosino-zacatecano, que se destaca por tener las
poblaciones naturales de nopal de mayor tamano y densidad. Esta caracteristica la

distinguen, como la zona cactoldgica por excelencia (Marroquin et al., 1964).
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De acuerdo a Lopez-Gonzalez, (1997) de los nopales silvestres existentes en
esta region, la especie de mayor importancia es Opuntia streptacantha L., la cual

es aprovechada por su:

e Fruta: Se consume en fresco. Tiene el problema de su rapida
maduracion, después del corte no resiste el empaque y traslado, por

lo cual se prefiere procesar en el campo en pequeias agroindustrias

e Verdura: Aun cuando el brote tierno (nopalito), tiene muchas

espinas, su demanda es alta por su agradable sabor.

o Forraje: Se utiliza, principalmente, en los pequenos establos

lecheros y en los ranchos ganaderos como parte de la racion.

En la Figura 2.5 se muestran algunas caracteristicas tipicas de la tuna del
nopal carddn, ésta es de color rojo intenso, aromatico y muy refrescante, de
gran importancia en las zonas semidesérticas y desérticas (Rojas, 1990). Es un
fruto de regular tamafio, no muy resistente para su manejo, de consistencia
pastosa y de facil descomposicién, lo que impide su comercializacién a gran
escala, es un fruto de sabor agradable y solo se vende en los mercados cercanos
a los lugares donde crece, como las ciudades de Zacatecas, San Luis Potosi,
Aguascalientes, Guadalajara y Guanajuato (Lopez-Gonzalez et al, 1997). El
consumo de la tuna en fresco y de los productos procesados se concentra en el

campo y en las ciudades del centro y norte de México (Lopez et al., 1997).
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Figura 2.5. Tuna del nopal cardén

La tuna del nopal carddn, es recolectada para consumo en fresco o para ser
procesada rusticamente en pequefias industrias familiares, de la tuna se utiliza el
mucilago, la cascara, la pulpa y las semillas. La pulpa se emplea en la elaboracion
de vinos, licores, refresco, colonche con canela, pulque curado, atole, miel de tuna
tipo maple, queso, mermeladas, jalea, ate, nieve, pastel, gelatinas, mousse,
deshidratados para dulces de alto valor energético, barras de cereales o pulpa de
fruta deshidratada, salsas, gel, alcohol industrial, vinagres y aromatizantes
(SAGARPA, 2004). De las semillas se obtiene aceite y este es semejante en calidad

a los aceites comestibles de soya y cartamo (Gallegos y Méndez, 2000).

La industrializacién de la tuna todavia se encuentra a nivel artesanal, con
pequefia escala de operaciones, bajo nivel tecnolégico y con productos
tradicionales de distribucién local o cuando mucho a nivel regional. (Flores et al.,
1995).
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2.7 Etanol lignoceluldsico

El bioetanol producido a partir de materias lignoceluldsicas, también llamado
de segunda generacion, se presenta como una alternativa para el futuro. La
biomasa lignocelulésica no compite con el mercado alimentario y, al estar
ampliamente distribuida, su costo es menor, lo que contribuye a disminuir el precio
final del biocombustible.

La biomasa lignoceluldsica puede clasificarse segun Sanchez y Cardona
(2008) en seis grupos principales: residuos agricolas, maderas duras, maderas
blandas, residuos celuldsicos, biomasa herbacea y residuos sélidos urbanos (RSU).

Entre las diferentes materias primas de origen lignoceluldsico, la cascara de
tuna es una abundante fuente de biomasa, principalmente en América. En el caso
concreto de la tuna, la cascara representa cerca del 50% de su composicion y de
acuerdo a estadisticas reportadas por SAGARPA, en nuestro pais se produjeron
344 mil toneladas de tuna en el ano 2011, lo que supone 172 mil toneladas de
cascara de tuna disponible.

2.7.1 Composicion de biomasa lignoceluldsica

La biomasa lignocelulésica esta formada basicamente por tres diferentes
polimeros; celulosa, hemicelulosa y lignina como se ilustra en la Figura 2.6 (Fengel
y Wegener, 1984), envueltos en una compleja estructura, junto con otros
componentes minoritarios que no forman parte de la pared celular como son los
extractivos y las cenizas. Las cenizas presentes en la biomasa contienen
principalmente Ca, Ky Mg y son compuestos inorganicos que persisten después de
la incineracion del material. La celulosa y hemicelulosa son polisacaridos de alto
peso molecular que representan entre el 60-80% del total del peso de los
materiales lignoceluldsicos. La lignina es un polimero no polisacarido tridimensional
de unidades fenilpropano y representa entre el 20-35% del total (Fengel y
Wegener, 1989).
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Figura 2.6. Principales componentes de la biomasa lignoceluldsica

2.7.1.1 Celulosa

La celulosa es la macromolécula mas abundante de la Tierra y su

produccion anual se ha estimado en 10** toneladas (Brown, 2003).

Estd conformada por subunidades de D-glucosa, unidas por enlaces
glucosidicos B-1,4. La celulosa es un monosacarido de gran importancia en la
fermentacion, ésta posee dos estructuras una cristalina (organizada) y otra
amorfa. Las cepas de celulosa son “empaquetados” denominados fibrillas de
celulosa. Estas fibrillas de celulosa son en su mayoria independientes y estan

débilmente vinculados a través de uniones de hidrégeno (Laureano-Pérez et al.,

2005). La distribucién de los componentes de su estructura se pueden observar
en la Figura 2.7 Sin embargo, una vez que se hidroliza este polisacarido los
azUcares simples, pueden fermentarse sin dificultad. La celulosa puede ser
hidrolizada mediante procesos acidos o enzimaticos (Poulomi et a/., 2010).
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Figura 2.7. Estructura de la celulosa

2.7.1.2 Hemicelulosa

Es un carbohidrato complejo y heterogéneo ya que su estructura posee
diferentes polimeros del orden de las pentosas (como xilosa y arabinosa) de
hexosas (como manosa, glucosa y galactosa), los azucares y acidos que lo forman
estan unidos por enlaces glucdsidicos, la estructura de Iso componente sde la
hemicelulosa se muestra en la Figura 2.8, al hidrolizar muchos de estos
componentes se obtienen azucares fermentables, como glucosa, manosa,
galactosa (Palacio, 1956). La hemicelulosa sirve de conexién entre la lignina y las

fibras de celulosa y lignina (Laureano-Pérez et al., 2005).
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Figura 2.8. Estructura de la cadena de hemicelulosa
2.7.1.3 Lignina

Es un heteropolimero amorfo que consta de tres diferentes unidades de
fenilpropano (pcoumaril, coniferil y sinapil alcohol) que se mantienen unidos por
diferentes enlaces. Su estructura heterogénea se presenta en la Figura 2.9. El
heteropolimero amorfo no es soluble en agua y dpticamente inactivo; todo esto

hace que la degradacién de la lignina sea muy complicada (Fengel y Wegener,
1984).

Figura 2.9. Estructura del polimero de lignina
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2.8 Hidrolisis

Para que los polisacaridos presentes en la biomasa lignoceluldsica den lugar
a azlcares potencialmente fermentables, estos se deben de someter a una etapa
de hidrdlisis. La hidrdlisis de los polisacaridos puede llevarse a cabo con
catalizadores acidos (hidrolisis acida) o con catalizadores enzimaticos (hidrdlisis
enzimatica). La hidrdlisis acida puede realizarse utilizando un acido concentrado o

un acido diluido (Tomas-Pejo., 2010).

Entre los pretratamientos fisicoquimicos, la explosion por vapor (EV) ha sido
el mas utilizado para la biomasa lignoceluldsica (Ballesteros et al, 2006). Debido a

que se puede utilizar en una gran variedad de materias primas.

2.8.1 Pretratamiento de explosion por vapor

Este es un pretratamiento hidrotérmico en el que la biomasa es sometida a
la accién de vapor saturado a relativamente alta presién durante un periodo
determinado de tiempo (que puede variar desde unos segundos a varios minutos)
tras el cual, el reactor se somete a una brusca descompresion. La EV combina
efectos mecanicos con efectos quimicos. Los efectos mecanicos estan causados
por la rapida despresurizacion que provoca una evaporacion del agua interna,
creando fuerzas de cizalladura que producen separacion de las fibras,
principalmente en las zonas de celulosa amorfa mas débiles. El efecto quimico se
debe a que algunos grupos acetilos de la hemicelulosa son hidrolizados
produciendo acido acético, éste provoca la disminucion ligera del pH del agua y
debido a la temperatura del proceso se lleva a cabo la hidrolisis de la hemicelulosa
(auto hidrdlisis). Durante la EV la lignina es redistribuida y parcialmente
solubilizada (Palonen, 2004).
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Los factores que afectan en mayor medida, la efectividad del
pretratamiento de EV son, el tamafo de particula, la temperatura y el tiempo de
exposicion de la muestra. Entre las ventajas que presenta este tipo de pre-
tratamiento destacan, la posibilidad de emplear tamanos de particula relativamente
grandes, se evita la adicion de catalizadores acidos (a excepcidon de las maderas
blandas), la alta recuperacion de azlicares y ademas se perfila como una
alternativa de hidrolisis potencialmente viable para ser empleada a escala
industrial. Sin embargo, también presenta desventajas, como la parcial
degradacién de los azUcares hemiceluldsicos y la generacidon de compuestos
tdxicos, los cuales son agentes potencialmente inhibidores en las etapas

posteriores de fermentacion (Tomas-Pejé., 2010).

2.8.2 Compuestos toxicos generados en el pretratamiento

Cuando los materiales lignoceluldsicos se someten a condiciones severas
durante el pretratamiento como alta temperatura, alta presién y ambiente acido se
puede provocar la degradacién de la lignina y de los azlcares, ya sean
hemiceluldsicos o celuldsicos, generandose productos toxicos que pueden afectar
las siguientes etapas de produccion de bioetanol y ademas limita la obtencion de

azucares fermentables, debido a su degradacion.

La naturaleza y concentracion de los compuestos toxicos generados durante
el pre-tratamiento dependen de la materia prima, del pretratamiento utilizado, de
las condiciones del mismo y de la utilizacion o no de catalizadores. Estos
compuestos son potencialmente inhibidores para las levaduras en la etapa de
fermentacion. De ahi, el interés de utilizar levaduras con elevada tolerancia a los
inhibidores como S. cerevisiae o bien que hayan sido sometidas a un proceso de
adaptacion.
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Atendiendo a su origen, los compuestos de degradacion pueden dividirse en
tres grupos, derivados del furano, acidos alifaticos de bajo peso molecular y
derivados fendlicos (Larsson et a/., 2000). Los principales derivados del furano son
el furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF) que provienen de la degradacion de las
pentosas y hexosas, respectivamente. En anaerobiosis, la mayoria de los
microorganismos fermentadores son capaces de reducir los furanos a sus
correspondientes alcoholes de menor toxicidad (Mussatto y Roberto, 2004; Oliva et
al., 2003; Palmqvist y Hahn-Hé&gerdal, 2000). Sin embargo, si los furanos estan
presentes en altas concentraciones ejercen un efecto inhibitorio sobre el
microorganismo, ya que interfieren con enzimas glicoliticas y la sintesis de
macromoléculas provocando la prolongacion de la fase lag y una disminucién en la
productividad del etanol (Almeida et a/, 2007; Klinke et al., 2004).

2.9 Proceso de fermentacion

La fermentacion es la descomposicién de sustancias organicas por la accion
de enzimas microbianas que originan moléculas nuevas. Para el cultivo de
microorganismos en condiciones éptimas, asi como para la produccion por parte
de los microorganismos de los metabolitos o las enzimas deseadas, deben
desarrollarse procedimientos de fermentacion. Entre los procedimientos de
fermentacion se encuentra el desarrollo de cepas mediante manipulaciéon genética
y/o la regulacion del metabolismo mediante la optimizacién del medio de cultivo
asi como el control adecuado de los factores fisicoquimicos que afectan al

rendimiento de las fermentaciones (Morales-Oyervides, 2011).
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En el transcurso de la fermentacion hay 4 fases de crecimiento, por las
cuales pasa el microorganismo a través el tiempo, estas fases se muestran en la
Figura 2.10 y son la fase logaritmica, fase exponencial, fase estacionara y fase de

muerte o declinacion (Willey et al., 2008).
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Figura 2.10. Curso de biomasa, sustrato y producto para diferentes tipos de

fermentaciones.

Los sustratos mas comunmente usados para la fermentacién son los
azucares, en especial la D-glucosa. Una clase de fermentacién importante de la
glucosa es la fermentacion alcohdlica. Para muchas levaduras en un medio
adecuado, la fermentacion significa la conversion de hexosas, principalmente
glucosa, fructosa, manosa y galactosa, en ausencia de aire, en los siguientes

productos finales:
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Glucosa + 2 Pi + 2 ADP >—— 2 Etanol + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0 - 24 Kcal

Alrededor del 70 % de la energia es liberada como calor; el resto es
preservado en dos enlaces fosfatos terminales de ATP (adenosin trifosfato), para
usarlo en las reacciones de transferencia, tales como la activacién de la glucosa
(fosforilaciéon) y de aminoacidos antes de las polimerizacion (Hernandez-Nodarse.,
2007).

2.9.1 Alcance de los procesos de fermentacion

Existen cuatro grupos de fermentaciones comercialmente importantes:

e Las que se producen células microbianas (o biomasa) como producto.
e Las que producen enzimas microbianas.

e Las que producen metabolitos microbianos.

e Las que modifican un compuesto que se adiciona durante la

fermentacion.

La produccién comercial de biomasa microbiana puede dividirse en dos
procesos principales: la produccidon de levaduras que se usa en la industria de la
panificacion y la produccion de células microbianas que se usan como alimento

humano o animal (Morales-Oyervides, 2011).

2.9.2 Composicion elemental del medio de fermentacion

Los nutrientes existentes en los medios de cultivo dan a la célula microbiana
todos los ingredientes requeridos para que produzca mas células semejantes a ella
misma. Por lo tanto, es conveniente considerar un disefio de medio de
fermentacion que genere las mejores garantias de crecimiento, el mejor desarrollo

para el microorganismo y el maximo rendimiento de produccién. El medio debe
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satisfacer los requerimientos nutricionales y ambientales del microorganismo,
ademas de las restricciones técnico-econdmicas para minimizar los costos de
separacion y purificacién. La determinacion de los requerimientos nutrimentales,
ambiéntales y la composicion, dependen de la estequiometria de crecimiento y

formacién de producto (Woli et a/., 1997).

2.10 Microorganismos productores de de bioetanol

Los microorganismos mas utilizados para la produccién de etanol, por
medios fermentativos se mencionan en el cuadro 2.7. Entre ellos se encuentran las
levaduras, debido a su alta productividad en la conversidon de azlcares a bioetanol.

Ademas, la produccion de toxinas es muy inferior a la de otros microorganismos.

Cuadro 2.7. Microorganismos productores de bioetanol

&

BACTERIAS LEVADURAS
Zimomonas mobilis Saccaromyces cerevisiae
Clostridium acetobutilyoum Pichia stipatis
Klebsiella oxytoca Pohysolen tnnnophilus
Escherichia coli Candiaa shehate

Las especies mas utilizadas que se reportan son: S. cerevisiae, S.
ellipsoideus, S. anamensisi, (Candida seudotropicalis, S. carlsbergensis,
Kluyveromyces marxianus, Candida bytyrij, Pichia stipatis, Schizosaccharomyces
pombe 'y Pichia membranaefaciens. También se ha reportado el uso de bacterias
como Zimomomas mobilis la cual ha sido de las bacterias la mas utilizada y se han
obtenido altos rendimientos, se ha empleado también Klebsiella oxytoca y
Escherichia coli, esta Ultima ha sido genéticamente modificada para emplearse
como microorganismo fermentador (Hernandez-Nodarse, 2007).
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Industrialmente, el bioetanol se produce utilizando S. cerevisiae como
microorganismo fermentador debido a la capacidad que tiene este microorganismo
para metabolizar un amplio espectro de azUcares (Ertola et al, 2007) y tolerar
minerales presentes en sustratos de uso industrial como se observa en el Cuadro
2.8, donde este microorganismo se ha utilizado como microorganismo fermentador
de un gran numero de sustratos (Gunasekaran y Chandra, 1999). Sin embargo, Z.

mobilis ha mostrado tener un mayor rendimiento en la produccion de etanol.

Cuadro 2.8. Microorganismos utilizados para la produccién de bioetanol de

acuerdo al sustrato utilizado

SUSTRATO MICROORGANISMO
Maltosa (almiddn) 5. cerevisiae
Trigo 5. cerevisize
Maiz 5. cerevisiae
Yuca 5. cerevisize
Inulina Kluyveromyces marxianicus
Patata sin sub-productos Toluropsis collicilosa, 5. cerevisize. 5. diasticus
Sorgo Zimomonas mobilis

De acuerdo con reportes previos (Holcberg y Margalith., 1981., Converti et
al, 1985) cuando S. cerevisiae se cultiva a altas concentraciones de azUcar
(menores a 30 — 40%) se incrementa la produccion de etanol. Adicionalmente,
cuando S. cerevisiae se encuentra bajo condiciones de alta concentracion de
oxigeno disuelto (Gonzalez et al., 2007) la concentracion de azlcares supera 0.16
g L (Ertola et al,, 2007) o 9 g L (Hidalgo, J. 2003), la levadura convierte su
metabolismo oxidativo a oxido-reductivo o fermentativo incrementandose la
produccidon de etanol. Dicho fendmeno se conoce como efecto Crabtree. En el
cuadro 2.9 se muestran algunos rendimientos encontrados sobre la produccion de

etanol con S, cerevisiae y otros microorganismos etanogénicos.
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El metabolismo de las levaduras como en los demas organismos, esta
mediado por reacciones enzimaticas. Las enzimas piruvato descarboxilasa (pdc) y
alcohol deshidrogenasa (adh) estan presentes en microorganismos etanologénicos
como Saccharomyces cerevisiaey Zymomonas mobilis. Dichas enzimas son claves
en la produccién de etanol (Gunasekaran et al/, 1999) y presentan algunas

diferencias de acuerdo con el microorganismo.

Cuadro 2.9. Microorganismos productores de bioetanol y su rendimiento de

acuerdo al azlcar que fermentan.

MICROORGANISMO SUSTRATO RENDIMIENTO CITA
Aziicar a/L Etanol (%)
i . — . Mohagheghi
Zimomonas mobilis Ara:Glokyl  20:40:40 84 et al, 2002
Melaza de Pefia, y
Sacoharomyces cerevisiae cafia 250 93.57 Aranga,
(sacarosa) 2009,
Escherichia coli Xyl 95 90 D'E;DEEE’E'

2.10.1 Caracteristicas de un microorganismo productor de bioetanol

El primer aspecto a considerar en el desarrollo de un sistema de produccion
de bioetanol es, la seleccion del microorganismo adecuado para el proceso y las

caracteristicas que este debe de tener son las siguientes:

e Las cepas deben ser genéticamente estables y tener las mismas
reacciones en un gran nimero de fermentaciones.

e Deben de ser capaces de fermentar el medio lo mas rapidamente
posible y producir etanol con un rendimiento proximo al rendimiento
tedrico.
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e Deben producir lo menos posible otros compuestos ya que provoca
un descenso del rendimiento en etanol y complica la destilacion

(compuestos volatiles).

Deben ser poco exigentes en factores de crecimiento para limitar las

adiciones de vitaminas a los medios industriales.

En el cuadro 2.10, se resumen las caracteristicas que se deben considerar al
momento de seleccionar un microorganismo par producir etanol, entre las mas
importantes se encuentra el rendimiento y la tolerancia al etanol. El rendimiento
no debe ser menor del 90% vy tolerar una concentracion de etanol superior a 40 g
L™,

Cuadro 2.10. Caracteristicas de un microorganismo utilizado para producir

bioetanol

CARACTERISTICAS DE UN MICROORGANISMO PRODUCTOR DE ETANOL

Rendimiento de etanol =00% tedrico
Tolerancia al etanal =40 gL*
Productividad de etanol =1gL? h?
Concentracion de carbohidratos =50 gL*
Requisitos simples de crecimiento Formulacién de medio de cultivo barato
Condiciones de cultivo pH acido y temperaturas altas

2.11 Saccharomyces cerevisiae

Pertenece al grupo de las levadura (reino Fungi, orden Saccharomycetales)
es el nombre comun de un grupo de hongos unicelulares (eucariotas) y por lo
tanto sus estructuras se encuentran formadas por pared celular, nucleo
diferenciado y organelos como ribosomas y mitocondrias. La formacion de una
capsula de polisacaridos, la ausencia o presencia de vacuolas y el desarrollo de las
mitocondrias dependen de las condiciones fisicoquimicas y la edad del cultivo
(Longo et al., 1997).
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La taxonomia clasica de las levaduras se basa en caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas como son la forma de las células, la
apariencia de los cultivos en los medios sélidos y liquidos, la tolerancia a diferentes
condiciones de cultivo y la posibilidad de asimilar o fermentar diferentes sustratos,
la taxonomia de S. cerevisiae se muestra en el cuadro 2.11 (Garcia Garibay et al.,
2004).

Cuadro 2.11. Clasificacion taxonomica de S. cerevisiae

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Funagr
Division Amastogomycota
Clase Ascomycetes
Subclase Hemiascomycetidae
Orden Endomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetaidae
Genero Saccharomyces

Especie cerevisiae

Tradicionalmente varias especies del genero Saccharomyces cerevisiae han
sido utilizadas para la produccidon de bioetanol a nivel industrial, debido a que es
un microorganismo de facil manipulacidn y recuperacion, no es exigente en cuanto
a su cultivo, no presenta alto costo, tolera altas concentraciones de etanol, en la
fermentacion produce bajos niveles de subproductos, es osmotolerante, capaz de
utilizar altas concentraciones de azlcares, presenta alta viabilidad celular para el
reciclado y caracteristicas de floculacion y sedimentacion para el procesamiento

posterior (Fajardo y Sarmiento, 2007).

40



Velazquez-Arellano, 2012
Sacarificacion y fermentacion de la cascara de tuna (Opuntia streptacantha L) para producir A
bioetanol ‘===’

2.11.1 Caracteristicas morfoldgicas

En la Figura 2.11 se pueden observar las caracteristicas macroscdpicas de
Saccharomyces cerevisiae, la forma de las células puede ser esférica, elipsoidal,
cilindrica o sumamente alargada, en agrupaciones de dos, cadenas cortas o
racimos o bien sin agruparse. La apariencia es muy diversa: de color crema a
ligeramente café o blanco, de lisas a rugosas, en ocasiones sectorizadas, brillantes
u opacas. Sus dimensiones son: 2.5-10 p de ancho y 4.5-21 p de largo. (Wilkins et
al., 2007).

Figura 2.11. Vista macroscdpica de Saccharomyces cerevisiae

En cuanto a las caracteristicas microscopicas las células de S. cerevisiae se
observan redondas y ovoides, elipsoides a veces cilindricas y filamentosas como se
muestra en la Figura 2.12 donde la pared celular se tifie de azul y se observan
claramente las caracteristicas anteriormente mencionadas (Fajardo y Sarmiento,
2007).
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Figura 2.12, Vista microscépica de Saccharomyces cerevisiae.

2.11.2 Propiedades fisiologicas
2.11.2.1 Presencia de oxigeno

Las levaduras son aerdbicas o facultativas, cuando el oxigeno esta presente,
éstas crecen eficientemente a partir de carbohidratos del medio para producir la
biomasa y CO,. Sin embargo cuando no hay oxigeno o éste disminuye, las
levaduras cambian a metabolismo anaerdbio o fermentativo, que se traduce en la
formacién de menor cantidad de biomasa y produccion de etanol. Saccharomyces
cerevisiae crece en condiciones aerobias o microaerobias, con la presencia de

oxigeno en concentraciones de por lo menos 1 ppm (Garcia Garibay et al,, 2004).

2.11.2.2 Temperatura

La temperatura es un factor relevante, debido a que desde el punto de vista
microbioldgico, presentan temperaturas Optimas para su crecimiento donde se
obtiene el mayor rendimiento. Esta temperatura suele encontrarse muy cerca de la
temperatura maxima soportada y varia segun la clase de microorganismo. En las
levaduras la temperatura afecta la capacidad de éstas para desdoblar los azlcares,
la reproduccidon y el crecimiento celular, con temperaturas minimas permisibles
entre 0.3 y 0.5 °C, y las maximas entre 34 y 47 °C (Feldmann, 2005).
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La fermentacion es un proceso exotérmico, que requiere de un control de
temperatura en su valor optimo que es de 30°C. La temperatura de las levaduras,
oscila entre 25 y 30°C (Frazier y Westhoff., 2000).

2.11.2.3 pH

El pH es, al igual que la temperatura, una variable significativa en la
produccidon de biomasa. Cada microorganismo presenta un rango de pH donde su
crecimiento es posible e incluso algunos presentan un pH Aptimo, puesto que
cambios en el pH son causantes de la desnaturalizacion de enzimas y de
problemas en el intercambio de iones en la membrana celular. El crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae se ve favorecido a un pH de 4.0-7.0, no se desarrollan
bien en medios alcalinos. A partir de los sustratos habitualmente usados en los
medios de cultivo forman productos en especial acidos que influyen en el
crecimiento celular, produccion enzimatica y utilizacion de glucosa (Garzén et al.,
2009).

En el cuadro 2.12, se resumen los requerimientos de crecimiento mas
importantes de S. cerevisiae, teniendo una tolerancia a carbohidratos importante

la cual oscila entre 30 y 45%.

Cuadro 2.12. Caracteristicas de crecimiento de S. cerevisiae

PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO

Temperatura (°C) 25-30
pH (rango optimo) 4.5-7.0
Nitrdgeno (%) 7.5-8.5
Proteina (%) 35-45
Acidos Nucleicos (%) 06-dic
Carbohidratos (%) 30-45
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2.11.3 Reproduccion

S. cerevisiae se reproduce por gemacion. En el proceso de gemacion se
forman una pequena protuberancia en la perforacion de la célula, la cual se debe a
un debilitamiento local de pareced celular. Esta pequefa protuberancia se agranda
conforme se va del material citoplasmatico proveniente de la célula, hasta alcanzar
casi el tamafo de esta (Damaso, 2006). El material nuclear se replica por mitosis y
una parte pasa a la célula de la hija. Se forma la pared de la madre. La produccion
de las gemas puede ocurrir en uno en ambos extremos de la célula, lo que se
conoce como gemacion polar ilustrado con mayor detalle en la Figura 2.13. En el

lugar de donde se formd una gemacion queda una cicatriz en la pared de la célula.
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Figura 2.13. Esquema del proceso de gemacidn de S. cerevisiae
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2.11.4 Metabolismo

La mayoria de levaduras usan azlcares como su principal fuente de carbono
y energia. La mayor fuente de energia es la glucosa y la glucdlisis es la principal
via para la conversién de la glucosa a piruvato. La produccion de energia en forma
de ATP es acompanada de la generacion de intermediarios y disminucion de
energia en forma de NADH para las vias biosintéticas. S. cerevisiae, realiza
fermentacion alcohdlica mediante la ruta metabdlica de Embden-Meyerhof-Parnas
a través de la cual una molécula de D-glucosa produce dos moléculas de piruvato
(Madigan et al., 2003). Bajo condiciones anaerdbicas el piruvato producido durante
la glucdlisis es descarboxilado a acetaldehido por la enzima piruvato
descarboxilasa, después el acetaldehido es reducido a etanol por la alcohol

deshidrogenada, con la liberacion de CO,, ilustrado en la Figura 2.14.
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Figura 2.14. Esquema del metabolismo de S. cerevisiae en condiciones aerdbicas y

anaerodbicas.
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En teoria, el rendimiento es de 0.511, este es un factor de conversion de
glucosa a etanol (Oberoi et al, 2010). Saccharomyces cerevisiae, fermenta
glucosa, galactosa, sacarosa y maltosa y no fermenta la lactosa. Asimila galactosa,
sacarosa, maltosa y rafinosa (Wilkins et al., 2007).

2.12 Zimomonas mobilis

Zymomonas mobilis es una bacteria Gram negativa, es decir presenta dos
membranas lipidicas entre las que se localiza una fina pared celular de
peptidoglicano. Es una bacteria anaerdbia y microaerofilica, tolerante al oxigeno
(Wilkins, 2008). Tiene varias propiedades atractivas como biocatalizadores para la
produccién de etanol, tolera hasta 120 g/L y tiene un alto rendimiento de etanol.
Este microorganismo fue descubierto originalmente en el pulque mexicano y en el
vino de palma africano. Regularmente forma parte de la microflora presente en el
material de reserva de algunos vegetales tropicales, este microorganismo se ilustra
en la Figura 2.15, donde se puede observar como un microorganismo en forma de

baston el cual mide cerca de 5 um de largo (Garcia Garibay et al., 2004).

Figura 2.15. Células re-suspendidas de Z. mobilis CP4 (5600x).
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Zimomonas mobilis en condiciones anaerdbicas produce etanol a partir de
glucosa, fructosa y sacarosa mediante la ruta metabdlica de Entner-Doudoroff
(Wilkins, 2008).

Desde el punto de vista energético Z. mobilis ha sido considerada ineficiente
para producir biomasa, ya que una sola molécula de ATP es producida por cada
molécula de monosacarido metabolizada, (comparada con otros microorganismos
que utilizan la ruta metabdlica de EMP) y mas carbono es canalizado para la
produccidon de etanol, obteniendo rendimientos y productividades de etanol por
arriba de 1.9 mol etanol/ mol glucosa, esto representa aproximadamente el 97%
de la eficiencia de conversion tedrica. Como consecuencia de una menor
produccidén de ATP, Z. mobilis mantiene un mayor flujo metabdlico de la glucosa,
lo que garantiza una mayor productividad de etanol y tolerancia a altas
concentraciones de azlcares y etanol (Wilkins, 2008). El pH también es un factor
del cual depende la produccion de etanol, un pH de 6.5 es optimo para el
crecimiento de las células de Z. mobilis mientras que un pH de 4.0 es éptimo para

la produccion de etanol.
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III. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en los laboratorios del Departamento
de Produccién Animal de la UAAAN y de Ingenieria Quimica de la UAdeC, en Saltillo,
Coahuila, México. Este trabajo se dividid en 4 etapas, las cuales se describen a

continuacion.

ETAPA I: PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

La materia prima utilizada en este estudio fue una variedad de tuna roja del
nopal carddn, (Opuntia streptacantha L.), proveniente de la region de Saltillo,
Coahuila. EI muestreo se llevd a cabo entre los meses de agosto y septiembre de

2011. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

3.1 Pelado de la tuna y secado de la cascara

Se separd cascara y pulpa. Las cascaras de tuna fueron cortadas en trozos
pequefios Yy posteriormente se sometieron a un proceso de secado, el cual se llevd a
cabo en un deshidratador de bandejas por aire caliente a una temperatura de 60°C,
(CEB-2600, México). El material seco fue triturado en un molino de discos (Thomas-
Wiley, U.S.A) y tamizado para obtener un tamaio de particula a través del tamiz No.
80, el cual se diluye sin problemas en el agua y facilita la hidrolisis por ampliacion del

area de contacto.
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3.1.1 Separacion de la semilla

La pulpa de tuna, fue macerada mecanicamente, y enseguida se sometid a
un tratamiento enzimatico. La enzima utilizada fue pectinasa (Pectinex Ultra,
Sigma-Aldrich, México). El tratamiento enzimatico se llevd a cabo empleando una

relacion de

50 puL de enzima a 3000 unidades por 50 mL de concentrado de pulpa de tuna, a
una temperatura de 37°C, tomando 250 pyL de muestra en los tiempos (0, 5, 10,
15, 30, 45, 60, 90,120, 150 y 180 minutos). La actividad enzimatica se midid por

la técnica de azlcares reductores (Miller, 1959).
3.1.2 Hidrolisis de la pared celular de la cascara de tuna

Se pesaron 20 mg de muestra, se colocaron en un vaso de precipitado de
50 mL, junto con 2 mL de H,SO4 concentrado, se colocd en una parrilla con
agitaciéon por un tiempo de 5 minutos, transcurrido este tiempo se agregaron 0.5
mL de agua destilada y se dejo en agitacién constante por 3 horas, enseguida se
agregaron 80 mL de agua destilada, se filtrd en un papel Watman N° 1, con ayuda
de una bomba de vacio; al final se aforé6 a 100 mL. A la solucién obtenida se le
determinaron azUcares totales (Dubois et a/., 1956) y azUcares reductores (Miller,
1959).
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ETAPA II. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

3.2 Analisis de la composicion proximal

En el analisis proximal se determinaron el contenido de humedad, materia
seca total, cenizas totales, proteina bruta, extracto etéreo o grasa total, fibra
cruda, fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) azlcares

totales y azlcares reductores.

3.2.1 Determinacion del contenido de materia seca total o solidos

totales (Método termogravimétrico, AOAC).

3.2.2 Determinacion del contenido de cenizas totales (AOAC).

3.2.3 Determinacion del contenido de grasa total o extracto etéreo
(Método Soxhlet, AOAC).

3.2.4 Determinacion del contenido de proteina bruta (Método Kjeldhal).

3.2.5 Determinacion del contenido de fibra cruda (Método

termogravimétrico, AOAC).

3.2.6 Determinacion de fibra detergente neutro (FDN)

El procedimiento para determinacidon de fibra detergente neutro se utiliza
para conocer los componentes de pared celular que no son solubles como lignina,
celulosa y hemicelulosa, el cual es un método rapido para determinar fibra total en
vegetales, ya que estos componentes se digieren lentamente y en diferentes

porcentajes.
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3.2.7 Determinacion de fibra detergente acido (FDA).

El procedimiento para determinar fibra detergente acido permite Ia
obtencién rapida de la cantidad de celulosa y lignina en vegetales. La diferencia
entre el valor de las paredes celulares y la fibra detergente acido da una
estimaciéon del valor de hemicelulosa ya que esta diferencia también incluye una
fraccion de proteina adherida a las paredes celulares. Este método se emplea

también como procedimiento preliminar en la determinacion de lignina.

3.2.8.Determinacion de aziicares totales (Método fenol-sulfurico).

En acido sulftrico concentrado, los polisacaridos son hidrolizados a sus
constituyentes monosacaridos, a su vez estos son deshidratados a reactivos
intermediarios que en presencia de fenol forman productos amarillo-naranja
estable como se muestra en la Figura 3.1 la intensidad del color naranja es
proporcional a la cantidad total de carbohidratos presentes en la solucién (Dubois
et al., 1956).

Ht Ht
C H O —-— monosacardo - —F+HMF
nnn A A

H,.SO 4Concentrado

2
FenoI+C6H1206 - A

Amarillo — naranja

Donde:
F = Furfural
HMF = Hidroximet ilfurfural

Figura 3.1. Reaccion general Método fenol-sulftrico
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3.2.8 Determinacion de azicares reductores (Método Acido 3,5-
Dinitrosalicilico, DNS).

El método empleado se basa en la hidrolisis de la sacarosa para producir
una molécula de glucosa y una de fructosa, y la posterior medicién de los azlcares
reductores libres por medio de la reduccién del acido 3,5-dinitrosalicilico como se
ilustra en la Figura 3.2. Se formd un compuesto nitrogenado amarillo, cuya
densidad dptica es proporcional a la concentracién de grupos reductores (Miller,
1959).

,L JOH  +reducing OH +oxidised |

E:) ; sugar Q) sugar

/ \ NN
O,N NO, ON NH,; ‘

3,9-dimtrosalicylic acid 3-amino-5-nitrosalicylate (red, A, 540nm)
Figura 3.2. Reaccion general de azucares reductores con acido 3,5-dinitrosalicilico

Los azlcares reductores como la glucosa y la fructosa son azlcares
reductores, es decir se oxidan facilmente con agentes oxidantes suaves. El grupo
aldehido se oxida. Mientras que los azlcares que tienen el grupo carbonilo
formando un acetal son azlcares no reductores, por ejemplo la sacarosa que tiene
los atomos de carbono anomérico de los monosacaridos unidos entre si, de

manera que ambos carbonilos estan protegidos y no reaccionan.

Todos los analisis se realizaron por triplicado, media y valores de desviacion

estandar se calcularon utilizando el Microsoft Excel programa de software.
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ETAPA III. SACARIFICACION ACIDA Y CON VAPOR DE LA CASCARA DE
TUNA

3.3 Sacarificacion con H,SO, diluido

En matraces Erlenmeyer de 125 mL, se colocd cascara de tuna a una
proporcion de 12%, la cual fue tratada con acido sulfurico concentrado en
proporciones de 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 % (w/v), se utilizd agua como control, las
muestras fueron sometidas a sacarificacion con vapor realizando un autoclavado a
121 °C durante 10 min y 15 psi.

Una vez concluido el tiempo de sacarificacion las muestras fueron colocadas
en tubos de centrifuga de 50 mL (Axygen, USA) y centrifugadas a 8000 rpm por 30
min a 4°C (Sorball, Biofuge Primo R Thermo Centrifugation, USA). El precipitado se
recogid en el matraz receptor a través de filtracion al vacio y se le analizo la
cantidad de azucares reductores liberados en la sacarificacién, con el método

reportado por Miller, (1959), y azucares totales, (Dubois et al., 1956).

3.3.1 Cinética de sacarificacion por explosion con vapor

En matraces Erlenmeyer de 125 mL, se colocd cascara de tuna a una
proporcién de 12%, la cual fue tratada con acido sulflrico concentrado a 0.5%
(w/v), y sometida a sacarificacién con vapor por tiempos de 5, 10, 15, 20, 25y 30
minutos a121°Cy 15 psi.

Una vez concluido el tiempo de sacarificacion las muestras fueron colocadas
en tubos de centrifuga de 50 mL (Axygen, USA) y centrifugadas a 8000 rpm por 30
min a 4°C (Sorball, Biofuge Primo R Thermo Centrifugation, USA). El precipitado se
recogid en el matraz receptor a través de filtracion al vacio y se analizo la cantidad
de azlcares reductores liberados, con el método reportado por Miller, (1959), y

azucares totales (Dubois et a/,, 1956).
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ETAPA IV. FERMENTACION ALCOHOLICA

3.4 Microorganismo

Se utilizé la cepa Saccharomyces cerevisiae; esta fue comprada en la ATCC
(American Type Culture Collection). La cepa fue crecida en placas que contienen
de 20 a 25 mL de medio YPD. El medio contenia (g L-1): D-xilosa 15.0, extracto de
levadura 10.0, peptona de carne 20.0, agar bacteriolégico 15.0 y ajustado a un pH
de 7 con NaOH 5 M. El medio se esterilizd en una autoclave (Market Forge, USA) a

121°C por 15 minutos y 15 psi.

Las muestras recolectadas se inocularon de manera convencional (estria
abierta cruzada). Con el asa calibrada se toma la colonia de manera que se formé
una burbuja uniforme en el ojo del asa; esta gota se extiende en el centro de la
caja, el cual se denomina “zona de descarga”, posteriormente se deben realizar 3
diluciones por la técnica de estria abierta cruzada. Calentando al rojo vivo el asa
microbioldgica cada vez que se estrie, para lograr la separacion de las colonias de
manera efectiva. Las cajas deben de ser incubadas a 30°C (Isotemp Incubator

Senior Model, Fisher, USA) en condiciones aerdbicas, por un periodo de 48 horas.

3.4.1 Preparacion y propagacion de células de levadura

Se inocularon asépticamente matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL del
medio, con una suspension de células incubadas previamente por 48 horas la cual
contenia un inoculo que se estandarizo, por el empleo de asas calibradas de 0.1
mL. El medio de cultivo utilizado para la produccion de células de levadura fue el
medio YPD. El medio contenia (g L-1): D-xilosa 15.0, extracto de levadura 10.0,
peptona de carne 20.0 y ajustado a un pH de 7 con NaOH 5 M. El medio se

esterilizé en una autoclave (Market Forge, USA) a 121°C por 15 minutos a 15 psi.
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La incubacion se llevd a cabo en un agitador orbital (Labnet 311DS, USA),
empleando una velocidad de agitacion de 180 rpm y una temperatura de 30+2 °C

durante 2 dias.

3.4.2 Condiciones de cultivo

Se realizaron fermentaciones sin incorporacion de oxigeno, por un periodo
de 144 horas, se tomo muestra cada 12 horas, la fermentacién se llevo a cabo en
reactores de 25 mL, en los cuales se depositaron 18 mL de medio de cultivo y 10%
de inoculo, los frascos se incubaron (Isotemp Incubator Senior Model, Fisher, USA)
a 30°C vy pH inicial de 6.58, el pH se ajusto con NaOH 5 M.

3.5 Fermentacion alcoholica

Se evalud la cinética de produccion de etanol, biomasa y consumo de
sustrato tomando muestras por triplicado a los tiempos de 12, 24, 36, 48, 60, 72,
84, 96, 108, 120, 132 y 144 horas de fermentacion. La muestra al tiempo inicial de

fermentacion (0 hrs) representd la muestra control.

Una vez concluido el tiempo de fermentacion de las muestras, éstas fueron
colocadas en tubos de centrifuga de 50 mL (Axygen, USA) y centrifugadas a 8000
rpm por 30 min a 4°C (Sorball, Biofuge Primo R Thermo Centrifugation, USA). El
sobrenadante fue colocado en un nuevo tubo de centrifuga y sometido a una
segunda centrifugacion bajo las condiciones de 8000 rpm por 20 min a 4°C, esto

con el objetivo de eliminar restos celulares.

3.5.1 Evaluacion de la biomasa celular

A partir del precipitado obtenido en la primera centrifugacion se evalud la
biomasa celular, la cual fue lavada 3 veces utilizando volumenes de 30 mL de agua
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desionizada para remover restos de medio de cultivo. La determinacion de
biomasa se llevd a cabo por el método gravimétrico. Brevemente el método

consiste en llevar la biomasa a peso constante en un horno de secado (Felisa,
México) a 80°C por 24 horas.

3.5.2 Evaluacion del consumo de sustrato

El analisis de consumo de sustrato se realizd cuantificando el contenido de
azUcares totales Dubois et a/., (1956) y de azlcares reductores Miller, (1959). Se

empled glucosa anhidra como patrén estandar.

3.5.3 Evaluacion de la concentracion de etanol

La cuantificacién de etanol se realizd por cromatografia de gases equipado
con detector de ionizacion de flama (Varian Star 3600 CX). Las condiciones del
equipo fueron establecidas asi: volumen de inyeccion de 1 pL, temperatura del
inyector 150°C, flujo de columna de 30°C/min (CP Wax X 52 CB), temperatura del
detector 270°C.El gas de arrastre empleado fue helio con flujo de 30 mL/min,
hidrogeno 40 mL/min y aire con un flujo de 300 mL/min. Los valores obtenidos
fueron calculados empleando una curva de calibracion de etanol previamente
estandarizada, la cual se prepard de la siguiente manera: Se prepard un conjunto
de muestras de solucion agua/etanol a diferentes concentraciones. Se empled
etanol anhidro de 99.9% de pureza y agua desionizada. Las muestras fueron
preparadas obteniéndose mezclas con concentraciones de 10 gL, 20 gL™, 30 gL*,
40 gLy 50 gL™.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A continuacién se presentan los resultados obtenidos durante las cuatro

etapas en las cuales se dividid este trabajo:

ETAPA I. PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

En esta etapa se realizaron todas las operaciones unitarias necesarias, para

preparar el material vegetal. Los resultados se presentan a continuacion:

4.1 Pelado de la tuna y secado de la cascara
4.1.1 Rendimiento total del material vegetal empleado

La tuna esta constituida por pulpa, cascara y semillas. La cascara es un
subproducto de la industria transformadora de la tuna, y sus desechos generan
problemas de contaminacion si no son tratados correctamente. En el cuadro 4.1,
se muestran los resultados obtenidos del rendimiento neto de las tres partes que
constituyen la tuna, como se puede observar la cascara representa la mayor
proporcion con valores cercanos al 50%. Los resultados obtenidos son similares a
los reportados por SAGARPA en 2004 los cuales indican valores donde la cascara
de la fruta representa del 40-50% del fruto, la pulpa 40-50% vy las semillas 5-10%.
De acuerdo con otros autores Villarreal (1964); Paredes (1977), en proporcion la
cascara y la pulpa representarian del 40 al 50% cada una y las semillas entre un 5
y un 10%.
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Cuadro 4.1. Rendimiento de la tuna

RENDIMIENTO NETO (%)

Cascara 46.80
Pulpa 43.57
Semillas 9.63

4.1.2 Deshidratacion de la cascar4 de tuna

Se evalud la velocidad de secado de la cascara de tuna, en la Figura 4.1 se
presenta la velocidad de deshidratacién, donde se puede observar que se evapora
cerca de 1 Kg de agua por hora de secado, ademas al final, aun quedd una
proporcién de humedad correspondiente al agua ligada, esta se refiere a aquella
que se encuentra haciendo interaccion entre los enlaces que mantienen unidos a

los componentes propios de la cascara de tuna, como son carbohidratos, proteinas
y grasas.

N
o

Humedad (Kg)
;

10
5
0 T T T T
0 8 16 24 32
tiempo (horas)

Figura 4.1. Velocidad de secado de la cascara de tuna (Opuntia streptacantha L.)
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La cantidad de humedad parcial encontrada en la cascara de tuna
constituye el 85.55%, Sanchez-Mejorada (1991) reportd, valores de hasta 88.54%
en cascara de tuna del nopal carddn, no se reporta el mes del afio en que se

realizo el analisis.

4.1.3 Separacion de la semilla

La Figura 4.2 ilustra una cinética tipica de liberacion de azlcares reductores,
por efecto de la hidrdlisis con la enzima pectinasa (3800 unidades/mL), en
concentracion de 50 pL de enzima y 50 mL de jugo de tuna. Es decir se utilizaron

190 unidades de la enzima para separar la semilla de la pulpa.

0 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210
Tiempo (horas)

Figura 4.2. Efecto de la variacidon del tiempo de hidrolisis en la degradacion enzimatica de

jugo de tuna

En la Figura 4.2 se puede observar la variacion del contenido de azlicares
reductores, liberados durante la hidrdlisis. Al inicio de la cinética el jugo de tuna
tenia una concentracién de azlcares reductores superior a 50 g L™ luego, con la
adicion de la mezcla enzimatica hubo un incremento progresivo de la

59



Velazquez-Arellano, 2012
Sacarificacion y fermentacion de la cascara de tuna (Opuntia streptacantha L) para producir '
bioetanol ==

concentracion de azlcares hasta 187 g L, esto se present6 a los 15 minutos de la
cinética, después de este lapso la concentracidon de azicares permanecio constante
hasta el final. Ademas 15 minutos fueron suficientes para separar la semilla, lo
cual indica que la accién de la enzima pectinasa en el jugo de tuna fue favorable.
Padrén-Pereira (2010), reporta el uso de enzimas con actividad pectinasa,
hemicelulasa y celulasa para la clarificacion de una mezcla diluida de pulpa de
frutos de Cactus (Opuntia boldinghii Britton & Rose) y jugos de naranja y toronja,
a una concentracion de enzimas (0.76 mL/100 mL de mezcla de jugo diluido,
%V/V) y sustrato (53.85 mL de mezcla de jugo/100 mL de agua, %v/v), encontrd
que en 90 minutos se obtuvo el mayor contenido de azucares reductores (4.19 g
glucosa/100 mL de mezcla de jugo diluido). Los resultados obtenidos en este

estudio son mas viables en cuanto al tiempo empleado para la hidrolisis.
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ETAPA II. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA MATERIA PRIMA

4.2 Caracterizacion fisicoquimica de la tuna

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion
de la tuna, se analizd cascara y pulpa por separado, los analisis se realizaron en
base seca.

4.2.1 Caracterizacion fisicoquimica de la cascara de tuna

El cuadro 4.2 se muestran los resultados obtenidos del analisis
bromatoldgico de la cascara de tuna. En el cuadro 4.2 se puede observar que la
fibra detergente neutro (FDN), constituye la mayor proporcion de la materia seca
total de la cascara de dicha fruta, esta fibra corresponde al contenido de celulosa,
hemicelulosa y lignina. El contenido de carbohidratos representa un 4%
aproximadamente. En cuanto a la humedad esta constituye el 11.91%. Realizando
una comparacion con un analisis efectuado en la cascara de tuna del nopal cardon,
por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) en el 2006,
donde se obtuvieron resultados similares en cuanto a proteina de 0.43% y grasa
total de 0.22%, en lo referente al contenido de carbohidratos, fibra dietética y
cenizas se reportan valores mas bajos, teniendo 1.41% de carbohidratos, 7.80%
de fibra dietética y 0.10% de cenizas, no se menciona la época del afio en el que
fue realizado el andlisis. En cuanto al contenido de fibra cruda Sanchez-Mejorada
(1991) reportd 7.80% en la cascara de tuna del nopal cardén, valor similar al
reportado en este estudio.
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Cuadro 4.2. Composicion fisicoquimica de la cascara de tuna

COMPOSICION FISICOQUIMICA BASE SECA (%)

Humedad 11.91

Materia seca total 88.09
Cenizas 14.25

Proteina 0.04

Grasa total 1.16
Carbohidratos 4.41

Fibra cruda 6.59

Fibra detergente neutro (FDN) 38.41
Fibra detergente acido (FDA) 22.70

La materia lignoceluldsica en las paredes de los vegetales constituye la
mayor proporcion. En el cuadro 4.3 se presenta el contenido de celulosa,
hemicelulosa y lignina que se encuentra en la cascara de tuna (Opuntia

streptacantha L.).

Cuadro 4.3. Composicion lignoceluldsica de la cascara de tuna

COMPOSICION LIGNOCELULOSICA (%)

Celulosa y Lignina 22.70
Hemicelulosa 15.71

Se puede observar que estos elementos representan un porcentaje
importante en la constitucion de la cascara. Estos datos se obtuvieron con los
resultados de FDA Y FDN, respectivamente. Mejia-Giraldo et a/ (2007), reportan
valores de celulosa 14.21% y de hemicelulosa 4.88%, pero en cascara de mango,
los valores presentados en este estudio para cascara de tuna son mayores, sin
embargo, Naresh Sharma et al. (2007) reportan valores de celulosa 23.48% y de
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hemicelulosa 18.40%, en cascara de platano, estos valores son similares a los

reportados en el presente estudio.

4.2.2 Caracterizacion fisicoquimica de la pulpa de tuna

La tuna es un fruto de ciclo corto que se desarrolla aproximadamente en
120 dias, los cambios respiratorios y bioquimicos después de la cosecha, son poco
significativos, la caracterizaciéon bromatoldgica para este, se ilustra en el cuadro
4.4 al ser un producto proveniente de plantas xerdfitas le permite acumular
grandes cantidades de agua en forma muy rapida y es por ello que es un fruto
muy suculento, teniendo valores de humedad por encima de 60%, el contenido de

carbohidratos también representa una porcion importante de la pulpa.

Cuadro 4.4. Caracterizacion fisicoquimica de la parte comestible de la tuna

COMPOSICION FISICOQUIMICA (%)

Humedad 67.14

Materia seca total 32.86
Cenizas 1.51

Proteina 0.39

Grasa 0.08
Carbohidratos 13.25

Fibra cruda 0.40

Fibra detergente neutro (FDN) 11.50
Fibra detergente acido (FDA) 4.70

De acuerdo con estudios realizados por Russel y Felker, (1987); Sepulveda y
Saenz, (1990); Stintzing et al. (2005) y Mercado-Silva, (2004), donde se reporta
que la pulpa de tuna variedad (Opuntia ficus-indica), con maduracion media,
destaca por su alto contenido de humedad y carbohidratos, resaltando su alto
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contenido de fructosa. El agua constituye el 87.55 %, proteina 0.73%, grasa total
0.51%, carbohidratos 9.57%, fibra dietética, ceniza 1.64%. Otros estudios,
Sumaya-Martinez et a/, (2010). mencionan que la composicién quimica de la tuna
consiste de 85 % de agua, 14 % de azUcares y de 1 % de proteina. Estos ultimos
resultados son similares a los encontrados en este estudio.

La composicion lignoceluldsica de la pulpa de tuna se presenta en cuadro
4.5, esta constituye una porcibn menor en comparacion con los valores
encontrados para la cascara, los azlcares presentes en la tuna pertenecen al
orden de monosacaridos como glucosa y fructosa principalmente. Reportes
anteriores, Sepulveda y Saenz, (1990); Rodriguez et al. (1996) mencionan que los
azUcares presentes en la pulpa de tuna son de tipo reductor, con cerca del 53% de

glucosa y el resto fructosa.

Cuadro4.5. Composicion lignoceluldsica de la pulpa de tuna
COMPOSICION LIGNOCELULOSICA (%)

Celulosa y Lignina 6.80

Hemicelulosa 4.70

64



Velazquez-Arellano, 2012
Sacarificacion y fermentacion de la cascara de tuna (Opuntia streptacantha L) para producir, '
bioetanol ==

ETAPA III. SACARIFICACION ACIDA Y CON VAPOR DE LA CASCARA DE
TUNA

En esta etapa se analizd el efecto de la concentracion de acido sulfurico
diluido, utilizado para hidrolizar la cascara de tuna, se aplicd simultaneamente un
autoclavado a 121°C por 10 min y 15 psi. También se realizd una cinética de

sacarificacion por explosiéon con vapor, los resultados se presentan a continuacion:

4.3 Sacarificacion con H,SO, diluido

El estudio de la hidrdlisis acida de la cascara de tuna se muestra en la
Figura 4.3 es evidente que durante el tratamiento con acido sulfurico diluido
0.50% (w/v) se obtiene una concentracion de azlcares mayor, en comparacion
con los tratamientos donde se utilizd acido sulfurico en concentraciones de 0.25%,
0.75% y 1.00% (w/v). Los resultados obtenidos son similares a los reportados por
Oberoi et al (2010), bajo las mismas condiciones de estudio reportan
concentraciones de azlicares totales de 50.81 g L, utilizando céscara de naranja,
en comparaciéon con la cascara de tuna esta ofrece mejores resultados
obteniéndose 71.77 g L de azlcares totales. En cuanto a la concentracién de
azucares reductores, se puede observar que al igual que los azlcares totales, el
tratamiento con acido sulfdrico diluido en 0.50% (w/v) ofrece la mayor
concentracion de azlcares fermentables, teniendo 45.29 g L?, y que a mayor
concentracion de acido, evidentemente disminuye la concentracién de azlcares
reductores. Mejia et al. (2007), reportan tratamientos similares en cascara de
mango y menciona que los azlcares tienden a reducir su concentracion cuando se
utiliza acido sulfurico diluido en concentraciones mayores de 0.50% (w/v), debido
a que el acido por encima de esta concentracion degrada los azlcares
fermentables.
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Figura 4.3. Azucares liberados durante la hidrolisis acida de la cascara de tuna

B Azlcares totales ™ Azlcares reductores

4.3.1 Cinética de sacarificacion por explosion con vapor

En este trabajo se empled un tratamiento por explosion con vapor (EV) que
combina un efecto quimico acido sulfurico diluido 0.50% (w/v) o autohidrdlisis con
un efecto mecénico. Este Ultimo estd causado por la répida despresurizacion del
reactor que provoca una evaporacion del agua que impregna la biomasa, creando
fuerzas de cizalla que dan lugar a la separacidon de las fibras. Los resultados se
muestran en la Figura 4.4 en la cual se observa que la concentraciéon de azlcares
fue mayor cuando se empleo un tiempo de 5 minutos, aunque la cantidad de
azucares fue muy similar empleando 15 minutos de exposicion al vapor se eligié
utilizar 5 minutos para optimizar los gastos de energia. Tomas-Pejé (2009), empled
un tratamiento por explosion con vapor para hidrolizar paja de trigo, utilizd 5
minutos y 210°C obteniendo resultados favorables. De acuerdo con Ballesteros et
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al., (2002); Duff y Murray, (1996) las variables mas importantes en el tratamiento

por EV son la temperatura, el tiempo y el tamano de particula.
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Figura 4.4. Azlcares liberados durante la cinética de sacarificaciéon de la cascara de tuna

—@—— AzUcares totales——@—— AzUcares reductores
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ETAPA IV. FERMENTACION ALCOHOLICA

4.4 Microorganismo

4.4.1 Caracteristicas macroscopicas
Las caracteristicas macroscopicas de la cepa de Saccharomyces cerevisiae

empleada, se ilustran en la Figura 4.5 se observa de apariencia brillante, color

crema y la forma de las células es esférica. Dicha descripcion concuerda con la

mencionada por Wilkins et al. (2007).

Figura 4.5. Caracteristicas macroscdpicas de la cepa Saccharomyces cerevisiae en medio
YPD

4.4.2 Caracteristicas microscopicas
En cuanto a las caracteristicas microscdpicas de las células de S. cerevisiae

teflidas con azul de algodon se ilustran en la Figura 4.6, estas presentan una

forma ovalada. De acuerdo a reportes anteriores Fajardo y Sarmiento (2007)

mencionan entre las caracteristicas microscopicas de S, cerevisiae la forma

ovalada. Otros reportes Yanke et al. (1995), mencionan que las levaduras son
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hongos microscdpicos unicelulares, que presentan diversidad respecto al tamafio
celular, debido principalmente a la alteracion de las condiciones fisicas y quimicas

en el ambiente.

Figura 4.6. Identificacién microscopica de Saccharomyces cerevisiae en medio YPD

La pared celular de la levadura S. cerevisie se tifio de color azul, debido a
que en su pared timen una capa formada por péptidoglicano. Es decir pertenece a

los microorganismos Gram negativos.
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4.4 Produccion de etanol, biomasa y consumo de sustrato

Aqui se evaluo la cinética de produccidn de etanol utilizando como fuente de
carbono cascara de tuna previamente hidrolizada. En la Figura 4.7 se presenta la
cinética de fermentacion de produccidon de etanol, consumo de sustrato y

produccidon de biomasa celular por S. cerevisiae.

4.0

Azucares Reductores (gfL)
Etanal (gfL)
ha
Ln
&f

0 24 48 72 g6 120 144
tiempo (horas)

Figura 4.7. Cinéticas de produccion de etanol, biomasa celular y consumo de sustrato

durante la fermentacion.

—®— Consumo de sustrato —#— Produccion de etanol

—a—Produccion de biomasa celular

De acuerdo a la Figura 4.7 se puede ilustrar que la produccién de etanol se
empez0 a incrementar en el lapso de 24 y 36 horas, siendo este el inicio de la fase
exponencial de produccién. La maxima produccién de etanol (20.9 g L) se
alcanzd a las 36 horas de fermentacion, siendo que la produccidon de etanol
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permanecid constante hasta el final de la fermentacion. De acuerdo a los
resultados obtenidos se puede mencionar que la duraciéon de la fase lag fue de
aproximadamente 20 horas. En referencia a la fase de crecimiento exponencial los
resultados mostraron un comportamiento similar a los reportados por Sharma et
al. (2007). Con respecto a la fase estacionaria de produccion de etanol, esta se
alcanzo a las 36 horas de fermentacion. De los resultados obtenidos se puede
mencionar que la produccién de etanol por S. cerevisiae fue menor a los
reportados por Wilkins et al. (2007), en este estudio se reportan valores de 37 g L
! empleando S. cerevisiae y de 40 g L, empleando Kluyveromyces marxianus
utilizando sacarificacion y fermentacién simultanea de la cascara de naranja.
Oberoi et al. (2010) reportaron valores de 30 g L™, empleando céscara de naranja
y a S. cerevisiae como microorganismo fermentador. Grohmann et al (1994)
obtuvieron valores de 40 g L?, empleando sacarificacién y fermentacién
simultanea de la cascara de naranja y también a S. cerevisiae. Estas diferencias en
la produccion de etanol puede deberse a la materia prima utilizada, al método de

obtencion de etanol y al microorganismo fermentador.

En la Figura 4.7 también se presenta la tendencia del consumo de sustrato
durante la produccién de etanol por S. cerevisiae. De acuerdo a la ilustracion se
puede observar que los valores de velocidad de consumo es menor en las primeras
15 hrs de fermentacion, incrementandose a partir de las 24 hrs, después de este
tiempo de fermentacion la velocidad de consumo de sustrato fue constante. Oberoi
et al. (2011) reportaron que el consumo de sustrato fue constante a partir de las

10 horas de fermentacion y permanecio hasta las 15 horas que finalizo.

En cuanto a la produccién de biomasa, al comparar la cantidad de biomasa

y de etanol producidos (Figura 4.7), se observa que la relacion biomasa-etanol no

es proporcional, lo que confirma lo reportado por Oberoi et a/ (2010), donde se

obtuvo una proporcidén de 10:30 biomasa-etanol. En este estudio se obtuvo una
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proporcion 3:20, la cantidad de biomasa producida es poca, lo cual es favorable ya

gue se invierte poco dinero en la separacion de la biomasa durante la destilacion.

4.4.1 Sustrato consumido por S. cerevisiae durante Ila
fermentacion

S. cerevisiae metabolizd los azlcares provenientes de la hidrdlisis de la

cascara de tuna, al inicio de la fermentacidn el medio contenia cerca de 50 g L™ de

azucares reductores, y al final de la fermentacion solo quedaron poco mas de 10 g

L' es decir solo quedd el 23% de sustrato residual. Estos datos se muestran en la

figura 4.8 lo cual confirma que S. cerevisiae, fue capaz de consumir 77% de los

azucares fermentables obtenidos de la hidrdlisis de la cascara de tuna.
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Figura 4.8. Azlcares residuales de la fermentacion

—®— Azlcares totales——— Azlcares reductores

En lo referente a los azlcares totales, se puede observar que la mayoria de
estos azlcares pertenecian al orden de azlcares reductores, ya que la cantidad de
azUcares residuales después de la fermentacién fue equivalente con respecto a los
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reductores. Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los reportados
por Oberoi et al. (2010), donde reportan valores de azucares residuales de 8.25 g
L, pero a las 15 horas de fermentacion y empleando azlicares provenientes de la

hidrolisis de la cascara de naranja.

4.5 Parametros de la productividad de etanol

Para evaluar el crecimiento celular y la produccion de etanol con cascara de
tuna se determinaron los parametros: produccion especifica de etanol (Pe),
productividad (P), rendimiento celular sobre la fuente de nutrientes (Yys),
rendimiento de etanol sobre la fuente de sustrato (Yp/), estos parametros fueron

determinados acorde a las ecuaciones siguientes:

p - [Etar;(zl]max a1)
F):[Etano_ll_] max (4.2)
YX/S=X?:X_;]CXO (4.3)
Y, = [Etanol]gax_ —S[Etanol] 0 (4.4)
0 O
Donde:

P.: Produccion especifica de etanol (g L™);
Etanolmax: maxima concentracion de etanol (g L™);
X: Concentracion celular a tiempo t (g L™);

P: Productividad de etanol (g L' h);

T: Tiempo para alcanzar la maxima concentracion de etanol (h);
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Y,s: Rendimiento celular sobre la fuente de nutrientes (g L™);
Xmax: Concentracion celular a tiempo t (g L™);

Xo: Concentracion celular inicial (g L™);

So: Concentracion inicial de sustrato (g L-1);

Sr. Concentracion final de sustrato (g L-1);

Yp/s: Rendimiento de etanol sobre sustrato (adimensional);

Etanoly: concentracidn de etanol inicial (g L-1)

Cuadro 4.6. Parametros de productividad para la fermentacién de etanol

PARAMETROS DE PRODUCTIVIDAD DE ETANOL

P.: Productividad especifica de etanol 7.44 g Lt
P: Productividad 0.60 g L'kt
Yy=: Rendimiento celular sobre la fuente de nutrientes 6E-02 g L™
Yr=: Rendimiento de etanol sobre sustrato (adimensional) 0.57

La productividad especifica de etanol, productividad especifica de etanol por
hora, rendimiento biomasa-sustrato y rendimiento etanol-sustrato se presentan el
cuadro 4.6, de acuerdo a estos resultados se puede mencionar que la
productividad especifica de etanol por hora fue baja, comparando con los
resultados obtenidos por Oberoi et a/.,, (2010), donde reporta valores de 2.02 g L-1

a las 15 horas de fermentacion.
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4.6 Rendimiento de etanol sobre el sustrato

El rendimiento del producto basado en el consumo de sustrato se calculd

mediante la siguiente ecuacion:

[Etanolt—EtanoIO]
0.511x(Con centracion de carbohidratos) (4.5)

Donde:

Etanol;= Concentracion de etanol en el tiempo de muestreo.

Etanolp= Concentracion de etanol a las 0 horas.

0.511= Factor de conversion de glucosa a etanol.

Cuadro 4.7. Rendimiento de etanol en los diferentes tiempos de fermentacion

TIEMPO (HORAS) gg'g::;ﬁ;iﬂ: RENDIMIENTO (%)
0 0 0
12 10.4 42.11
24 19.9 80.58
36 20.9 84.63
418 20.2 81.79
60 20.2 81.63
72 19.8 80.17
84 17.7 /1.67
96 18.2 73.70

108 17.8 72.08
120 17.7 71.67
132 18.0 72.89
144 17.9 72.48
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El rendimiento de los diferentes tiempos de fermentacion se presenta en el
cuadro 4.7, se puede observar que a las 36 horas de fermentaciéon se obtuvo un
mayor rendimiento obteniéndose cerca del 85% de etanol respecto a la cantidad
de azucares metabolizados por S. cerevisiae. Sharma et al, (2007) reportan
valores de rendimiento de etanol, a partir de cascara de platano de 62.80% a las
35 horas de fermentacion y empleando S. cerevisiae como microorganismo
fermentador, lo cual indica que en este estudio se obtuvieron mejores resultados
ya que se obtuvo en proporcién un 22% mas en cuanto al rendimiento de etanol

producido.
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V. CONCLUSIONES

La cascara de tuna (Opuntia streptacantha L.), es una materia potencial
para obtener azlcares fermentables, los cuales se pueden utilizar posteriormente
como fuente de carbono durante la fermentacion alcohdlica, de la cual se obtiene
como producto etanol, esto puede ser posible debido a que posee un alto
contenido de polisacaridos representados por celulosa y hemicelulosa
principalmente (38.41 %). Ademas el alto contenido de minerales (14.25 %
cenizas) la hace que sea un material con caracteristicas favorables para ser
empleado como fuente de sustrato por los microorganismos fermentadores, ya que
no se adicionan minerales al medio de fermentacién, con lo que se reducen costos

de produccion.

Mediante el presente estudio se evidencid que es viable la hidrolisis acida de
la cascara de tuna. En el proceso de hidrolisis se obtuvieron altas concentraciones
de azlcares fermentables, empleando el tratamiento con acido sulfurico diluido
0.50% (w/v) a una temperatura de 121°C, por 10 minutos y 15 psi, con estas
condiciones se obtuvieron rendimientos de 45.29 g L. La principal ventaja del
tratamiento con acido sulfurico diluido es la baja cantidad de acido requerido en el

proceso.

La hidrolisis por explosién con vapor de la muestra, favorece la liberacién de
azlicares fermentables, obteniéndose una concentracién de 48.36 g L!, en un
tiempo de 5 minutos, a 121°Cy 15 psi, esto indica que la exposicidon de la muestra
al vapor combinado con un tratamiento con acido diluido es un tratamiento viable
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ya que se aumenta la cantidad de azucares fermentables significativamente. La
produccion de bioetanol, utilizando cascara de tuna como Unica fuente de carbono
y a S. cerevisiae como microorganismo fermentador, es posible. Al realizar una
fermentacién alcohdlica en un tiempo de 36 horas y 25°C, se obtuvieron 20.9 g L,
lo cual indica que S. cerevisiae fue capaz de metabolizar los azlcares obtenidos

durante la hidrolisis.
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