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RESUMEN

La produccion de bioetanol por via fermentativa se lleva a cabo principalmente por
las levaduras, sin embargo, existen otros microorganismos con la capacidad de

fermentar como en el caso de la bacteria Zymomonas mobilis.

En el presente trabajo se llevo a cabo la degradacion del agua almidonosa
presente en los efluentes agroindustriales por via enzimatica iniciando con la
gelatinizacion del almidon a una temperatura media de 61°C por 10 minutos,
seguida de la aplicacion de a-amilasa 3% (v/v) por 4 horas y glucoamilasa 0,15%
(v/v) durante 75 minutos y su posterior fermentacion con la bacteria Zymomonas

mobilis.

La fermentacion se realizo en dos matraces de 250 ml con 200 ml de medio cada
uno, adicionados con el 2% (v/v) del microorganismo proliferado previamente en
medio YPG por 5 horas 15 minutos. Los matraces fueron incubados a 30°C por
96 horas, sin agitacion. En éste estudio se obtuvo una concentracién del 0,82%
de bioetanol a partir de 23 g/L de azucares reductores en un tiempo de 36 horas
superior a lo obtenido por Monsalve et al., (2006) con una produccién menor al
0,01%.

Palabras clave: bioetanol, fermentacion, @ Zymomonas mobilis, almidon,

a-amilasa, glucoamilasa.
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INTRODUCCION

Debido a la preocupacion de muchos paises por la disminucion en el uso de
combustibles fosiles (petréleo, carbon y gas natural), que son claves para el
desarrollo en la vida de la sociedad, en afos recientes se han orientado
esfuerzos y politicas para desarrollar y explorar alternativas para la generacion

de energia.

Una fuente potencial de energia es la biomasa, que supone la obtencion de
combustibles desde fuentes vivas, por ejemplo plantas y microorganismos. Un
ejemplo claro es el bioetanol que se obtiene por la fermentacién de los azlcares
que se encuentran en los productos vegetales (cereales, cafia de azlcar,
remolacha, maiz, trigo, sorgo dulce, cebada). EI proceso de fermentacion es
llevado a cabo por ciertos microorganismos como levaduras (Saccharomyces) o

bacterias (Zymomonas mobilis).

Otra fuente para su obtencién es a partir de residuos forestales: como el aserrin,

arboles comerciales imperfectos o arboles que estén en mal estado de salud.

Este tipo de energia renovable tiene ventajas sobre las no renovables de ser mas
limpia y mas rentable a largo plazo. Una de sus desventajas es que se necesitan

grandes cantidades de materia prima para producir el biocombustible.

Entre los principales paises con mayor produccion de etanol, encontramos a
Estados Unidos (obtiene etanol a partir del maiz), Brasil (obtiene etanol a partir
de la cafia de azlicar al igual que Colombia), que juntos producen
aproximadamente el 70% del total de etanol, seguidos por la Union Europea,

China y Canada, entre otros.

Las tendencias globales en la demanda de biocombustibles seguira creciendo y
México tiene las condiciones Yy recursos naturales para la produccion de insumos

gue a su vez se utilizarian en la obtencion de etanol.

xii



El presente estudio propone el uso de los efluentes agroindustriales ricos en
aguas almidonosas como materia prima para la obtencion de bioetanol, dando
una alternativa para el tratamiento de estos desechos que causan un dafo

irreparable al medio ambiente.
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CAPITULO 1
OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Aprovechar los efluentes agroindustriales ricos en aguas almidonosas para la

obtencion de bioetanol mediante el uso de Zymomonas mobilis.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Mantenimiento de la cepa de Zymomonas mobilis.
e Obtener aguas almidonosas de efluentes agroindustriales.

e Determinar las condiciones Optimas para la degradacion del almidon a

moléculas mas simples.
e Establecer las condiciones 6ptimas de fermentacion.

e Cuantificar la produccion de bioetanol resultante del proceso fermentativo.

1.3 HIPOTESIS
Es posible obtener bioetanol a partir de aguas almidonosas provenientes de los

efluentes agroindustriales derivados del procesamiento del trigo.



CAPITULO 2
REVISION DE LITERATURA

2.1 Trigo

El trigo es la tercera fuente de nutrientes en la dieta del mexicano, sobre todo
para las poblaciones rurales y urbanas de escasos recursos. La importancia del
trigo en la dieta de los seres humanos reside principalmente en su valor
energético, ademas de contener mas proteinas que el maiz y el arroz (FAO,
2005).

A nivel mundial el trigo tiene una distribucibn muy amplia y ocupa el segundo
lugar entre los principales cultivos en los paises en desarrollo, se siembra en méas
de 200 millones de hectareas (CIMMYT, 2009).

2.1.1 Produccién nacional de trigo

El trigo se cultiva en mas de 20 estados de nuestro pais, el 80% se concentra en
la zona norte (principalmente en el noroeste) y en Guanajuato en el ciclo otofio-
invierno, bajo condiciones de riego; el resto se genera en su mayoria, en regiones
del centro y el altiplano central en el ciclo primavera-verano en condiciones de
temporal. Los rendimientos promedios del ciclo otofio-invierno son de 5.3
toneladas por hectarea, el de primavera-verano es de 2 toneladas por hectarea
(Pefa et al., 2008).

2.1.2 Clasificacion de las variedades de trigo
En México las variedades de trigo se clasifican segun la especie botanica a la
que pertenecen, la dureza o textura de su grano y sus caracteristicas de calidad

de proteina o tipo de gluten.

En nuestro pais el trigo que se cultiva en mayor proporcion es el harinero—suave
o blando (Triticum aestivum L.), seguido del trigo cristalino o durum también
llamada harina gruesa (Triticum durum L.) y en menor proporcion se siembra el

harinero- duro (Triticum aestivum L.) (Pefia et al., 2008).



2.1.3 Productos derivados de la molienda de trigo

La industria molinera genera dos tipos de producto: de tipo A o harinas, con tres
grados de calidad (comun o estandar, fina y extrafina), los cuales constituyen la
base para la elaboracion de panes, tortillas, galletas, pasteles; y de tipo B o
sémolas (exclusivamente del grupo 5), para elaborar pastas y macarrones (Pefia
et al., 2007).

2.1.4 Comercializacion del trigo

Dado que la cantidad y tipos de trigo que se producen a nivel nacional no
concuerdan con la cantidad y calidad que exige la industria; en México se importa
de Canada y Estados Unidos trigo harinero y se exporta trigo cristalino. La razén
es porque la produccidon de trigo harinero-duro (panificable) es inferior a la
demanda de la industria local, mientras que la del trigo cristalino excede en mas
del 50% las necesidades de la industria de pastas alimenticias (Pefa et al.,
2008).

2.1.5 Derivados del trigo
Ademas de los tipos de harina, el trigo tiene otros derivados de importancia, entre

los que se encuentran:

Salvado. Es importante por su contenido en fibra, utilizado principalmente para
los problemas de estrefiimiento, y actualmente se estd consumiendo en mayor

cantidad adicionado en algun liquido (leche, sopas, etc.).

Germen de trigo. Es la parte mas nutritiva, es rico en proteinas, acidos grasos
esenciales (linoléico y alfa-linolénico), vitaminas (B;, B2, Be, niacina y folatos),
minerales (fésforo, magnesio, hierro, etc.). Puede ser consumido sin coccion
adicionado a zumos, bebidas, yogur, sopas, verduras y ensaladas (Mataix y
Carazo, 2005).

Gluten. Es una masa de color crema muy claro, insipida y sin olor y es el

resultado de mezclar agua con las proteinas del grano de trigo.



El gluten esta conformado basicamente por dos proteinas:

Gliadina. Le proporciona pegajosidad y al mismo tiempo es la responsable de su

extensibilidad, es decir, es capaz de extenderse sin llegar a romperse.

Glutenina. Aporta elasticidad a la masa, de modo que cuando se estira tiende a

recuperar su forma original.

La presencia del gluten es necesaria para que la harina, una vez adicionada de
agua, forme una masa viscosa muy cohesiva y facil de amasar. EI mayor o menor
contenido en gluten presente en una harina es basicamente lo que se denomina

fuerza de la harina (Mataix y Carazo, 2005).

2.2 Aguas residuales

El agua juega un papel muy importante dentro de la industria agroalimentaria,
ya que es utilizada con varios fines: para el transporte, como materia prima, como
vehiculo térmico, asi como, en la limpieza de la maquinaria industrial. Para todo
ello se emplean grandes volumenes de agua, cuya naturaleza suele ser

fuertemente contaminante una vez utilizada (Seoanez, et al., 2002).

De acuerdo a las estadisticas, en el 2007 se generaron aproximadamente 5,98
Km®/afio (188,7 m®s) de aguas residuales de uso no municipal incluyendo la
industria de las cuales se tratan 0,94 Km%afio (29,9 m%s) (SEMARNAT,
CONAGUA., 2008).

En México, las aguas residuales de la industria son de varios tipos vy
caracteristicas (Bautista, 1999); En el cuadro 1 se muestran los giros industriales

con el mayor porcentaje nacional de extraccion, consumo y descarga.



Cuadro 1. Giros industriales con el mayor porcentaje nacional de extraccién, consumo y descarga.

Industria Extraccion | Consumo | Descarga
Azucarera 35,2 22,3 38,8
Quimica 21,7 24,4 21,0
Papel y celulosa 8,2 16,1 6,0
Petroleo 7,2 3,7 8,2
Bebidas 3,3 6,4 2,4
Textil 2,6 2,4 2,7
Siderdrgica 2,5 55 1,7
Eléctrica 15 4,7 0,7
Alimentos 0,2 0,3 0,2

Fuente: Estadisticas de Medio Ambiente (INEGI, 1994).

2.2.1 Aguas residuales de la industria alimentaria

De acuerdo con el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA), la industria
alimentaria requiere un abastecimiento anual de 214 millones de metros cubicos
de agua de la cual descarga aproximadamente 180 millones de metros cubicos de
aguas residuales generando anualmente 200 mil toneladas de DBOs (demanda
bioquimica de oxigeno a cinco dias), 151 mil toneladas de soélidos suspendidos
totales y 26 mil toneladas de grasas y aceites (IMTA, 2009). En el cuadro 2 se

muestra de la demanda de agua por la industria alimentaria en México.

Cuadro 2. Demanda de agua de la industria alimentaria en México.

Tipo de industria Abastecimiento Recirculacion Descarga
alimentaria (m®/ dia) (m? dia) (m® dia)
P. céarnicos 87 25 81
P. Lacteos 776 621 718
Conservas Al. 3,233 2,265 2,861
Molienda de cer. 439 373 410
Panaderia ind. 215 328 143
Aceites y Grasas 546 1,108 463
Confiteria y choc. 278 308 220

Fuente: Comision Nacional del Agua: IMTA, 2001




2.2.2 Clasificacion y composicion de las aguas residuales de la industria
En general las aguas residuales se clasifican en dos tipos, de acuerdo a su

composicion:

Agua con productos minerales y organicos. Estas son generadas por industrias
de la celulosa y del papel, las textiles, de la piel, etc., cuyos principales agentes
contaminantes son: detergentes, sales, colorantes, grasas, aceites, minerales,
etc. (Seoanez, 2004).

Agua con productos organicos. Son las producidas en explotaciones y en

industrias con pocos procesos quimicos, como las siguientes:

Explotaciones agropecuarias:

Explotaciones agricolas, forestales y ganaderas.

Industrias agroalimentarias:

1. Plantas lecheras. 5. Azucareras.
2. Fabrica de derivados de la 6. Industrias del almidén.
leche.

7. Industrias de las féculas.

3. Destileria de alcoholes. .
8. Fabrica de conservas.

4. Industria cervecera.

2.2.3 Composicion de las aguas residuales de la industria alimentaria

Las caracteristicas principales de la carga contaminante son: alto contenido de
materia organica, en especial fermentados, azucares, féculas y carbohidratos,
estos como materiales de desperdicio originados del producto en bruto o en
procesos. Por otra parte, también se originan altos contenidos de materiales

sélidos no disueltos, tales como huesos, cascaras y hojas (IMTA, 2009).



2.2.4 Impacto de las aguas residuales al medio ambiente
Las aguas residuales tienen efectos negativos hacia el medio ambiente entre los

gue destacan:

Malos olores y sabores a causa de la descomposicion por falta de oxigeno, de las

sustancias presentes con desprendimiento de gases.

Determinados y diferentes grados de toxicidad con efectos sobre las especies

vegetales y animales y sobre los posibles consumidores.

Procesos infecciosos provocados por la presencia de microorganismos, como

bacterias, virus y otros.

Eutrofizacibn de las masas de agua receptoras, a causa de los niveles de
concentracion de determinados compuestos como los nitratos y los fosfatos, que

estimulan el crecimiento de la vegetacion (Bautista, 2003).

Contaminacién por compuestos de origen quimico inorganico. Entre ellas esta la
acidez que comunican los efluentes; la alcalinidad es un factor de contaminacion y

es provocada por la existencia de carbonatos y bicarbonatos.

Contaminacién por productos quimicos organicos. Destacan los aceites y grasas

que producen asfixia y la muerte de la flora y fauna de los cursos de agua.

Aguas residuales con alta D.B.O (demanda biolégica de oxigeno), son muy
contaminantes por que la materia organica oxidable consume el O, de las aguas e
impide la vida de los peces y otros seres vivos que necesitan oxigeno (Primo,
1995).

2.3 El almiddén

2.3.1 El almid6n y sus caracteristicas
El almiddn es el carbohidrato de reserva de las plantas superiores y constituye una

fuente de energia esencial para muchos organismos, especialmente el hombre.



Se encuentra en los granos de cereales y legumbres, asi como en tubérculos,

raices y bulbos (Bello Gutiérrez, 2000).

Se extrae principalmente de cereales como el trigo, maiz o arroz y de tubérculos
como la papa (Brown et al. 2004). En el cuadro 3 se especifica la composicion de
algunas materias primas y su porcentaje de almidon observandose que el trigo es

el segundo que tiene mayor cantidad de almidon.

Cuadro 3. Composicion de algunas materias primas y su porcentaje de almidon.

Componente Papa Maiz Trigo Arroz
(%0) (%0) (%) (%0)
Almidon 16,0-30,0 55,0-70,0 63,0-65,0 79,0-82,0
Proteinas 0,5-2,0 8,0-10,0 8,0-14,0 7,0-9,0
Grasas 0,1-0,2 4,0-5,0 1,5-2,5 0,4-1,0
Fibra 0,5-0,8 2,0-3,0 0,5-2,5 0,9-1,5
Azucares 0,2-0,4 2,0-3,0 1,8-2,5 0,0
Cenizas 1,0-1,5 1,0-2,0 0,4-0,8 0,5-1,0
Agua 60,0-80,0 15,0-18,0 13,0-16,0 12,0-15,0

Fuente: Vian Ortufio, 1996.

2.3.2 Estructura de los granulos de almidén

En la planta se encuentra en forma de granulos, con zonas concéntricas y
alternativamente claras y oscuras; aunque sus estructuras, formas y tamafnos
varian de acuerdo con la especie vegetal que lo sintetiza. Cuando los granulos

estan intactos son insolubles en agua fria.

Su peso molecular elevado, con una estructura bastante compleja, de la que se ha
podido conocer que en su formacién intervienen, a niveles diferentes, dos
polimeros distintos: una fraccién soluble en agua, llamada amilosa con el 20% y
una insoluble la amilopectina con el 80% (Bello Gutiérrez, 2000; Morrison y Boyd,
1998). En el cuadro 4 se especifican algunas caracteristicas de almidones usados

en la industria alimentaria.



Cuadro 4. Algunas caracteristicas de almidones usados en la industria alimentaria.

Temperatura Tamafio del

Tino Amilopectina Amilosa de ranulo
P (%) (%) gelatinizacion 9 )
(°C) H

Maiz 73 27 62-72 5-25
Papa 78 22 58-67 5-100
Arroz 83 17 62-78 2-5
Trigo 76 24 58-64 11-41

Fuente: Badui, 1993
Tanto la amilosa como la amilopectina influyen de manera determinante en las

propiedades sensoriales y reoldgicas de los alimentos, principalmente mediante su

capacidad de hidratacion y gelatinizacion.

2.3.3 Estructuray composicion de la amilosa

La amilosa en una macromolécula lineal, integrada por numerosas moléculas de
glucosa, unidas por enlaces a-(1,4), establece largas cadenas lineales con 200-
2500 unidades, su tamafio molecular es muy variable: oscila entre 150 000 y 750
000 Daltons. Esto se debe al diferente grado de polimerizacion (n), segun su
origen. Para el caso de los cereales el grado de polimerizacion (n) vale entre
1000 y 2000 (Bello Gutiérrez, 2000; Vian Ortufio, 1996). En la figura 1 se muestra

la estructura quimica de la amilosa.

Figura 1. Estructura quimica de la amilosa.

Debido a su estructura lineal, suele tener una tendencia a gelificar en caliente y

precipitar cuando se enfria como consecuencia del fenémeno de retrogradacion.



2.3.4 Estructura 'y composicion de la amilopectina

La amilopectina es un polimero ramificado, formado por unidades de glucosa,
enlazadas por uniones a-(1,4), pero con numerosas ramificaciones, posiblemente
al azar, a través de enlaces a- (1,6). Su peso molecular es muy alto, ya que
algunas fracciones pueden llegar a alcanzar hasta 200 millones de Daltons. En la

figura 2 se muestra la estructura quimica de la amilopectina.

cazou CH20H cuzou cuzou
Figura 2. Estructura quimica de la amilopectina.

Por su estructura ramificada, da soluciones transparentes muy viscosas, pero no

es capaz de formar redes moleculares, propias de los geles.

2.3.5 Aplicaciones directas del almidén

Uso como espesante en la preparacion de sopas, salsas y dulces.

Uso como estabilizador en la preparacion de helados, al igual que en alimentos

para nifos.

La amilosa se emplea para el recubrimiento de frutas y productos glaseados con
el fin de evitar la adherencia y riesgos de oxidacion (Vian Ortufio, 1996).

La amilopectina suele aplicarse como agente espesante, estabilizante y de
adhesion (Bello Gutiérrez, 2000).
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2.3.6 Productos derivados almidén

A partir de este hidrato de carbono se obtienen distintos derivados como las
dextrinas, empleadas como agentes espesantes y estabilizadores de un gran
namero de alimentos, asi como adhesivos y aglutinantes en sustitucion de las

gomas naturales.

Almidones modificados pueden ser utilizados como agentes estabilizadores,
emulsionantes, humectantes, espesantes, etc. (Badui, 1993).

La glucosa utilizada en bebidas, la se obtiene por la hidrélisis completa del
almiddn con 4cidos o con enzimas amiloliticas, el jarabe producido se purifica y se
decolora por centrifugacion, filtracion y por la accién de carbono activado, se

concentra.

2.3.7 Degradacion del almidén
El proceso de degradacion del almidon se realiza con enzimas como la a-amilasa
y amiloglucosidasa, que facilitan la licuefaccién y sacarificacion del almidén,

reduciéndolo a azucares fermentables como la glucosa (Castillo, et al., 2005).

De manera especifica la a-amilasa hidroliza al azar los enlaces a- (1,4) del
almidon gelatinizado, provocando una drastica disminucién de la viscosidad
(licuefaccion), es inactiva para los enlaces a-(1,6) de la amilopectina; por esta
razén se obtienen una gama de productos: alfa dextrinas, maltosa, glucosa y
oligosacaridos provenientes tanto de la amilopectina como de la amilosa (Garcia,
et al., 2004).

La amiloglucosidasa o glucoamilasa, libera glucosa a partir del extremo no
reductor de la amilosa y amilopectina. Tiene la capacidad de hidrolizar igualmente

los enlaces a-(1,6) de la amilopectina (Garcia, et al., 2004).

Sin embargo, no es posible alcanzar el 100% de conversién de almidon a glucosa
debido a que en la preparacion de la enzima se encuentra generalmente
contaminada con enzimas transglucosidasas, que emplean a la glucosa para

producir maltosa y otros oligosacaridos (Garcia, et al., 2004).
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Estas enzimas pueden ser obtenidas de diferentes fuentes: como hongos y

bacterias; algunos ejemplos se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Enzimay su fuente de obtencidn.

ENZIMA ORIGEN
Aspergillus  oryzae, A. niger,
Rhizopus oryzae, Bacillus

a-amilasa licheniformis,  B.  subtilis, B.

amyloliquefaciens, B. Cereus.

Aspergillus  oryzae, A. niger,

lucoamilasa .
9 Rhizopus oryzae.

Fuente: Badui, 1993; Garcia, et al., 2004

La aplicacion de enzimas en la produccién de edulcorantes a partir de almidones
tiene potencial de hacer el procesamiento de alimentos menos dependiente del
azucar de cafia en areas en donde es muy poco probable la produccion del
azucar o en donde los almidones son mas accesibles y baratos que los azlucares
(Mundo alimentario, 2007).

2.4 La biomasa

Este término se refiere a toda la materia organica que proviene de arboles, plantas
y desechos de animales que pueden ser convertidos en energia o las
provenientes de la agricultura (residuos de maiz, café, arroz, etc.), del aserradero
(podas, ramas, aserrin, cortezas), de los residuos urbanos (aguas negras, basura

organica) y de la industria alimentaria (BUN-CA, 2002).

La biomasa ha sido la fuente de energia mas utilizada por el hombre durante casi
toda su historia. Su uso inicio hace miles de afios. Primero para calentarse y
cocinar sus alimentos Yy luego a medida que se volvio mas sofisticado, en todas

las actividades artesanales e industriales (Mosquera, Merino, 2006).
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2.4.1 Biocombustibles
Son productos de origen biologico utilizados como combustibles, presentan
caracteristicas fisico-quimicas similares a las de los combustibles convencionales

de origen fésil (Mosquera, Merino, 2006).

Son combustibles generados a partir de biomasa, definida con un concepto
energeético, es la materia de origen biologico que en éste caso es susceptible de
ser utilizada en usos energéticos (Dufey, 2006; Seoanez, 2002).

Esta fuente de energia renovable representa aproximadamente el 10% del
suministro de energia primaria a nivel mundial; no obstante en algunos paises en
desarrollo, la biomasa proporciona hasta un 90% del consumo total de energia
(FAO, 2008). La figura 3 muestra las principales fuentes de energia primaria y su

demanda a nivel mundial.

Petroleo
2% 1%

{

21%

m Carbon Vegetal

Gas

B Biomasa y Residuos

Nuclear

= Hidroelectrica

|
Figura 3. Principales fuentes de energia primaria y su demanda a nivel mundial.
Fuente: AIE, 2007.

2.4.2 Ventajas del uso de la biomasa
Es una fuente de energia inagotable y su uso no contribuye al calentamiento

global, ya que produce una reduccion de los niveles de di6éxido de carbono.
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A partir de ella se pueden obtener gran diversidad de productos ya sean sdlidos,
liguidos o gaseosos los cuales pueden ser aplicados para cubrir cualquier
necesidad energética: de confort, transporte, cocinado, electricidad, etc., también

pueden servir como materia prima para la industria.

Los biocombustibles de biomasa tienen un contenido insignificante de sulfuro, por
lo tanto no contribuyen a la formacion de lluvia acida; causante de la muerte de

los cultivos y contaminacién del agua.

2.4.3 Materia prima para biocombustible

Dentro del término biomasa se incluye un conjunto de materias primas como las
plantas de los cultivos energéticos o cultivos destinados a obtener vegetales que
seran transformados en energia y practicamente la mayoria de los residuos
sélidos organicos de origen agrario o doméstico, incluso los residuos forestales y
los de la industria agroalimentaria (Seoanez, 2002).

De acuerdo al Departamento de Energia de los Estados Unidos, la utilizacion de
residuos es una de las materias primas para biocombustibles con mejores
posibilidades de uso a corto plazo, ya que son un subproducto de la produccion
de cultivos, granos, frutas, etc., que es actualmente abundante, subutilizado y de
bajo costo (DOE, 2003).

2.4.4 Tipos de biocombustibles

Los biocombustibles se pueden clasificar segun la fuente y el tipo. Se derivan de
productos forestales, agricolas y pesqueros o desechos municipales, asi como de
subproductos y desechos de la agroindustria. Pueden ser sélidos como la lefia, el
carbon vegetal y de granulos de madera; liquidos como el etanol y el biodiesel o
gaseosos como el biogas (FAO, 2008).

2.4.4.1 Bioetanol
Es un destilado liquido producido por la fermentacion de los azucares de las
plantas y de cereales (cafia de azucar, maiz, remolacha, yuca, trigo, sorgo) o de

productos forestales (Dufey, 2006).
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2.4.4.2 Biodiesel

Es producido a partir de oleaginosas como girasol y soya o de arboles como la
palma, el cocotero, la colza, el aguacate y también reciclando aceites procedentes
de frituras (Dufey, 2006).

2.4.4.3 Biocombustibles de segunda generacién

Los biocombustibles liquidos producidos actualmente a partir de cultivos de azucar
o almiddn (en el caso del etanol) y cultivos de semillas oleaginosas (en el caso del
biodiesel) generalmente se denominan biocombustibles de primera generacion,
una segunda generacion de tecnologias en fase de desarrollo podria permitir
utilizar, ademas, biomasa lignocelulésica. La biomasa lignocelulésica es mas
resistente a la trituracion que el almidon, el azlicar y los aceites; ademas el costo

de materia prima celuldsica es inferior al de las materias primas actuales.

Las posibles fuentes de materia prima serian los productos de desecho de la
agricultura (paja, hojas), los desechos de procesos de elaboracion como cascaras

de nuez, bagazo de cafia de azucar y aserrin (FAO, 2008).

2.4.5 Obtencion del bioetanol: fermentacion alcohdlica
Este proceso se lleva cabo por la fermentacién de diversas materias primas hasta
su degradacién a alcohol y diéxido de carbono. La conversion se representa

mediante la ecuacion:
CeH1206 —» 2C5,HsOH + 2CO»

Los principales responsables de ésta transformacion son las levaduras.
Saccharomyces cerevisiae es la especie de levadura usada con mayor
frecuencia. Asi mismo, existen estudios para producir alcohol con otros hongos y
bacterias, como Zymomonas mobilis, pero la explotacion a nivel industrial es
minima (Vasquez, et al., 2007). En la figura 4 se muestra el proceso de obtencion

de bioetanol a partir de diversas materias primas.
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Figura 4. Proceso de obtencion de bioetanol a partir de diversas materias primas.
Fuente: www.miliarium.com/.../Bioetanol/Bioetanol.asp

En Estados Unidos y algunos paises europeos la fuente principal de obtencién de
etanol son los cereales y la remolacha, mientras que en los paises de clima

tropical se utiliza la cafia de aztcar (Mosquera, Merino, 2006).

Considerando la tecnologia a nivel mundial y las propiedades fisico-quimicas de
los diferentes cultivos, los rendimientos industriales de etanol muestran que la
cafia de azUcar obtiene la mayor productividad, con 4 mil 880 litros de etanol por
hectarea. Le sigue la remolacha azucarera con 4 mil 386 litros por hectéarea; el
maiz con 3 mil 980 litros por hectarea; la yuca con 2 mil 380 litros de etanol por
hectarea y el sorgo dulce con mil 400 litros de etanol por hectarea (Becerra,
2009).
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2.4.6 Usos del etanol

En la figura5 se muestran los principales usos del etanol a nivel mundial.

_—--‘_—-—._._._.
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
® combustible uso industrial M bebidas alcoholicas

Figura 5. Principales usos del etanol a nivel mundial.
Fuente: IICA, 2004.

Se emplea en la sintesis del ETBE (5-etil-ter-butil-éter), aditivo de las gasolinas
que incrementa el nimero de octanos y por lo tanto disminuye su consumo. El
ETBE tiene varias ventajas: menor volatilidad, mejor eficiencia térmica y menor

poder de corrosién (Mosquera, Merino, 2006).

El bioetanol podria sustituir el metil ter-butil éter (MTBE), aditivo de las gasolinas
en México desde 1989. EI MTBE es un compuesto muy estable, de baja
degradacion y muy soluble en agua y ha resultado ser un contaminante de aguas
subterraneas (Nava, 2006). En algunas regiones, su uso ha disminuido por los
riesgos que este puede presentar para la salud, ya que ha sido clasificado como

potencialmente cancerigeno (Lemire, 2004; EPA, 2007).

El bioetanol ha sido utilizado en la industria (cosmética, farmacéutica y quimica,
entre otras) y por ultimo, su uso en la industria de bebidas (IICA, 2004), se utiliza

en vinos, aguardiente, vodka, ron, brandy, etc.
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2.4.7 El etanol en México

En México, desde hace varios afios, se produce etanol de cafia de azulcar en los
diferentes ingenios del pais que cuentan con destilerias, solo que su uso es para
bebidas embriagantes e industrial, no para uso como combustible. Para el afio
2004 la produccion total aproximada de etanol en México fue de 35 millones de
litros (Becerra, 2009).

2.4.7.1 El etanol como combustible

El etanol como carburante es una actividad nueva en México y de acuerdo con el
Director General de Pemex, Jesus Reyes Heroles, se iniciara con una planta
piloto en el 2009 en la Ciudad de Guadalajara; proyectando para el 2011 y 2012
oxigenar con etanol toda la gasolina que se consuma en las tres principales zonas
metropolitanas del pais (Monterrey, México y Guadalajara) pero “producido
principalmente de cafa de azucar”. Estimo6 que el requerimiento de Pemex para el
afio 2012, sera de 15 mil barriles diarios de etanol para oxigenar el total de la

gasolina al 2% en peso (Becerra, 2009).

2.4.8 Produccién mundial del bioetanol
Actualmente, cerca del 85% de la produccién mundial de biocombustibles liquidos

esta representada por el etanol (FAO, 2008).

La produccién del etanol derivado de plantas feculentas y azucareras, tales como
la cafla de azucar y algunos cereales aumento un 53% desde 30 mil millones de

litros en el 2000 hasta alrededor de 46 mil millones de litros en el 2005.

Se prevee que para el 2010 el consumo mundial del etanol alcance los 54 mil
millones de litros (FAO, 2006).

De acuerdo con los datos del Annual Energy Outlook 2006 de la agencia de la
informacion de la energia, el precio del etanol es de US$ 1,17 por litro para el
2006.
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El interés creciente que suscita el etanol obedece no solo a las preocupaciones
por los altos precios del petroleo, sino también a otros motivos importantes entre

los cuales cabe mencionar los siguientes:
e La necesidad de diversificar las fuentes de energia.
e El deseo de muchos paises de reducir el gas de efecto invernadero.
e La necesidad de estabilizar los precios de los productos basicos.

El cuadro 6 muestra los principales paises productores de etanol en el afio 2007.

Cuadro 6. Principales paises productores de etanol en el afio 2007.

Produccién Mundial de Etanol
USA 6498,6
Brasil 5019,2
Unién Europea 570,3
China 486,0
Canada 211,3
Tailandia 79,2
Colombia 74,9
India 52,8
América Central 39,6
Australia 26,4

Fuente: RFA, F.O. Licht, 2007

2.4.9 Beneficios del uso de biocombustibles

2.4.9.1 Socioeconémicos
Permiten la continuidad de la actividad del sector agricola evitando el abandono

de superficies productivas, ampliando asi el desarrollo rural.

Podria facilitar el acceso de la energia en las zonas rurales, estimulando asi aun

mas el crecimiento econémico.
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Ayudan a mantener la actividad de los sectores industriales relacionados
directamente con la produccién agricola, tales como la industria de fertilizantes,
maquinaria agricola o produccién de semillas con la creacion de puestos de

trabajo (Mosquera, Merino, 2006).

2.4.9.2 Medioambientales
Reducen el incremento neto de diéxido de carbono en la atmosfera y por

consiguiente, ayudan a la reduccion del incremento del efecto invernadero.

Reducen las emisiones de compuestos toxicos tales como el plomo en algunas

gasolinas o de los derivados del azufre (Mosquera, Merino, 2006).

2.5 Zymomonas mobilis

2.5.1 Antecedentes

Fue aislada como contaminante durante la produccion de sidra en 1912, su
eficiencia para la produccion de alcohol fue conocida desde 1913 gracias a los
estudios de Kluyver y Hoppenbrouwers.

En 1934, Screder y sus colaboradores demostraron que cuando Z. mobilis era
cultivada en presencia de glucosa, el 98% del sustrato era transformado en etanol
y en CO,. A principios de los afios 50 Gibbs y DeMoss demostraron que la

bacteria metabolizaba su sustrato por la via de Entner-Doudoroff.

No fue sino hasta los afios 60 que la bacteria fue utilizada a nivel industrial para la

produccion de pulque, bebida alcohdlica de origen Mexicano.

En 1965 se reportd por primera vez la velocidad de crecimiento de Z. mobilis y se
demostro6 el efecto de la composicion del medio de cultivo sobre: la produccion de

biomasa, el tiempo de generacion y la produccion de etanol a partir de glucosa.

Debido a la gran dispersion y en algunos casos, a la ambigiedad de resultados
presentados, Swings y De Ley se dedicaron al estudio taxonémico y fenotipico de

mas de 40 cepas de Z. mobilis aisladas en diferentes paises.
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Aungue su estudio fue dedicado a los aspectos biolégicos de la bacteria, ellos
llegaron a la conclusibn de que Zymomonas presentaba un gran potencial
econdémico, lo cual fue comprobado dos afios mas tarde por el grupo australiano
de Rogers que demostraron que en comparacion con las levaduras
tradicionalmente utilizadas para la produccion de etanol, Zymomonas mobilis
presenta rendimientos y velocidades de produccién superiores (Garcia, et al.,
2004).

2.5.2 Taxonomia
Debido a su morfologia y al hecho de metabolizar su sustrato por la via de
Entner-Doudoroff, la bacteria ha sido clasificada dentro de la familia

Pseudomonadaceae.

Utilizando criterios taxondmicos relacionados con mas de cuarenta cepas, Swings
y De Ley propusieron una nueva clasificacion que reagrupa a todas las cepas de
Zymomonas en una especie (Zymomonas mobilis) y dos subespecies:
Zymomonas mobilis mobilis y Zymomonas mobilis pomaceae. La mayor parte de

las cepas pertenece a la subespecie mobilis.

2.5.3 Morfologia y caracteristicas generales

Bacilo Gram (-), de 2-6 yum de largo y 1,0-1,4 pm de ancho, usualmente es
inmovil, pero puede ser movil debido a la presencia de 1 a 4 flagelos polares,
generalmente se encuentran en pares, sin embargo, también puede ser
encontrada en un arreglo celular pleomérfico (cadenas, rosetas, filamentos),
presenta ausencia de esporas, es anaerobio facultativo, algunas cepas son

anaerobias obligatorias (Bergey, 2005).

Fermenta 1 mol de glucosa o fructosa en casi 2 mol de etanol, 2 mol de CO, y un

poco de acidos organicos como el &cido lactico.

Algunas cepas también pueden utilizar sacarosa pero otras fuentes de carbono no
se utilizan. Su temperatura éptima de crecimiento es de 25-30°C, siendo las
colonias brillantes, regularmente con borde blanco o color crema de 1-2 mm en

diametro después de 2 dias y produce un olor a frutas.
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Es un agente de la fermentacién de la savia de agave, savia de palma y zumo de
la cafa de azucar (Bergey, 1994). Zymomonas tolera 5% de etanol y es acido

tolerante, crece a pH de 3,5-7,5.

2.5.4 Necesidades nutritivas

Es una bacteria quimioorganétrofa que presenta auxotrofia por el pantotenato de
calcio y en algunos casos por la biotina. El nitrdgeno necesario para el crecimiento
puede proporcionarsele por medio de la peptona, extracto de levadura y caldo

nutritivo.

Los nitratos y nitritos no son asimilados por la bacteria. ElI azufre, magnesio y
potasio son proporcionados en forma de sales. Los oligoelementos (Mo, Fe, Zn,
Mn, etc.) necesarios para el metabolismo de la bacteria se encuentran en forma
de trazas en las sales utilizadas para la preparacion del medio de cultivo. Las
cepas mas exigentes requieren de compuestos adicionales como de vitamina B,

acido lipoico, riboflavina, y acido félico (Van pee et al,. 1974).

2.5.5 Catabolismo
Zymomonas es una bacteria que fermenta la glucosa por la via de Entner-
Doudoroff (Conway, 1992). En la figura 6 se muestra la via de Entner-Doudoroff,

utilizada por Zymomonas mobilis.

22



glucose
ATP
ADP
glucose-6-phosphate
NAD
NADH,
6-phosphogluconic ecid
-&0

2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconic acid

pyruvic acld « + glyceraldehyde-3-phosphate
b~ IADP  (Embden-Meyerhel
N ZATP pathway)
NAD
acetaldehyde +C0, NADK,
NADM,
NAD pyruvicacid
ethanol ‘
aceteldehyde + CO,
NADH,
NAD
ethanol

Figura 6. Via de Entner-Doudoroff, utilizada por Zymomonas mobilis.
Fuente: www.textbookofbacteriology.net/metabolism_3.html

2.5.5.1 Efecto del sustrato

Algunas cepas de Z. mobilis pueden crecer en medios con concentraciones muy
elevadas de azucares. De las estudiadas por Swings y De Ley, veintidos crecieron
en medios con 400 g/l de glucosa. Todas las cepas crecieron en presencia de 200
g/l de glucosa. Recientemente se reportd la produccion de 85 g/l de etanol a partir
de 460 g/l de sacarosa fue reportada. El aumento en la concentracion inicial de
azucares tiene un efecto mas importante sobre los parametros relacionados con el
crecimiento que sobre aquellos relacionados con la produccion de etanol (Garcia,
et al., 2004).

2.5.5.2 Efecto de la temperatura
Z. mobilis es capaz de crecer en una gama de temperaturas de 25 a 40°C, su

temperatura Optima de crecimiento se sitla entre 30 y 35°C.
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A temperaturas superiores a 30°C, son los rendimientos de etanol y biomasa mas
que los parametros especificos, quienes se ven mas afectados.

El mismo fendmeno fue observado a temperaturas superiores a 37°C. La
temperatura tiene un efecto muy importante sobre la composicion de la
membrana celular. Z. mobilis es incapaz de mantener constante la fluidez de la
membrana al ser cultivada a diferentes temperaturas. A altas temperaturas la
concentracion de fosfolipidos disminuye. Este aumento en la temperatura induce
la acumulacion de etanol en el interior de las células, lo que significa su efecto
inhibidor (Garcia et al., 2004). El crecimiento a 36°C es la mejor prueba
fenotipica para diferenciar a Z. mobilis subespecie mobilis (+) de Z. mobilis
subespecie pomaceae (-) (Swings et al., 1977). Zymomonas es eliminada al

exponerla a una temperatura de 60°C por 5 minutos.

2.5.5.3 Efecto del etanol

Zymomonas crece en presencia de 5% de etanol y algunas cepas crecen
incluso a altas concentraciones. De las cepas estudiadas por Swings y De Ley,
todas crecieron en presencia de 55 g/l de etanol adicionados al medio de cultivo,
mientras que solo 12 cepas pudieron desarrollarse en presencia de 100 g/l de
alcohol adicionado (Swings y De Ley, 1977; Bringer-Meyer y Sahm, 1988). La
accion perjudicial del etanol es en la membrana celular y en la actividad
fermentativa (Carey y Ingram, 1983). Niveles altos de etanol o el estrés por calor
induce un patron caracteristico de proteinas en la célula (Michel y Starka, 1986).
Estudios realizados sobre el efecto del etanol adicionado al medio de cultivo y del
producido por Z. mobilis mostraron que en ambos casos, su efecto inhibidor es
mas importante sobre el crecimiento que sobre su produccién (Garcia et al.,
2004).

2.5.5.4 Efecto del pH
Dependiendo de la cepa, Zymomonas mobilis puede crecer en una gama de
valores de pH (3 a 7). De las cepas estudiadas por Swings y De Ley alrededor de

20 pudieron crecer a valores de pH de 3.5.
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Tradicionalmente valores de pH de 5,0 a 6,5 se han usado en el metabolismo de
Z. mobilis, pero el hecho de que la bacteria pueda crecer a pH inferiores a 5.0 la
hace interesante desde el punto de vista biotecnoldgico. En efecto los riesgos de

contaminacion pueden ser reducidos considerablemente (Garcia et al., 2004).

2.5.5.5 Efecto del oxigeno

Aunque Z. mobilis puede crecer en aerobiosis, el oxigeno tiene un efecto negativo
sobre la produccion de alcohol. Este induce la formacién de subproductos de la
fermentacion (acetato, acetaldehido y lactato). Aparentemente el efecto inhibidor
esta ligado a la concentracion de sustratos. En presencia de concentraciones
elevadas en azlcares, los pardmetros relacionados con el crecimiento disminuyen
en presencia de oxigeno, con una reducciéon de 25% del rendimiento de etanol en
comparacion con lo obtenido en anaerobiosis. El hecho que Z. mobilis no necesite
de oxigeno para su crecimiento representa una gran ventaja cuando se trata de

produccion de etanol a escala industrial (Garcia et al., 2004).
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3.1 Desarrollo de la investigacion

3.1.1 ETAPA 1: Mantenimiento de la cepa de Zymomonas mobilis

La cepa fue adquirida en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAYV), de la ciudad de México, clasificada
en el catdlogo de cultivos del laboratorio de coleccion microbiana como nimero
CDBB-603.

3.1.1.1 Proliferacion del microorganismo
Para este procedimiento se utilizaron los medios sugeridos por el CINVESTAYV,

los cuales se citan a continuacion:

Medio 2: Glucosa, peptona, Extracto de levadura (YPG), Composicién: Extracto de
levadura 3,0 g/L, Glucosa 20,0 g/L, Peptona 10,0 g/L, Agar 20,0 g/L, H,O 1000 ml.

Medio 55: MYC, Composicion: Extracto de levadura 10,0 g/L, Dextrosa 20,0 g/L,
Peptona 10,0 g/L, Agar 20,0 g/L, H,O 1000 ml.

La proliferacion se realizé en caldo de cada uno de los medios.

Se prepararon 50 ml de cada uno de los medios de cultivo a pH 6,8 - 7,2, los
cuales se colocaron en tubos con rosca. Los componentes de los medios se
pesaron en una balanza analitica de la marca OHAUS adventurer, se esterilizaron
a 121°C por 15 minutos, se dejaron enfriar hasta una temperatura entre 25°C —
30°C, enseguida fueron inoculados con la bacteria con ayuda de un asa
bacteriologica previamente esterilizada, los tubos se colocaron en una incubadora

marca Riossa a 30°C por 36 horas.
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3.1.1.2 Identificacién macroscépica
Los tubos positivos del proceso anterior, se sembraron por estria en tubos de
rosca inclinados para cada uno de los medios, adicionados con agar (2%),

incubados a 30°C durante 96 horas.

3.1.1.3 Identificacién microscépica
Se utilizd el método de tincion de Gram y la identificacion se realizé con un

microscopio de la marca Zeizz, observando los frotis con el objetivo de 100x.

3.1.1.4 Conservacion de Zymomonas mobilis
La cepa se resembré mensualmente y fue conservada en un refrigerador White-

Westinghouse a una temperatura entre 4°C — 8°C.

3.1.2 ETAPA 2: Degradacién del almidon mediante enzimas amiloliticas

En ésta etapa se llevé a cabo la degradacion del almidén a unidades de glucosa
con el uso de a-amilasa y amiloglucosidasa, iniciando por la gelatinizacion del
almidén, seguida de una licuefaccién con la a-amilasa para la conversion a
unidades de maltosa, posteriormente la adicion de la glucoamilasa para la

conversion de maltosa a unidades de glucosa.

3.1.2.1 Gelatinizacion

El agua almidonosa resultante del procesamiento del trigo fue proporcionada por
la seccion de Agrotécnia del departamento de fitomejoramiento, la cual fue
refrigerada y dejada en reposo para favorecer la separacion de las fracciones
densa y acuosa, posteriormente fue retirada la fraccion acuosa, que es la que

se utilizé en la presente investigacion.

El agua almidonosa fue calentada a una temperatura media de 61°C por 10
minutos, cuidando que la temperatura no se exceda a mas de 64°C, enfriando

posteriormente hasta 25°C.
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3.1.2.2 Licuefaccion con a-amilasa

Al tener el almidén una temperatura de 25°C se ajusto a pH 6 con bicarbonato
de sodio. Se evaluaron tres concentraciones de a-amilasa, 1, 3, y 5% (V/v),
tomando muestras del producto en proceso para determinar las concentraciones
de almiddn, azlcares totales y azlcares reductores con intervalos de tiempo de
treinta minutos durante cuatro horas manteniendo una temperatura constante de

25°C en agitacion lenta.

Al término de las cuatro horas el material fue sometido a un calentamiento en
agua a 55°C por quince minutos. Las especificaciones de la a-amilasa se

muestran en el anexo 3.

3.1.2.3 Sacarificacion con glucoamilasa

Para la sacarificacion, se tomaron en cuenta las concentraciones mas bajas de
almiddn del el ensayo anterior. En este proceso el producto de la licuefaccion se
ajustoé a pH 4,5 con &cido citrico a una temperatura constante de 55°C. Se evalu6
un tratamiento por triplicado con glucoamilasa a una concentracién de 0,15%
(v/v) determinada por Gonzélez (2003), tomandose muestras para determinar las
concentraciones de almidén, azucares totales y azucares reductores, los tiempos
empleados fueron de 0,15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 y 135 minutos.

Al término del proceso el producto fue sumergido en un bafio con agua y hielo
hasta alcanzar una temperatura de 25°C. Posterior a esto, el jarabe fue
esterilizado a 121°C por 15 minutos y se enfri6 hasta 30°C, determinandose
nuevamente la concentracion de almidén, azlcares totales y azlcares reductores.

Las especificaciones de la glucoamilasa se muestran en el anexo 3.

3.1.3 ETAPA 3: Preparacion de inéculo

Se realizé un barrido de los medios de cultivo YPG y MYC. Los barridos se
evaluaron en un espectrofotometro de la marca Genesys 10 uv, determinando la
longitud de onda Optima para cada medio, basados en la escala de colores de la

luz visible.
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Los rangos de longitud de onda se establecieron de acuerdo al color reflejado de
cada medio. Medio YPG (350 nm — 450 nm), medio MYC (400 nm — 450 nm).

3.1.3.1 Escala Mcfarland
Utilizando la longitud de onda determinada para los medios de cultivo de la etapa
anterior, se determind la absorbancia del tubo 4 de la escala de Mcfarland

equivalente a 1,2x10° UFC/ml.

Posteriormente, se realizd la siembra de in6culo en caldo de cada uno de los
medios (relacién 1:9); tomando lecturas de crecimiento microbiano con intervalos
de sesenta minutos durante siete horas incubados a 30°C con el fin de conocer
el medio de cultivo mas adecuado para esta investigacion, en relacién al tiempo
de incubacion, basandose en la turbidez producida por el crecimiento del

microorganismo, determinada por espectrofotometria.

3.1.4 ETAPA 4: Fermentacién

En dos matraces de 250 ml cada uno con 200 ml del producto obtenido en la
etapa 2, se ajusté a pH 6,8 con bicarbonato de sodio, se afiadio el 2% (v/v) del
microorganismo previamente proliferado, al tiempo 6ptimo establecido en la etapa
3, incubando a 30°C durante 96 horas, sin agitacion. Se tomaron muestras del
producto en proceso cada 12 horas para determinar la concentracion de los

pardmetros en estudio.

Se realizé un comparativo con el medio de cultivo éptimo para Zymomonas mobilis

para ver su comportamiento en relacion al medio hidrolizado.

3.1.4.1 Anélisis de muestras
A las muestras se les determiné el pH con un potenciémetro de la marca HANNA
Instrument HI 223.

Se determiné la concentracion de soélidos solubles totales (°Brix) con un

refractbmetro manual Atago, Modelo ATC-1.

La determinacion de la concentracion de azucares totales se realiz6 por el método

de Dubois. La técnica se muestra en le anexo 1.
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La determinacion de la concentracion de azucares reductores se realizd por el

método del acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS). La técnica se muestra en el anexo 1.

La determinacion del grado alcohdlico se realizé por el método de micro-difusion.

La técnica se muestra en el anexo 1.

Estos parametros fueron determinados para ver su comportamiento durante el

proceso fermentativo determinando su relacion con la produccién de bioetanol.

Los datos obtenidos fueron analizados con un disefio experimental completamente

al azar utilizando el programa estadistico JMP 5.0.1.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 ETAPA 1: Identificacion de la cepa de Zymomonas mobilis

4.1.1 Identificacion macroscopica
En la figura 7 se observa a Zymomonas mobilis en agar YPG, se aprecian
colonias pequefas Yy brillantes de color crema, esta descripcion concuerda con lo

especificado por Bergey (2005).

Figura 7. Colonias de Zymomonas mobilis en medio YPG.

4.1.2 Identificacién microscopica
En la figura 8 se aprecia la morfologia microscopica de la bacteria con la tincién
de Gram observadas al microscopio con el objetivo de 100x, se aprecian bacilos
Gram (-) solos o en pares, éstos resultados son similares a los citados por
Garcia et al., (2004), Bergey (2005).
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Figura 8. Zymomonas mobilis observada al microscopio con el objetivo de 100x.
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4.2 ETAPA 2: Degradacion del almidon mediante enzimas amiloliticas

4.2.1 Gelatinizacion

Para este proceso se dej0 reposar el agua almidonosa, con el objetivo de
favorecer la separacion de dos fracciones, la densa y la acuosa. La fraccion
utilizada en esta investigacion fue la acuosa ya que la otra fraccion tenia

demasiado sedimento.

El proceso de gelatinizacion se realizd con la temperatura especificada por
Badui (1993), en el cual cita que la temperatura de gelatinizacién para el almidén
de trigo oscila entre los 58°C - 64°C. Para la presente investigacion se utilizé una
temperatura media de 61°C, la cual se aplico durante 10 minutos y se dej6 enfriar

a temperatura ambiente hasta 25°C.

En la figura 9 se aprecia el almidon en su proceso de enfriamiento, se observo un
cambio en la coloracion y viscosidad de la muestra, este cambio fue debido a que
en la gelatinizacion hay un rompimiento de los granulos de almidén liberando las
fracciones de amilosa y amilopectina al medio que al enfriarse dieron esa
caracteristica al almidon, estos resultados son similares a lo citado por Badui
(1993) y Bello Gutiérrez (2000).

Figura 9. Almidon en proceso de enfriamiento.
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4.2.2 Licuefaccion con a-amilasa

De las 3 concentraciones de enzima evaluadas se determiné la V, de cada una,
con el fin de establecer la concentracion de enzima mas adecuada para llevar a
cabo el proceso de licuefaccion del almidon. Estos resultados se observan en el

cuadro 7.

Cuadro 7. Concentraciones de enzima utilizada y valor de V,

Concentracion 6ptima de la enzima a-amilasa
. V, (Unidades de Absorbancia/
[Enzima] .
30 min.
1% 0,205
3% 0,250
5% 0,231

En relacion a los valores de V, se definié que la concentracion de enzima éptima
fue de 3% Yy se procedié a realizar la degradacion del producto gelatinizado.

Estos resultados se observan en la figura 10.

Almidén
1200
£ 1000 7 N\
T 0.800 \,__.\
<
2 0600 x
— )*"'--,___
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0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
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Figura 10. Degradacién de almidén utilizando una [3%] de a-amilasa.
Se observa que el almidén es degradado por la accion enzimatica en relacion al
tiempo, debido a que la a-amilasa efectué el rompimiento al azar de los enlaces

a-(1,4), provocando una disminucion en la viscosidad y liberando maltosa,

glucosa y otros oligosacaridos al medio (Garcia, et al., 2004).
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Estos datos fueron tomados en intervalos de 30 minutos durante 4 horas y se
defini6 un tiempo maximo de degradacion de 240 minutos, posteriormente el
producto fue sumergido en agua a 55°C para disminuir al maximo la accion

enzimatica.

En el cuadro 8 se aprecian las concentraciones de almidén, azlucares reductores
y azucares totales obtenidos de la degradacion del almiddén, observandose un
aumento de los azlcares reductores y una ligera disminuciéon de los azucares

totales.

Cuadro 8. Concentraciones iniciales y finales de los parametros en estudio con a-amilasa.

a-amilasa Almidén A. Reductores A. Totales
[3%] [g/L] [g/L] [g/L]
Inicio (min. 0) 0,858 14,338 4,443
Final (min. 240) 0,463 19,474 3,547

4.2.3 Sacarificacion con glucoamilasa

El proceso de sacarificacion tiene como objetivo producir el jarabe glucosado. La
concentracion evaluada fue de 0,15% de glucoamilasa, especificada por Gonzéalez
(2003), a diferentes tiempos respetando las condiciones de trabajo de la enzima.

Los resultados se muestran en la figura 11.

Almidon
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Figura 11. Sacarificaciéon con Glucoamilasa a [0,15%].
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Se aprecia que la concentracion de almidén va disminuyendo con un tiempo
méximo de 75 minutos, debido a que la glucoamilasa libera glucosa a partir del
extremo no reductor de la amilosa y amilopectina, tiene la capacidad de hidrolizar
los enlaces a-(1,6) de la amilopectina (Garcia, et al., 2004). A partir de los 90
minutos se observa un aumento en la concentracion de almidon que puede ser
atribuida a la accién de la transglucosidasa que forma maltosa y otros
oligosacaridos a partir de glucosa (Garcia, et al., 2004).

Posteriormente el producto fue sumergido en agua con hielo, hasta tener 25°C,
con el fin de disminuir al maximo la actividad enzimética, determinandose la
concentracion de almidon, azlcares reductores y azucares totales. Los resultados

se observan en el cuadro 9.

Cuadro 9. Concentracion al final del proceso de sacarificacién con la glucoamilasa.

Glucoamilasa Almidén A. Reductores A. Totales
[0,15%] [g/L] [g/L] [g/L]
Final (min. 75) 0,285 22,524 4,071

Al término de este proceso, se le adicionaron los demas componentes al medio
de cultivo y fue esterilizado, dejandose enfriar hasta tener 30°C determinandose
nuevamente las concentraciones de almidon, azucares reductores y azUcares
totales. Estos resultados de observan en el cuadro 10. EI comportamiento del
almidon, azucares reductores y azUcares totales durante el proceso de

degradacion se muestra en el anexo 4.

Cuadro 10. Concentraciones finales de los parametros en estudio después del esterilizado.

Después de Almidén A. Reductores A. Totales
Esterilizado [g/L] [g/L] [g/L]
[Final] 0,210 23,605 7,455

La disminucion de la concentracion del almidén fue debido a que la temperatura
de autoclave destruye los granulos de almidon Badui (1993), y por lo tanto da

un aumento en las concentraciones de los azUcares.
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En la figura 12 se observa el producto esterilizado el cual presento un cambio en
su coloracion debido a que cuando los monosacaridos son sometidos a altas
temperaturas estos se caramelizan dando este cambio, ademas de que se
favorecen mecanismos que implican la polimerizacién y epimerizacion de los

monosacaridos Badui (1993).

Figura No. 12. Producto sacarificado esterilizado.

4.3 ETAPA 3: Preparacion del indculo
Los resultados de la prueba de barrido aplicada a los medios se muestran en el

cuadro 11.

Cuadro 11. Absorbancia éptima para cada medio.

Medio de Cultivo Absorbancia 6ptima (nm)

YPG 380

MYC 400

4.3.1 Escala Mcfarland

Los resultados de la lectura del tubo niimero 4 equivalente a 1,2x10° UFC/ml de
la escala de Mcfarland determinada con la absorbancia de barrido para cada uno
de los medios fueron para el medio YPG de 0,728 nm y para el medio MYC de
0,726 nm.
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4.3.2 Determinacion del medio de cultivo a utilizar

En el cuadro 12 se observa que los medios iniciaron con una lectura de
absorbancia similar, sin embargo, durante las primeras horas de incubacién no
hubo un crecimiento bacteriano de forma uniforme en el medio MYC, esto se ve
reflejado en que alcanzé una lectura aproximada a la especificada en la escala de
Mcfarland a las 6 horas de incubacién; por el contrario, el medio YPG mostro
lecturas de absorbancia gradual, por tal motivo, fue el medio YPG el que en un
tiempo de 5 horas 15 minutos obtuvo una absorbancia muy cercana a la
especificada en la escala de Mcfarland y por lo tanto este fue el medio ideal para
llevar a cabo el proceso de preparacion del indculo.

Cuadro 12. Determinacion del medio mas adecuado en relacién a la absorbancia y al tiempo.

Medio YPG 380 nm (0,728 nm) Medio MYC 400 nm (0,726 nm)
Tubo Minutos | Absorbancia Tubo Minutos | Absorbancia

1 0 0,154 1 0 0,151

2 60 0,182 2 60 0,132

3 120 0,287 3 120 0,148

4 180 0,383 4 180 0,170

5 240 0,588 5 240 0,318

6 300 0,641 6 300 0,466

7 315 0,719 7 360 0,723

8 360 0,807 8 420 0,891

4.4 ETAPA 4: Fermentacion
4.4.1 Determinacion de las variables de control

4.4.1.1 pH

En la figura 13 se aprecia que en las primeras 12 horas de la fermentacion el pH
se mantiene constante debido a que el microorganismo esta un proceso de
adaptacion a las condiciones del medio, sin embargo a las 24 y 36 horas el pH

disminuye de 7 a 5,6 y 5,8 respectivamente, debido al aumento en el metabolismo
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bacteriano y produccion de metabolitos, estos resultados son similares a los
citados por Garcia, et al., (2004), por lo tanto, se espera que el consumo de los
azucares aumente en relacion al tiempo, asi como también, que haya una
produccion maxima de bioetanol dentro de esos tiempos. Posteriormente se
observa que en las ultimas 24 horas del proceso fermentativo el pH se encuentra
fuera de los limites para el crecimiento microbiano considerando que Zymomonas
mobilis crece a pH 3,5 - 7,0 Garcia, et al., (2004).

7.8
7.4 7

6.6 v o

pH

6.2 v Fof --0-- MEDIA
5.8 o

5.4

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (Horas)

Figura 13. Comportamiento del pH en el proceso fermentativo.

Cabe mencionar que el medio presento un cambio en su color original a una
coloracién lechosa después de las 48 horas de fermentacion, debido a la densidad
microbiana, sin embargo, durante este cambio conservo su olor caracteristico

hasta aproximadamente las 60 horas de fermentacién. Este cambio de observa

Ly

en la figura 14.

Figura 14. Medio de cultivo a las 48 horas de fermentacion.
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4.4.1.2 Solidos solubles totales (° Brix)

En la figura 15 se observa que desde las primeras 12 horas el consumo de los
sélidos solubles va aumentando de manera considerable, debido a que la bacteria
esté utilizando los azucares y demas solidos solubles para su crecimiento Garcia,

et al., (2004), teniendo un méaximo de consumo a las 36 horas.

3.2

2.7

*

2.2 S

1.7 S

°Brix
s

paly TG oL N ——-
13 Oure 4-e., —=*--MEDIA

0.7

0.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100

Tiempo (Horas

Figura 15. Comportamiento de ° Brix en el proceso fermentativo.

4.4.2 Determinacién de las variables de consumo
Una vez llevado a cabo el proceso de fermentacion y teniendo las muestras se

procedié a su analisis evaluando las variables que se describen a continuacion.

4.4.2.1 Monitoreo de azucares reductores

En el figura 16 se observa que a medida que transcurre el tiempo del proceso de
fermentacién el consumo de los azucares reductores va en aumento teniendo un
maximo de consumo a las 36 horas mostrando diferencia significativa con los
demas tiempos analizados, esto tiene relacién con los parametros de pH y ° Brix
anteriormente analizados. El andlisis de varianza aplicada a estos datos se

muestra en el anexo 2.
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Figura 16. Comportamiento de AzlUcares Reductores en el proceso fermentativo.

4.4.2.2 Monitoreo de azUcares totales

En la figura 17 se aprecia un comportamiento similar de consumo de los azucares

totales y azlcares reductores en donde el maximo consumo de estos azlcares es

a las 36 horas de la fermentacién. El andlisis de varianza se muestra en el anexo

2.

[g9/L] Sacarosa
L AR ¥ ® B = ¥ a9 ~l Co

m- - Media

20 40 60

Tiempo (Horas)

100

Figura 17. Comportamiento de Azlcares Totales en el proceso de fermentativo.

4.4.3 Determinacion de la variable de produccion

El analizar las variables de control y de consumo, nos permite conocer o estimar

en que tiempo se produjo la mayor cantidad de bioetanol.

40



4.4.3.1 Produccion de bioetanol

En la figura 18 se observa que a las 36 horas de fermentacion se obtiene una
produccion de bioetanol de 0,8%, habiendo diferencia significativa con respecto a
los demas tiempos, este resultado esta sustentado con el andlisis de las variables
de control y de consumo antes descritas. El andlisis de varianza se muestra en el
anexo 2. En relacion al beneficio-costo la fermentacion tendria una duracion
maxima de 36 horas. El resultado obtenido en este trabajo fue superior a lo
reportado por Monsalve et al., (2006) donde obtiene una concentracion maxima
menor al 0,01% de bioetanol a partir de 20, 40 y 60 g/L de azucares reductores,
en los tres medios utilizados (Glucosa, jarabe de cascara de banano y jarabe de
yuca). Sin embargo, es inferior a los resultados del trabajo realizado por Sanchez
et al., (2005), quien reporta una produccion de 0,53% y 1,6%de bioetanol a partir
de 10 y 30 g/L de glucosa utilizando el 5% de in6culo inicial y un pH de 5, por lo
tanto, la cantidad de in6culo y el pH inicial fueron las causas de estas
concentraciones de etanol comparandolas con las que se obtuvieron en esta
investigacién. En relacion al trabajo realizado por Torres et al., (1988), obtuvo
105 g/L de bioetanol a partir de 223 g/L de azucar en 70 horas a partir de almidon
de trigo hidrolizado. En este trabajo se esta reduciendo el tiempo a 36 horas.
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Figura 18. Cuantificacion de bioetanol producido por Zymomonas mobilis en el proceso de
fermentacion.
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4.4.3.2 Comportamiento de la produccion de bioetanol con los dos medios
de cultivo

En la figura 19 se observa la produccién de bioetanol por Zymomonas mobilis del
medio con jarabe glucosado obtenido a partir de almidon de trigo(A) y el medio
con glucosa (G), mostrando una similitud en el comportamiento de la produccion
de bioetanol, pero con una concentracibn mayor en le medio con glucosa. Este
comportamiento es similar a lo reportado por Monsalve et al., (2006), en donde la
produccion de etanol es mayor en el medio con glucosa en relacion a los medios
con jarabe de banano y jarabe de almidon de yuca.
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Figura 19. Comportamiento en la produccion de bioetanol en el medio con jarabe glucosado a
partir de almidén y medio con glucosa.
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CAPITULO 5
CONCLUSION

En el presente estudio se obtuvo una concentracion del 0,82% de bioetanol a
partir de 23 g/l de azucares reductores, en un tiempo maximo de 36 horas, inferior

alas 72 horas reportado por Torres et al., (1988).

El agua almidonosa procedente de los efluentes agroindustriales son una buena
opciébn como materia prima para el proceso de conversion del almidon a jarabe
glucosado utilizando enzimas amiloliticas y la posterior obtencion de bioetanol

dandole las condiciones adecuadas.

La produccion de bioetanol por un proceso de fermentacion es una tecnologia
limpia y sencilla que puede ser llevada a cabo con un minimo de capacitacion,
puede ayudar a mejorar la vida de las personas dando fuentes de empleo y lo mas
importante es que a través de este tipo de tecnologias se colabora en el cuidado
del medio ambiente, fomentando el uso que muchos paises desarrollados le han
dado al bioetanol como parte de los combustibles, o en su caso seguir

utilizandolo en la industria.

Con este trabajo se acepta la hipétesis propuesta por que se demuestra que Si
es posible obtener bioetanol a partir de efluentes agroindustriales ricos en aguas
almidonosas dandoles un uso alternativo, ademas, se demuestra la capacidad
de la bacteria Zymomonas mobilis en el proceso de obtencién de etanol a partir de

jarabe glucosado obtenido de una fuente diferente a las ya utilizadas.
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ANEXO 1

Determinacion de AzlUcares Totales

Se determino por el método de Dubois. En un bafio de hielo se coloca un tubo, se
adiciona 1 ml de muestra y se temperiza por 1 minuto, se adicionan 2 ml de fenol
sulfarico (Solucién de H,SO,4 con fenol a una concentracion de 1 mg/ml; debe
usarse durante las 24 horas iniciales de la preparacion) lentamente por las
paredes del tubo. Se coloca en un bafio a ebullicion durante 5 minutos. Se sacan y
enfrian a temperatura ambiente. Se lee en absorbancia a 480 nm en el
espectrofotometro. Para tomar la muestra de 1 ml, se realizo una dilucion 1:10 de

la muestra original.
Determinacion de AzlUcares Reductores.

Se determind por el método del acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS) propuesto por
Miller. En el cual en un tubo de ensaye se colocan 0,5 ml de muestra 'y 0,5 ml de
reactivo DNS. Se coloca en un bafio a ebullicion por 5 minutos. Se saca y se
coloca en un bafio de hielo y agua durante 2 minutos, transcurrido ese tiempo, se
le adicionan 5 ml de agua destilada agitandose para su homogenizacién. Se lee al
espectrofotometro con una absorbancia de 540 nm. Para tomar la muestra de 0,5

ml, se realizo una dilucién de 1:10 de la muestra.
Determinacién de Almidén

En un tubo de ensaye se colocaron 10 ml de Solucion Diluida de Yodo (Solucién
de Stock se prepara disolviendo 0,55 g de cristales de yodo y 1,1 g de yoduro de
potasio en agua y se completa a 25 ml con agua destilada en un matraz de
aforacion; de la Solucion Stock se toman 2 ml y se afora a 100 ml), 9 ml de agua

destilada y 1 ml de muestra. Homogenizar bien, y leer su absorbancia a 620 nm.
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Determinacién de Grado Alcohdlico

En un tubo de ensaye pequefio se le colocan 2 ml de Dicromato de Potasio y 2 ml

de agua destilada.

En un tubo de ensaye grande colocar 1 ml de solucion saturada de carbonato de

potasio.

Colocar el tubo de ensaye pequeiio dentro del tubo de ensaye grande, colocar 1
ml de muestra en el tubo grande, se tapa el tubo grande y se mezcla con
movimientos rotatorios sobre una superficie plana, se deja reposar por 60 minutos,
se saca el tubo pequefio y se lee su absorbancia a 600 nm en el

espectrofotometro.
Solucién dicromato de potasio

3,75 g de dicromato de potasio, disolver en 150ml de agua destilada, colocar en
bafo de hielo, agregar 280ml de &cido sulfurico concentrado lentamente por las
paredes del recipiente, agitar suavemente, enfriar a temperatura ambiente y llevar

a un volumen de 650ml con agua destilada.
Solucién saturada de carbonato de potasio

112g de carbonato de potasio anhidro, disolver en aproximadamente 50ml de

agua destilada, alcanzar temperatura ambiente, aforar a 100ml de agua destilada.

50



ANEXO 2

ANALISIS ESTADISTICO

AZUCARES TOTALES

ANALYSIS OF VARIANCE
e v v
Source DF Sum of Squares F Ratio
_______________________________________________________ Square
Model 17 |157,912 9,288 |12875,82
Error {360,025 0,0007 |Prob>F
C.Total :53:157,938 | <,0001
COMPARACION DE MEDIAS
Hora Media
0 |A 7,455
12 B 5,399
24 C 3,030
72 D 2,666
84 E 2,630
48 F 2,505
60 G| 2,394
36 G| 2,382
96 G| 2,366
T-student a =0,05
AZUCARES REDUCTORES
ANALYSIS OF VARIANCE
.......................................................... ey
Source :DF: Sum of Squares F Ratio
... Square : "
Model 17 §3114,206 183,189 217429,8
Error |36 {0,030 0,001 | Prob>F
C.Total 53 §3114,236 < ,0001
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COMPARACION DE MEDIAS

Hora Media

0 |A 23,605

12 B 15,164
24 C 4,899
36 D 1,979
48 E 1,784
72 F 1,678
96 G 1,633
84 G|H| 1,619
60 H| 1,597

T-student a =0,05

ETANOL

ANALYSIS OF VARIANCE

-----------------------------------------------------------------------------------------

Model |17 }5,560 . 0,327 | 31,538
Error 360,373 i 0,010 . Prob > F
C.Total |53 5,933 | <,0001

COMPARACION DE MEDIA

Hora Media
36 [A 0,820
96 B 0,587
72 B 0,553
48 B|C 0,487
24 C|D 0,387
84 C|D 0,387
60 D 0,353
12 E 0,120
0 F 0,000

T-student a =0,05



ANEXO 3
CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS

ALFA AMILASA (FLUKA)
10065 (EC 3.2.1.1)
a-amilase from Aspergillus oryzae
Lot & filling 1344197 12308023
Powder 36,0 U/mg

1 U corresponde a la cantidad de enzima la cual libera 1 pmol de maltosa por
minuto a pH de 6,0 y 25 °C.

Almacenar a 4°C.

AMILOGLUCOSIDASA O GLUCOAMILASA (SIGMA)
A—-7255 10gramos Lot 122K1561
Amyloglucosidase
(EC 3.2.1.3)
From Rhizopus mold (9032-08-0) EC No. 232-877-2

Contiene aproximadamente 35% de proteina; tierra diatomaceos, almidén y

azucar.
21,100 unidades/gramo solido.

Una unidad libera 1,0 mg de glucosa a partir de almidon en 3 minutos a pH de 4.5
y a 55°C.

Almacenar de 2-8°C.
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ANEXO 4

Comportamiento del almidén durante el proceso de degradacion

[g/L] Almidén
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Comportamiento de azucares totales durante el proceso

[g/L] Sacarosa
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