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En México se produce habitualmente el meldn, fruta rica en azlcares y biomasa
lignocelulésica, el cual en algun punto de su cadena de comercio el meldn rechazado
es vendido a muy bajo precio, y en ocasiones, es tirado al medio ambiente generando
contaminacion y proliferacibon de microorganismos patdgenos. Por otra parte, la
biomasa lignocelulésica se considera como la materia prima del futuro para la
produccién de diversos productos de alto valor agregado y biocombustibles de
importancia industrial, debido a su bajo costo y su enorme disponibilidad. Para ello
debe ser “pretratada” para que la celulosa puede ser mas facilmente des polimerizada
a glucosa. Todo esto con el fin lograr incrementar la disponibilidad de azlcares
fermentables en los residuos de melon. Se empled un proceso combinado de presion y
temperatura e hidrélisis enzimética. El material fue recolectado de campos
experimentales en Paila Coahuila y fue clasificado. Posteriormente se pretratd la
fraccion solida por procesos hidrotérmicos (90-110°C por tiempos de residencia entre 5
y 20 minutos). Se realizé un disefio de experimentos ortogonal para optimizar los
tiempos y temperaturas de operacion, y se cuantificaron los azucares generados. Se
produjo un extracto enzimatico lignocelulolitico mediante fermentacién en medio liquido
empleando el jugo del melén como susbtrato (fuente de carbono). Posteriormente se
realizd de manera secuencial, el proceso de adicibn del extracto liquido de
fermentacion después del tratamiento hidrotérmico, para finalmente producir bioetanol
de la biomasa pre-sacarificada. Los residuos de mel6n sin tratamiento presentan un
gran contenido de hemicelulosa, seguido por lignina y celulosa. Posterior al tratamiento
establecido, se obtuvieron porcentajes mas altos en contenido de celulosa,
comparados con las muestras sin tratar. En las primeras 12 horas del proceso se
muestra la mayor concentracion de etanol y glucosa (2.4 g/l 'y 19.1 ¢l
respectivamente), lo que representa un rendimiento del 23.33% de conversion de
azlcares a bioetanol. La secuencia del pretratamiento establecido e hidrélisis
enzimatica incrementoé la conversion de residuos de melén en azlcares fermentables,
por lo que es un proceso viable para la generacion de bioetanol de segunda

generacion.
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In Mexico, melon, a fruit rich in sugars and lignocellulosic biomass, is usually produced,
which at some point in its chain of trade, the rejected melon is sold at a very low price,
and sometimes it is thrown into the environment, generating contamination and
proliferation of pathogenic microorganisms. On the other hand, lignocellulosic biomass
is considered as the raw material of the future to produce various products of industrial
importance, due to its low cost and its enormous availability. For this it must be
"pretreated” to expose the cellulose of the vegetable fibers. To increase the availability
of fermentable sugars in melon residue samples, a combined pressure and temperature
process and enzymatic hydrolysis were used. The material was collected from
experimental fields in Paila Coahuila and was classified. Subsequently, the solid
fraction was pretreated by hydrothermal processes (90-110°C for residence times
between 5 and 20 minutes). An orthogonal design of experiments was carried out to
optimize operating times and temperatures, and the sugars produced were quantified. A
lignocellulolytic enzyme extract was produced by fermentation in a liquid medium using
the melon juice as substrate. Subsequently, the process of adding the fermentation
liquid extract after the hydrothermal treatment was carried out sequentially, to finally
produce bioethanol from the pre-saccharified biomass. The untreated melon residues
have a high content of hemicellulose, followed by lignin and cellulose. After the
established treatment, higher percentages in cellulose content were obtained,
compared to the untreated samples. In the first 12 hours of the process, the highest
concentration of ethanol and glucose is shown (2.4 g/l and 19.1 g/l respectively), which
represents a yield of 23.33% of conversion of sugars in bioethanol. The sequence of
the established pretreatment and enzymatic hydrolysis increased the conversion of
melon residues into fermentable sugars, making it a viable process for the second

generation of bioethanol.
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INTRODUCCION
El melon Cantaloupe (Cucumis melo L.) en México incrementé 27.3% (593,717
ton) su produccién, siendo Sonora, Coahuila y Guerrero los principales
productores (SIAP, 2017). Cabe mencionar que la Comarca Lagunera, no
obstante, su cercania de los Estados Unidos, no es una regién exportadora de
melon; casi el 100% de su produccion se envia a mercado nacional. Esta
situacion se debe a que muy pocas empresas de la Comarca Lagunera cuentan
con un certificado en materia de inocuidad (Espinoza et al., 2011), requisito
para ser exportador. Lo anterior porque, en octubre del afio 2002, se observo un
brote de Salmonellaen Estados Unidos y fue atribuido a los melones
mexicanos, por lo cual este pais restringid el acceso del fruto al mercado
estadounidense de acuerdo a la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(FDA, por sus siglas en inglés: Food and Drug Administration). Semanas
después, Canada aplic6 también un cierre de fronteras al mel6n mexicano,
segun la Agencia Canadiense de Inspeccion de Alimentos (CFIA, por sus siglas
en inglés: Canadian Food Inspection Agency). En el 2005, a través de
negociaciones entre las entidades sanitarias de México (SENASICA) y Estados
Unidos (FDA) la frontera se vuelve a abrir a productores mexicanos que logren
obtener una certificacion de inocuidad en sus procesos de produccion y
empaque, como lo indica el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria. Al cierre de abril de 2018, en el estado de Coahuila, solamente
dos empresas contaban con una certificacion en Buenas Practicas Agricolas
(BPA) y Buenas Practicas de Manufactura (BPM), una de ellas una empacadora
y otra una unidad con nueve campos de produccion (SENASICA, 2018). De
acuerdo a esto el meldon se sigue vendiendo a los intermediarios a muy bajo
precio y una gran parte no cumple las caracteristicas deseables para el
mercado y es rechazado o tirado al medio ambiente generando contaminacion y
proliferacion de microorganismos patogenos (Espinoza-Arellano et al., 2019).
Se ha estimado que cerca del 20% de la produccion anual de melén es
desechada. En este sentido, también existe una clara falta de desarrollo de

procesos que representen una alternativa al desecho del fruto (Cofecyt, 2011).


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-78582019000100071#B10

La NOM-081-FITO-2001 menciona que se debe realizar el manejo y eliminacion
de focos de infestaciéon y eliminacién de residuos. Se deben buscar alternativas
para generar un valor agregado, el melén posee una composicién que varia de
acuerdo a la variedad de este fruto, en promedio contiene 85-90% de agua, 7-
8% de azucar y alrededor del 10% de celulosa y hemicelulosa (National
Agricultural Library, 2013), y puede ser utilizado para generar bioetanol a partir
de biomasa lignoceluldsica, sin embargo la materia prima debe someterse a un
pretratamiento, que es un paso esencial en el proceso para superar la
recalcitracion de la biomasa lignocelulésica. El pretratamiento consiste en el
fraccionamiento de la biomasa en sus componentes principales: celulosa,
hemicelulosa y lignina para facilitar el posterior ataque enzimatico y microbiano
(Aditiya et al., 2016).

En la actualidad, es necesario considerar otras fuentes de energia para
reemplazar la gasolina. El bioetanol ha surgido como una alternativa para ser
utilizado como biocombustible debido a sus bajas tasas de contaminacion y, a
que se obtiene de una fuente renovable, en los ultimos afios se ha
incrementado el uso de etanol obtenido a partir de la cafia de azlcar; sin
embargo, este biocombustible, considerado de primera generaciéon choca con
diversas situaciones sociales como la seguridad alimentaria, principlamente en
nuestro pais. El bioetanol se puede producir a partir de diferentes fuentes y se
clasifica por generaciones. La segunda generacion (2G) de bioetanol se obtiene
de materiales lignocelulésicos, como maderas duras y blandas, residuos

agroindustriales y agricolas (Aguilar et al., 2018).



JUSTIFICACION
El cambio climatico es un tema de mucha importancia a nivel mundial, debido a
que, por las diferentes acciones del hombre, se han venido incrementando las
emisiones de gases contaminantes y la generacién de residuos organicos e
inorganicos. Igualmente, la agricultura genera contaminacion por los residuos
gue se generan al no poder ser comercializados y por su corta vida de anaquel,
por lo cual se busca realizar investigaciones que ayuden a minimizar este
problema. El uso de residuos agricolas ricos en materiales lignocelul6sicos
como materia prima para producir energias renovables y biocombustibles, es un
proyecto viable que se propone para utilizar residuos de melén como materia
prima en la produccion de monosacaridos fermentables y asi mismo dar valor

agregado a los residuos generados.



HIPOTESIS
La secuencia del pretratamiento con agua caliente liquida e hidrdlisis enzimatica
incrementara la conversion de residuos de meldn en monosacaridos

fermentables.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:
Incrementar la disponibilidad de azlcares monoméricos en muestras de
residuos de meldn, empleando un proceso combinado de agua caliente liquida

e hidrolisis enzimatica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Producir un extracto enzimético mediante fermentacion en medio liquido
empleando los desechos de melén como sustrato para la cepa
Aspergillus niger.

e Pretratar los desechos de meldn aplicando el método de agua caliente
liquida.

e Realizar en secuencia el pretratamiento fisico y el enzimético evaluando

la acumulacién de monosacaridos.



REVISION DE LITERATURA
RESIDUOS DE LA AGROINDUSTRIA (BIOMASA)
La preocupacion de la poblacion mundial por la creciente generacion de
residuos ha marcado una tendencia general hacia la investigacion de nuevas
alternativas que permitan su revalorizacién. Para afrontar esta problematica se
plantea la produccion de biocombustibles a partir de residuos agricolas (Rojas y
Florez 2019).
Aproximadamente un tercio de los alimentos destinados al consumo humano se
pierde o desperdicia. Concretamente, en el caso de frutas y hortalizas se pierde
entre el 40 y 50%. Esta alta y creciente cantidad de residuos hace necesaria
una busqueda de alternativas que revalorizaren los mismos. En esa linea, una
opcién, es la generacion de bioetanol de segunda generacion, que permite
reducir el volumen de residuos y plantea una alternativa al uso los combustibles
fésiles (Hernandez et al., 2017).
Las fuentes de biomasa lignocelulésica (BLC) se pueden dividir en varios
grupos, que incluyen cultivos energéticos (pastos perennes, etc.), plantas
acuaticas, biomasa forestal y desechos (madera blanda y dura, aserrin, poda y
residuos de adelgazamiento de la corteza), residuos agricolas y fraccién
organica de desechos solidos municipales (RSU) (Limayem y Ricke et al.,
2012). Estos recursos de biomasa parecen ser los mas grandes, prometedores,
abundantes y estan disponibles en todo el mundo. La BLC se puede usar como
materia prima de etanol sin practicamente ningun requisito adicional de tierra o
interferencia en la produccion de cultivos de fibra y alimentos (Zabed et al
2016). La tasa de produccion de biomasa vegetal global es de
aproximadamente 109 a 200 toneladas al afio, donde casi 8 a 20 toneladas de
la biomasa primaria siguen siendo potencialmente accesibles para producir
biocombustibles (Saini et al., 2015). Se ha anticipado que se pueden producir
casi 442 mil millones de litros de bioetanol cada afo utilizando BLC, si se
consideran los residuos totales del cultivo y los cultivos desperdiciados (Sarkar
et al., 2012). Solo Estados Unidos genera un total de 1,368 millones de

toneladas (mt) de biomasa utilizable para la produccion de bioetanol, de las



cuales 428 mt provienen de desechos agricolas, mientras que los desechos
forestales (370 mt), cultivos energéticos (377 mt), granos (87 mt) y maiz (58),
desechos municipales e industriales y otros desechos (48 mt) (Saini et al.,
2015). En la tabla 1 se muestran la composicion de diversos materiales

lignoceluldsicos.

Tabla 1. Composicion porcentual en base seca de componentes

lignocelulésicos en varias BLC.

Material
Lignocelulésico Lignina (%) Hemicelulosa (%) Celulosa (%)

Bagazo de cafia de 20 o5 42
azucar

Sorgo dulce 21 27 45
Madera dura 18-25 24-40 40-55
Madera blanda 25-35 25-35 45-50
Mazorcas de maiz 15 35 45
Rastrojo de maiz 19 26 38
Paja de arroz 18 24 32.1
Céscaras de nuez 30-40 25-30 25-30
Pasto 10-30 25-50 25-40
Paja de trigo 16-21 26-32 29-35
Residuos de platano 14 14.8 13.2
Fibras de calabaza 15.46 17.44 66.59
Bagazo de agave 15 19 43

Fuente: Anwar et al., 2014

PRODUCCION DE MELON Y RESIDUOS DERIVADOS

El meldn es un cultivo de gran importancia econémica y social en México,
debido a la magnitud de la superficie sembrada, altos volimenes de produccion,
fuente de empleo e ingreso para los productores, asi como por la generacion de
divisas para el pais. La superficie cultivada con melén en México asciende a
19,076 ha anuales, con una produccién de 543,651 toneladas (SIAP, 2017).

La Comarca Lagunera se caracteriza por ser la principal region melonera del
pais en algunos meses del afo, y las areas sembradas que posee representan
cerca de 20% de la superficie nacional. Entre los municipios productores de

melén se encuentra Matamoros, San Pedro, Torredén, Viesca, Gémez Palacio,



Lerdo, Mapimi y Tlahualilo. Matamoros y Mapimi concentran 56% de la
produccion total de melon obtenida en la Comarca Lagunera (SIAP-SAGARPA,
2016).

En el caso de la Comarca Lagunera las condiciones climaticas relacionadas con
el agua no serian una limitante, pues la totalidad de la produccién de hortalizas
se obtiene bajo condiciones de riego, aunque las heladas y la presencia de
plagas y enfermedades podrian ser un obstaculo para lograr que la produccién
sea mas uniforme en el tiempo (Ramirez et al., 2014). Ademas, las
temperaturas ambientales ideales para producir frutos sélidos y de buen sabor
son entre los 18°C y 25°C. Existe una gran cantidad de variedades disponibles
para la produccion comercial.

En México se utilizan las de tipo cantaloupe (chino, rugoso o reticulado) y en
menor proporcion las de tipo liso, donde destaca la variedad Honeydew
(Agenda Nacional de Investigacion, Innovacién y Transferencia de Tecnologia
2016).

El melén es altamente perecedero por causas enddgenas (reacciones
enzimaticas) o bien por causas exdgenas (agentes fisicoquimicos), por lo que
se dispone de ellos durante periodos cortos de tiempo, los melones
almacenados a 28°C a los dos dias se puede observar la presencia de hongos,
deformaciones, y cuarteaduras. Las cuarteaduras principalmente se presentan
por desequilibrios hidricos (humedad ambiental o riego) durante la formacion
del fruto (Isidro-Requejo et al., 2019).

El meldn en ocasiones es vendido a muy bajo costo; el costo de 2 pesos por
kilo de meldn, no cubre los gastos de la pizca (cosecha) de este producto, y a
este precio tienen pérdidas economicas de hasta 20 mil pesos por hectarea
(Rodriguez, 2019).

MATERIAL RESIDUAL LIGNOCELULOSICO
Los desechos lignocelulésicos son la fuente mas abundante de biomasa no
utilizada. Se componen principalmente de celulosa (30-50%), hemicelulosa

(15-35%) y lignina (10—20%) (Girio et al., 2010). Las celulosas y hemicelulosas



corresponden aproximadamente al 70% de la biomasa completa y estan
estrechamente unidas a la lignina a través de enlaces covalentes e
hidrogénicos que hacen que la estructura sea muy robusta y resistente a
cualquier tipo de hidrdlisis (Limayem y Ricke 2012). Esta naturaleza altamente
recalcitrante esta relacionada con la presencia de lignina, el grado de
cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacion de los polisacéaridos, el
area de superficie disponible y el contenido de humedad (Van Dyk y Pletschke
2012). Ademas, se pueden encontrar otros componentes en menor medida,
como la espectina, proteinas, extractos y cenizas (Girio et al.,, 2010). Estos
compuestos estan presentes en la pared celular y en la lamina media de las
paredes celulares de las plantas. En general, la pared celular de la planta esta
compuesta de distintas capas y puede ser subdividida como paredes primarias
(PW) y secundarias (SW). La distribucion de celulosa, hemicelulosa y lignina
varia considerablemente entre estas capas. La PW es generalmente muy
delgada y esta compuesta por fibras de celulosa en una matriz de pectina y
hemicelulosa. La SW se compone de tres capas, SW1, SW2 y SW3, donde
SW2 (que comprende la mayor parte de la pared celular) suele ser mas gruesa
gue las demas y contiene la mayor parte de la celulosa (aproximadamente el
70%). La lamina media, que une las células adyacentes, estd casi
completamente compuesta de lignina (Gibson et al., 2012). A continuacion, se
describira la estructura de los principales componentes de los desechos

lignoceluldsicos.

Celulosa

El componente mas predominante que se encuentra en todas las paredes
celulares de las plantas es la celulosa. Es un homopolimero lineal de
mondmeros de D-glucosa unidos por enlaces 1,4-glucosidicos que pueden
contener mas de 10,000 unidades de glucosa (Cheng y Timilsina, 2011). Las
cadenas de celulosa estan reticuladas por fuertes enlaces de hidrogeno para
formar microfibras de celulosa (3-4 nm de didmetro). Estas microfibras se unen

entre si, junto con hemicelulosa y pectina, para formar macrofibras (10-25 nm



de didmetro) las cuales exhiben regiones cristalinas, que son muy recalcitrantes
a la degradacion y pequefias partes amorfas, que son mas facil de degradar
(Gibson et al., 2012). La orientacion de las microfibras de celulosa en la pared
celular secundaria tiene un fuerte efecto sobre las propiedades estructurales de
varios tipos de plantas, las microfibrillas de celulosa estan presentes en la pared
celular secundaria, generalmente incrustadas en una matriz amorfa de
hemicelulosas y lignina (Huber et al., 2012). Estas microfibrillas en la matriz se
asocian a menudo en la forma de paquetes de fibrillas de fésforo (Menon y Rao,
2012), y la lignina y la hemicelulosa llenan los espacios entre microfiltros de
celulosa en las paredes celulares primarias y secundarias, asi como las laminas
medias (Eriksson y Bermek, 2009). El alto peso molecular y la estructura
terciaria ordenada hacen que la celulosa natural sea insoluble en agua. Aunque
los materiales con almidon requieren temperaturas de solo 60-70°C para

convertirse de forma cristalina a anamorfa (Limayem y Ricke, 2012).

Hemicelulosa

La hemicelulosa es otro polisacarido que se encuentra en abundancia en las
paredes celulares de las plantas. Es un heteropolimero ramificado complejo, de
azucares y derivados de azucar que forman una red altamente ramificada.
Consiste en aproximadamente 100-200 unidades de azucar tipicamente
compuestas de diferentes monosacaridos que incluyen hexosas (D-glucosa, D-
galactosa y D-manosa), pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y/o azlcares acidos,
como, &cidos D-glucurénico, D-galacturénico y 4-O-metil-D-glucurénico
(Limayem y Ricke, 2012). Otros azucares como a-L-ramnosa y a-L-fucosa
también pueden estar presentes en la matriz, y los grupos hidroxilo de azucares
pueden estar parcialmente sustituidos con grupos acetilo (Girio et al., 2010).
Los xilanos son los principales componentes de la hemicelulosa de las paredes
celulares secundarias, su cadena principal estd compuesta de residuos D-xilosa

(casi 90%) unidos por enlaces B-1,4-glucosidicos (Limayem y Ricke, 2012).
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Lignina

La lignina es otra molécula altamente polimerizada (Aitken et al., 2012). Es un
biopolimero aromatico reticulado hidrofébico complejo, con un peso molecular
de 10,000 Da (Limayem y Ricke, 2012), compuesto por tres componentes
fendlicos principales: p-cumaril, coniferil y alcohol sinapil (Menon y Rao et al.,
2012). Las cortezas de madera blanda tienen el nivel mas alto de lignina (30—
60%) seguidas de las cortezas de madera dura (30-55%), mientras que los
pastos y los residuos agricolas contienen el nivel mas bajo de lignina (10-30% y
3-15%, respectivamente) (Demirbas et al., 2005).

Por otro lado, es importante mencionar que esta materia prima es promisoria en
la produccién de bioetanol de 2da generacion. El proceso de produccién de
bioetanol de 2da generacién consiste en: 1) Molienda de la biomasa, 2)
Pretratamiento, 3) Hidrolisis enzimatica, 4) Fermentacion, 5) Destilacion
(Bardales et al., 2015).

PRETRATAMIENTO TERMICO

El pretratamiento consiste en el fraccionamiento de la biomasa en sus
componentes principales (celulosa, hemicelulosa y lignina) para facilitar el
posterior atague enzimatico y microbiano. El pretratamiento facilita el acceso a
la biomasa al reducir el ordenamiento de la celulosa (cristalinidad), aumentar el
tamafo de poro y el area de superficie de la celulosa, modificar la estructura de
la lignina y solubilizar total o parcialmente la hemicelulosa. Se ha desarrollado
una diversidad de métodos de pretratamiento, que incluyen procesos fisicos,
fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos (Aditiya et al., 2016). El pretratamiento
fisico consiste en la conminucion de la biomasa lignocelulésica con el objetivo
de reducir el tamafio de particula y la cristalinidad de la biomasa mediante
métodos mecanicos como la molienda o astillado (Talebnia et al., 2010). Las
estrategias fisicoquimicas mas utilizadas son el agua caliente liquida (LHW, por
sus siglas en ingles), la explosion de vapor, el pretratamiento con microondas
(Alvira et al., 2010). El pretratamiento LHW se lleva a cabo solo con agua y sin

catalizadores ni productos quimicos adicionales. El agua se calienta a
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temperaturas elevadas mientras se aplica una presion lo suficientemente alta
como para mantener el agua en estado liquido (Tabla 2). Este proceso provoca
alteraciones en la estructura de la lignocelulosa, principalmente a través de la
eliminacién de la hemicelulosa. Después del pretratamiento, la suspension
formada puede filtrarse en una fraccién enriquecida con celulosa sélida y una
fraccion liquida rica en hemicelulosa. Este proceso es un método de
pretratamiento hidrotérmico que se ha utilizado durante varias décadas como
parte de la industria (Taherzadeh y Karimi, 2008).

La fraccidn liquida consiste principalmente en oligosacaridos derivados de
hemicelulosa (35-60% de la materia prima), con una pequefia cantidad de
celulosa (4-15% del material de partida) (Brodeur et al., 2011). Para evitar que
los compuestos inhibidores afecten la hidrélisis enzimatica y la fermentacion, se
desea que la mayor cantidad de lignina posible se solubilice y elimine también
con esta fraccion liquida. La principal ventaja del sistema de LHW es el
potencial ahorro de costos involucrado. Debido a que no se requiere
catalizador, asi como a las bajas cantidades de corrosién que ocurren durante
el proceso, puede tener costos iniciales y de mantenimiento mas bajos en
comparacion con algunos otros métodos de pretratamiento que involucran
productos quimicos agresivos (Aditiya et al., 2016). La conversion bioldgica de
biomasa lignocelulosica a azUcares simples estad constituida de dos pasos
basicos, que constan de un pretratamiento fisico o quimico de los residuos, y de

la hidrolisis enzimatica de los mismos (Aditiya et al., 2016).
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Tabla 2. Tratamientos LHW a diferentes residuos lignocelulésicos

Temperatura

Tipo de residuo (°C) Tiempo (min) Referencia
Mazorca de maiz 170 3 Wany Li, 2011
Paja de trigo 170 3 Wany Li, 2011
Paja de soja 170 3 Wany Li, 2011
Bagazo de cafna 200 5-20 Imman et al., 2013
Paja de arroz 200 5-20 Imman et al., 2013
Mazorca de maiz 200 5-20 Imman et al., 2013
Fruta de palma 200 5-20 Imman et al., 2013
Eucalipto 180 20 Weiqi et al., 2013

HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es un sistema de reaccién heterogéneo
en el que las celulasas en un entorno acuoso reaccionan con los sélidos
pretratados insolubles, particularmente la celulosa estructurada (Gutierrez-
Rojas et al., 2015). La hidrdlisis enzimatica se lleva a cabo en condiciones
suaves de temperatura (40-50°C) y pH (4.5-5.0). La hidrdlisis enzimética es un
proceso respetuoso con el medio ambiente, ya que evita la produccion de
grandes cantidades de aguas residuales asociadas con el uso de hidrolisis
acida o alcalina y no es necesario utilizar equipos resistentes a la corrosion
(Brummer et al. 2014).

Los organismos capaces de degradar celulosa secretan un complejo de
celulasas con diferentes especificidades y modos de accion. Este complejo
incluye endoglucanasas (endo-1,4-B-glucanasas), celobiohidrolasas o
exoglucanasas y B-glucosidasas (Castrillo et al., 2015).

La lignina es degradada por la interaccion de diversas enzimas extracelulares,
principalmente fenoloxidasas (lacasas) y peroxidasas (manganeso-peroxidasa y
ligninaperoxidasa) (Barreto et al., 2011) produciendo compuestos fendlicos tales
como &cido ferulico, acido vanilico, entre otros, y alcoholes como guaiacol y
catecol (Ibraheem y Ndimba, 2013).
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El xilano es la cadena principal de la hemicelulosa, la B-1,4-endoxilanasa y la -
xilosidasa son las enzimas responsables de la hidrdlisis de la cadena principal y
representan los componentes primordiales del sistema xilanolitico (Dashtban et
al., 2009).

HONGOS LIGNOCELULOLITICOS

Existe un gran interés por el uso de enzimas lignoceluloliticas en varias
industrias, y en la biodegradacién de biomasa para la produccion de
biocombustibles y otras aplicaciones. Entre las fuentes microbianas de enzimas,
Aspergillus niger es uno de los microorganismos mas utilizados en la
produccion de enzimas industriales, debido a sus niveles altos de secrecion de
proteina y a su condicibn GRAS (generally regarded as safe) (lzarra et al.,
2010).

FERMENTACION

Desde el punto de vista biotecnolégico, el término fermentacién se define como
un proceso en el que los microorganismos producen biomasa y metabolitos a
partir de sustancias organicas (Suarez y Nieto, 2013).

La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico generado por una oxidaciéon
incompleta bajo condiciones anaerobias, es un proceso de transformacion o
descomposicion quimica de hidratos de carbonos (por lo general azlcares:
como la glucosa, la fructosa, la sacarosa, el almiddn, etc.), en presencia de un
microorganismo, bacteria o levadura para obtener como producto final alcohol
en forma de etanol, diéxido de carbono (CO2). Ademas, se da la formacion de

otros compuestos organicos (El-Mansi et al., 2012).

Fermentacion en medio liquido
El uso de la fermentacion en medio liquido simplifica la generacion de
productos, los sustratos son solubles en el medio, los parametros como la

temperatura, aireacion, temperatura y pH son facilmente controlables en
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comparacion con la fermentacion en estado solido (Castafieda-Casasola et al.,
2018).

ESTRATEGIA DE SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA

El proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS) combina la
hidrélisis de la BLC con la fermentacion en un Unico reactor. Posee ventajas en
comparacion con el proceso de hidrdlisis y fermentacion sucesivas, dado que
los azucares producidos durante la hidrolisis son consumidos de inmediato por
las levaduras, evitando los problemas de acumulacion de azlcares y
contaminacion bacteriana (Area y Vallejos, 2012). Otras ventajas de la SFS son
la disminucion de costos, producida al utilizar un solo fermentador en el proceso
y la disminucién de tiempo de procesamiento y volumen del reactor (Balat,
2011). Esta metodologia es ampliamente utilizada en la produccion de bioetanol

de segunda generacion.

BIOETANOL

Los problemas actuales del agotamiento de la reserva de combustibles fésiles y
los cambios ambientales han aumentado la preocupacion por la busqueda de
energias renovables sostenibles para las generaciones futuras. Los
biocombustibles surgieron como una alternativa viable prometedora para
reemplazar los combustibles fosiles existentes. Entre estos, el bioetanol se
destaca debido a su capacidad para sustituir la gasolina. Sin embargo, el
principal desafio en la industria del bioetanol es la necesidad de descubrir una
materia prima adecuada junto con un enfoque respetuoso con el medio
ambiente y un proceso de producciéon econdomicamente factible (Jambo et al.,
2016).

GENERACIONES DEL BIOETANOL
Actualmente, hay tres generaciones de bioetanol que han prosperado en base a
diferentes materias primas. El bioetanol de primera generacién se deriva de la

fermentacién de glucosa contenida en almidon y cultivos de azucar (Ribeiro,
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2013). Estados Unidos y Brasil son los principales productores de bioetanol en
todo el mundo que utilizan maiz y cafia de azlcar, mientras que la patata, el
trigo y la remolacha azucarera son la materia prima comun para el bioetanol en
Europa (Havlik et al.,, 2011). Sin embargo, el principal inconveniente del
bioetanol de primera generacion es la amenaza de limitacion en el suministro de
alimentos que puede afectar a la poblacion mundial humana, ya que la materia
prima se deriva de las fuentes de alimentos (Arifin et al., 2014). Millones de
personas en todo el mundo padecen hambre, desnutricion y, ademas, la
utilizacidon de los recursos alimentarios como combustible puede conducir a un
aumento de los precios de los alimentos (Gomez et al., 2011). Ritslaid et al.
(2010) especific6 que el bioetanol de primera generacibn no es
econémicamente razonable, ya que el contenido de carbono de las plantas se
pierde principalmente durante el proceso de conversion. Teniendo en cuenta
esta limitacion, los investigadores han presentado una idea que era mas
eficiente tecnoldégicamente y versétil, que es el bioetanol de segunda
generacion (Gabriel y ElI-Halwagi, 2013).

El término "bioetanol de segunda generacion” surgio para superar la disputa de
"alimentos versus combustible" que enfrenta el bioetanol de primera generacién
(Subhadra, 2010). El bioetanol de segunda generacion, también conocido como
"biocombustibles avanzados”, se produce mediante procesos innovadores que
utilizan principalmente materia prima lignocelulésica, residuos forestales y
agricolas (Mohr y Raman, 2013). Las ventajas de estas materias primas son la
facilidad de disponibilidad, que no compite con los alimentos y, por lo tanto,
tiene un impacto mucho menor en el medio ambiente (Jambo et al., 2016).

El bioetanol de tercera generacion se centra en el uso de organismos marinos

como las algas (Jambo et al., 2016).

UTILIZACION DE RESIDUOS PARA BIOETANOL DE SEGUNDA GENERACION
Las plantas utilizan la energia solar capturada durante la fotosintesis para
producir moléculas de carbono que funcionan como soportes estructurales

(hemicelulosa y celulosa). Las moléculas mas complejas como la celulosa y la
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hemicelulosa se pueden procesar quimica y enzimaticamente para producir sus
monomeros, que son glucosa (seis carbonos) y xilosa (cinco carbonos),
respectivamente (Zamora-Hernandez et al., 2014). La glucosa se puede utilizar
por la levadura del pan (Saccharomyces cerevisiae) durante la glicdlisis y la
fermentacion para sintetizar etanol de manera anaerobia. La xilosa no puede
ser utilizada por cepas silvestres de S. cerevisiae, pero si por otras levaduras
como las del género Pichia, o por cepas transgénicas de S. cerevisiae. Para la
produccion de bioetanol, la cepa fermentativa mas comun es la Saccharomyces

cerevisiae (Arismendy et al., 2015) Tabla 3.

Tabla 3. Residuos como sustrato y microorganismos utilizados para la
produccion de bioetanol.

Residuo tratado Microorganismo Referencia
Cascara citricos S. cerevisiae Choi et al., 2015
Céascara de naranja  Escherichia coli KO11 Grohmann et al., 1994
Céascara de naranja  Kluyveromyces Widmer et al., 2009

marxianus
Cascara de platano  S. cerevisiae Choi et al., 2015
Cascara de Pera S. cerevisiae Choi et al., 2015
Pulpa de Manzana S. cerevisiae Choi et al., 2015
Pina Saccharomyces bayanus Segui y Fito, 2017
Seudo tallo de S. cerevisiae Ingale et al., 2014
platano
Pulpa de manzana Aspergillus sojae, Evcany Tari, 2015
T. harzianum
Hojas de cafia S. cerevisiae Zamora-Hernandez et al.,
2014
Papel reciclado S. cerevisiae Zamora-Hernandez et al.,

2014
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MATERIALES Y METODOS

UBICACION

El desarrollo de la investigacion se realizé en la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, en el grupo de Biorrefineria del Departamento de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos, Facultad de Ciencias Quimicas en la Universidad
Autonoma de Coabhuila.

Esta investigacion consté de cinco etapas: en la primera se realizé la
caracterizacion de materia prima; la segunda etapa consta en la produccion del
extracto enzimatico; en la tercera se realiz6 el pretratamiento hidrotérmico LHW;
en la cuarta se realizd la hidrolisis enzimatica; y en la quinta etapa se hizo la

produccion de bioetanol.

MELON COMO MATERIA PRIMA

El Melén fue proporcionado por productores de Paila, Coahuila, México. El
residuo se seco a 65°C durante 62 h, se molioé y tamizo en mallas #8 (2.38 mm),
#12 (1.68 mm) y #20 (0.841 mm). El material se almaceno herméticamente en
bolsas de plastico a temperatura ambiente para su posterior analisis y
experimentacion. Se le midieron azucares totales (Dubois et al.,, 1956),
azucares reductores (Miller, 1959), y se realizé el perfil de monosacaridos por
HPLC y analisis de fibra detergente.

PRETRATAMIENTO HIDROTERMICO LHW Y DISENO EXPERIMENTAL

El pretratamiento consistié en probar temperaturas cercanas a la evaporacion
del agua (90, 100 y 110°C) considerando un menor gasto de energia y en un
futuro, permitir un proceso simultaneo con enzimas lignoceluloliticas.

Se realizé un disefio experimental ortogonal mediante la metodologia de
Taguchi, obteniendo 9 tratamientos. Se analizaron 3 factores, en tres niveles
cada uno (tiempo: 5, 10 y 20 min; temperatura: 90, 100 y 110°C; y No. de malla
de tamizado: #8 (2.38-3.35 mm), #12 (2.00-2.38 mm) y #20 (1.68-2.00 mm). Los
factores se corrieron en el programa Qualitek-4 (Tabla 4). Se someti6 a

tratamiento de LHW. En el biorreactor, se afiadieron 5 g de muestra de melén
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seco. A la fraccion sélida (cascara y semilla) se le midieron azlcares totales y
reductores, asi como la fibra cruda, fibra detergente neutra y fibra detergente
acida. La fraccion liquida recuperada de la hidrdlisis se le realiz6 la medicion de

azucares totales y reductores.

Tabla 4. Arreglo de tratamientos del Disefio Experimental ortogonal.

Tratamientos Temperatura (°C) No. Malla  Tiempo (min)

T1 90 8 5
T2 90 12 10
T3 90 20 20
T4 100 8 10
T5 100 12 20
T6 100 20 5
T7 110 8 20
T8 110 12 5
T9 110 20 10

FERMENTACION LIQUIDA PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS

La cepa A. niger M4 fue cultivada en medio Czapek-Dox modificado, integrado
por (g/l): extracto de levadura (Bioxon, Becton Dickinson de Mexico) (7.65),
KH,PO, (Jalmex Cientifica SA de CV) (3.04), KCI (Jalmex Cientifica SA de CV)
(1.52), MgS0O, (Jalmex Cientifica SA de CV) (1.52) y se afiadieron 5 g de melén
seco. Se afiadieron 50 ml de medio a matraces de 250 ml y se inoculé con
1x10° esp/ml de A. niger M4. La cepa fue proporcionada por el Departamento
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Los matraces se incubaron a 30°C
(Incubadora orbital INO 650V-7) durante 240 horas y se evalu6 cada 24 horas.
Se realizaron muestras destructivas de cada matraz a los tiempos evaluados y
se les determind proteina soluble (Bradford, 1976), azucares totales y
reductores. Los resultados fueron expresados como la media de tres

repeticiones, mostrando la desviacion estandar pertinente.
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CARACTERIZACION DE ENZIMAS

El extracto enzimatico obtenido de la fermentaciéon liquida se utilizé en los
experimentos como complejo enzimatico. Con una concentracion de proteinas
de 2.07 mg/ml.

PRODUCCION DE ETANOL

Pre-inoculo de la levadura

Se utilizé el medio de cultivo YDP al cual se le agrego a un matraz Erlenmeyer
de 250 ml extracto de levadura (Bioxon, Becton Dickinson de Mexico) 10 g/l,
Peptona de caseina (Bioxon, Becton Dickinson de Mexico) 10 g/l, Dextrosa
(MCD-LAB) 50 g/l, (NH4).HPO,; (SIGMA-ALDRICH) 0.5 g/l, MgSO,-7H,0
(Eisen-Golden Laboratories) 0.5 g/l y Levadura Saccharomyces cerevisiae
Lallemand“® Austria. Posteriormente se incubé (Incubadora orbital INO 650V-7)
por 16 horas a 150 rpm a un pH de 4.8 a 35°C. Una vez terminado el periodo de
incubacion, se le agregaron 5 ml de solucién salina 8.5 g/l (Cloruro de sodio
Faga Lab ®) y de la mezcla se tomd 3 ml de células suspendidas de levadura

para la siguiente fase experimental (Gonzéles et al., 2019).

Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SFS)

El proceso de SFS se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: se agrego al
medio de cultivo Buffer citrato 1M, pH 4.5, extracto de levadura 10 g/l (Bioxon,
Becton Dickinson de Mexico), medio Peptona de cisteina 20 g/l (Bioxon, Becton
Dickinson de Mexico), se homogeniz6 perfectamente y se esterilizé en
autoclave (Yamato Scientific SK101C) a 120°C durante 15 minutos. Posterior a
la esterilizacion y bajo condiciones estériles, se agrego el meldn pretratado 1%
(v/v), del complejo enziméatico (10 ml) se tomd muestra de 2 ml y el indculo de la
levadura a concentracion de 0.1% (v/v). Se incubé a 150 rpm a 35°C
(Incubadora orbital INO 650V-7). Se tomaron muestras de 2 mla 12, 24,48y 72
horas para cuantificacion de azucares (Gonzales et al., 2019).

El rendimiento de etanol se calculd utilizando la ecuacion:
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EtOHf
1.111f[biomasa] x 0.511

Donde EtOH' es la concentracién mas alta de etanol (g/l) lograda en el

Rendimiento de etanol = 100

experimento, la expresion del denominador corresponde a la concentracion
tedrica de etanol, 1.111f [biomasa] es el potencial glucosa en ensayos de
sacarificacion y 0.511 es el factor de conversion para glucosa a etanol (Aguilar-

Reynosa et al., 2017).

METODO ANALITICO

Para la determinacién de proteinas se utilizé el método de Bradford, (1976). El
reactivo se preparé disolviendo 100 mg del colorante Azul de Comassie G-250
(SIGMA-ALDRICH) en 50 ml de etanol (Jalmek cientifica) al 95%. Se agregaron
100 ml de acido fosforico (J.T.Baker) 85% (p/v). La solucién se diluy6é en agua
destilada y se afor6 a 1 litro, el reactivo se mantuvo protegido de la luz y se filtro
antes de usar. El ensayo se realizé colocando en un tubo de ensaye 0.100 ml
de muestra, posteriormente se agregan 5 ml de agua destilada, se agitd y se
dejé reposar, y finalmente se midié la absorbancia a 595 nm (BIOBASE-
EL10A).

Los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina del melon (cascara y semilla)
fueron determinados por el método de fibra detergente. Consistié en afiadir 1 g
de meldn a bolsas filtro (ANKOM Technology), para realizar la fibra detergente
cruda. Las bolsas filtro se desgrasaron por 10 min con éter de petréleo (Jalmek
cientifica) y se introdujeron en el Instrumento de digestion ANKOM200 (ANKOM
Technology) con agitacién a 65 rpm. Se vertié solucion acida (H2SO; ANKOM
Technology) y se puso en agitacion y calentamiento dentro del equipo
ANKOM200 por 40 min, después se sacaron y se secaron (Biobase Biodustry
BOV-T70C) por 2 horas y se metieron en acetona (Jalmek cientifica) por 10 min
para desgrasar. Se introdujeron nuevamente al instrumento de digestidon
ANKOMZ200, ahora con la solucion base (NaOH; ANKOM Technology), se
pusieron en agitacion y calentamiento por 40 min, posteriormente se colocaron

en la secadora (Biobase Biodustry BOV-T70C) por dos horas.
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Se realizé la fibra detergente neutra, desgrasando la bolsa con acetona (Jalmek
cientifica) por 10 min y colocandola en el instrumento de digestion ANKOM200.
Se afadi6 solucion detergente neutra (solucion quimica premezclada ANKOM
Technology), sulfito de sodio (Jalmek cientifica) y alfa-amilasa (ANKOM
Technology) en el recipiente. Se puso en agitacion y calentamiento por 45 min,
se repitié el secado.

Para la fibra detergente acida, se desgrasaron y colocaron las muestras en el
recipiente, se afiadié solucién detergente acida (solucion quimica premezclada
ANKOM Technology), se procesaron por 60 min con agitacion y calentamiento.
Enseguida se secaron y finalmente se incineraron en mufla (BIOBASE
Biodustry MB4-10) a 600°C por 2 horas. Esto se realizé para saber qué
porcentaje de lignina, hemicelulosa y celulosa estan presentes en la fraccién de
desechos de meldn seca (Van Soest et al., 1991).

El contenido de glucosa, xilosa, arabinosa y etanol fueron cuantificados por
HPLC (Agilent technology 1200 series Quaternary). Todas las muestras fueron
filtradas a través de un filtro nylon desechable de 0.22 um antes de inyectarse al
equipo. Las muestras (Fase estacionaria) fueron analizadas en una columna
Rezex RCM monosaccharide marca Phenomenex. La temperatura fue de 80°C
y como fase movil (eluente), fue utilizado acido sulftrico 5M (Jalmek cientifica)
(Gonzéles et al., 2019).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el procesamiento de los datos se utilizd el paquete Statistical Analisys
Systems (SAS) version 9.0. Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y
prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0.05). Todos los analisis fueron
realizados por triplicado y se muestran las medias aritméticas, asi como su

desviacion estandar correspondiente.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

COMPOSICION DEL MELON COMO MATERIA PRIMA

Los resultados de la caracterizacién quimica de los residuos de melén seco sin
tratamiento hidrotérmico LHW se muestran en la Tabla 5. Las muestras
presentan un contenido de azUcares totales y reductores derivado de su
naturaleza fruticola, destacando los contenidos de glucosa y xilosa,
monosacaridos que pueden ser empleados en la fermentacién alcohdlica.
Montoro et al, (2015) menciona que en la caracterizacién del mel6n encontrd

73.4 mg/l de azucares totales.

Tabla 5. Caracterizacién quimica del melon seco sin tratamiento Hidrotérmico
(LHW):

Determinacion Concentracion (mg/l)

Azlcares totales 57.975+0.1
Azlcares reductores 12.162+0.1
Glucosa 0.774+0.2
Xilosa 0.639+0.1

La composicion lignocelulésica por tamafio de particula de los residuos de
melén sin tratamiento LHW se muestran en la Tabla 6. EI componente
mayoritario de los residuos de meldén es la hemicelulosa, seguido por lignina y
celulosa, lo que generaria una mayor cantidad de pentosas, derivadas de la
hidrdlisis de hemicelulosa.

Por otra parte, el tamafio de particula afecta el contenido lignocelulésico
presente en el melon, teniendo un impacto favorable en la disminucién del
contenido de lignina, lo que permite exponer mas a la celulosa. Nifio et al.,
(2013) menciona que disminuir el tamafio de las particulas aumenta el area de
superficie especifica, se obtiene mayor liberacion de azucares, esto se debe a

que el proceso de molienda del material vegetal permite incrementar su
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accesibilidad, siendo este uno de los factores mas importantes que determinan

la facilidad de la hidrdlisis de un sustrato lignocelulésico.

Tabla 6. Contenido quimico en base seca (%, p/p) de la biomasa lignocelulésica

segun el tamafio de particula de los residuos de melén seco.

Diametro de
particula (mm) Celulosa Hemicelulosa Lignina
2.38 3%+0.02 25%+0.05 20%=0.07
1.68 6%=+0.03 25%=0.05 16%+0.06
0.841 13%+0.1 15%+0.04 10%+0.03

PRODUCCION DE EXTRACTO ENZIMATICO MEDIANTE FML

En la figura 1 se muestra la cinética de los azlcares totales y reductores
durante el proceso fermentativo para la obtencion del extracto enzimético. Se
observa una importante disminucion de los azlcares totales dentro de las
primeras 48 horas, posiblemente debido a la hidrélisis por parte del
microorganismo en busca de fuentes de carbono monoméricas y de facil
asimilacion. La tendencia de disminucién en la concentracion de azUcares
totales se mantiene desde las 48 horas hasta las 240 horas, donde se alcanza
una reduccion del 75%, mostrando que el hongo Aspergillus niger en
condiciones de 30°C presenta la maquinaria enzimatica para degradar los
residuos de meldén, conformados por carbohidratos complejos lignoceluldsicos y
carbohidratos de facil asimilacion. La temperatura 6ptima para A. niger es de 30
°C para su crecimiento y produccion de enzimas (Bansal et al., 2012).

En cuanto a la cinética de azucares reductores durante el proceso fermentativo,
se observa una disminucion en las primeras 24 horas, manteniendo un
promedio de 3.7 mg/ml entre las 24 y 96 horas de fermentacion, lo que
representa que el microorganismo esta asimilando los monosacaridos para
metabolizarlos y estimular el crecimiento celular. A las 120 horas de
fermentacién se presenta un incremento en la concentracion de azucares

reductores, manteniendo un promedio de 8.2 mg/ml entre las 120 y las 216
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horas de fermentacion, con una tendencia de disminucion hacia las 240 horas.
Este incremento en el contenido de azlcares reductores se puede deber a la
acumulacion de disacaridos y monosacaridos derivados de la degradacion de
los polisacéaridos presentes en la matriz vegetal, e incluso a grupos reductores
en las terminaciones de los polimeros hidrolizados (Baskan et al.,, 2016). Es
sabido que el hongo Aspergillus niger es un microorganismo que degrada los
polisacaridos de la pared celular de plantas y es capaz de producir celulasas
(Florencio et al., 2016; Patyshakuliyeva et al., 2016; Abdullah et al., 2018),

xilanasas y lacasas (Romero-Cortez et al., 2019).
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Figura 1. Comportamiento cinético de azlcares totales y reductores durante el proceso de
fermentacion liquida de los residuos de meldn deshidratados. Los puntos representan la media
de los valores experimentales y las barras la desviacién estandar.

El perfil de monosacaridos derivado de la cinética de fermentacion de los
residuos de melon se muestra en la figura 2. Se observa que de los tres
monosacaridos evaluados (glucosa, xilosa y arabinosa) la glucosa mostré

mayores valores (3.70+0.016 g/l) a las 96 horas de fermentacion. Los valores
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obtenidos nos indican que el microorganismo es capaz de hidrolizar
enzimaticamente los residuos lignoceluldsicos y obtener glucosa como fuente
de carbono para sus funciones metabdlicas. Cabe destacar que, aunque el
mayor monosacarido cuantificado es la glucosa, también se presentan
cantidades de xilosa (0.35+£0.017 g/l) y arabinosa (0.076+0.001 g/l) obteniendo

sus valores maximos a las 72 horas.
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Figura 2. Comportamiento cinético del perfil de monosacaridos durante el proceso de
fermentacion liquida de los residuos de meldn deshidratados. Los puntos representan la media
de los valores experimentales y las barras la desviacién estandar.

El método de unién del pigmento a la proteina (Bradford, 1976) conlleva un
proceso simple, estable y sensible de interaccidn colorante-proteina y puede ser
empleado en la estimacién de los procesos metabdlicos de los microorganismos
(Cordova-Lopez y col., 1996; Adekunle y col., 2017; Inca-Torres y col., 2018).
La determinacion indirecta de biomasa de Aspergillus niger, se expreso en
concentracion de proteina en mg/ml promedios, observandose una tendencia

creciente en relacion al tiempo de incubacién, con un valor maximo de 2.07
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mg/ml a las 240 horas de evaluacién (Figura 3). Llenque-Diaz et al. (2015)
menciona que la produccion de celulasas por A. niger se incrementd
significativamente en la medida que aumentaba las horas de incubacion en el
biorreactor en las condiciones de ensayo. En un estudio para evaluar el
potencial de los residuos de melén como sustrato en un cultivo semisélido para
la bioproduccion de celulasas y el potencial prebiético in vitro, Rolim et al.,
(2018) mostraron la capacidad de crecimiento y generacién de celulasas a partir
del hongo Aspergillus oryzae.

0.2 . 4
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Figura 3. Comportamiento cinético del contenido de proteinas durante el proceso de
fermentacion liquida de los residuos de meldn deshidratados. Los puntos representan la media
de los valores experimentales y las barras la desviacién estandar.

ANALISIS EXPERIMENTAL DEL PRETRATAMIENTO LHW

Los niveles evaluados experimentalmente para poder estudiar el efecto del
pretratamiento LHW presentaron perfiles de calentamiento y enfriamiento con
tiempos de 30+2 °C/seg y 40+2 °C/seg respectivamente. La tabla 7 muestra los
analisis de varianza efectuados para los azlcares totales y reductores de la
fraccion soélida de los tratamientos derivados del disefio ortogonal L-9. Posterior

al tratamiento LHW, los factores temperatura, tamafo de particula y tiempo en
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los niveles individuales evaluados, no mostraron efectos significativos (p<0.10)
para la liberacion de azucares totales. Sin embargo, el modelo estimado por el
anélisis de Taguchi (R? = 86.1%) logré determinar que el mayor efecto para
incrementar los niveles de azlcares totales para la fraccion solida hidrolizada
estd dado por el tamafio de particula, seguido por la temperatura del proceso
(Figura 4).

Tabla 7. ANOVA del disefio Taguchi para los azUcares totales y reductores de

la fraccion solida del residuo de meldn tratado con LHW.

n Fuente GL SSSec SSAjust MCAjust F p
% Temperatura 2 75.90 75.90 37952 2.39 0.295
S Particula 2 102.38 102.38 51.191 3.23 0.237
g Tiempo 2 18.53 18.53 9.263 0.58 0.631
§ Error residual 2 31.72 31.72 15.858
< Total 8 22853

Fuente GL SSSec SSAjust MCAjust F p

" Temperatura 2 2.7250 2.7250 1.3625 10.54 0.087

gg Particula 2 06493  0.6493  0.3247 251 0.285
S S Tiempo 2 1.6711 1.6711 0.8355 6.46 0.134
<8 Erorresidual 2 02585 02585  0.1293

Total 8 5.3040

Para los azUcares reductores en la fraccion sélida obtenida posterior al
tratamiento LHW, solamente el factor temperatura, mostré un efecto significativo
(p=0.10) para la liberacién de azucares reductores. El modelo estimado por el
anélisis de Taguchi (R? = 95.1%) logré determinar que el mayor efecto para
incrementar los niveles de azlcares reductores para la fraccion sélida
hidrolizada esta dado por la temperatura seguido por el tiempo de residencia del

proceso (Figura 5).
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Figura 4. Efectos principales para las medias de azucares totales liberados en

la fraccién soélida tratada con LHW.
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Figura 5. Efectos principales para las medias de azucares reductores liberados

en la fraccién sélida tratada con LHW.

La tabla 8 muestra los analisis de varianza efectuados para los azucares totales

y reductores de la fraccion liquida de los tratamientos derivados del disefio
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ortogonal L-9. Dentro del analisis de la liberaciébn de azlcares totales en la
fraccion liquida obtenida posterior al tratamiento LHW, el Unico factor que
mostré efecto significativo (p<0.10) fue el tamafio de particula. EI modelo
estimado por el andlisis de Taguchi (R*= 94.8%) logré determinar que el mayor
efecto para incrementar los niveles de azlcares totales para la fraccién liquida
hidrolizada esta dado por el tamafio de particula, seguido por el tiempo de
residencia del proceso (Figura 6).

Tabla 8. ANOVA del disefio Taguchi para los azucares totales y reductores de la
fraccion liquida del residuo de melon tratado con LHW.
Fuente GL SSSec SSAjust MC Ajust F p

% Temperatura 2 0.3912 0.3912 0.1956 0.15 0.871
§ Particula 2 37.2630 37.2630 18.6315 14.17 0.066
§ Tiempo 2 10.7749 10.7749 5.3875 4.10 0.196
§ Error residual 2 2.6304 2.6304 1.3152
< Total 8 51.0596

Fuente GL SSSec SSAjust MC Ajust F p

* Temperatura 2 1.9628 1.9628 0.9814 1.12 0.471

%% Particula 2 2.5258 2.5258 1.2629 1.45 0.409
S S Tiempo 2 0.5839 0.5839 0.2919 0.33 0.749
<8 Erorresidual 2 17452 17452  0.8726

Total 8 6.8176

Respecto a los factores evaluados en la fraccion liquida obtenida posterior al
tratamiento LHW, ninguno mostré un efecto significativo (p<0.10) para la
liberaciébn de azucares reductores. Sin embargo, el modelo estimado por el
anélisis de Taguchi (R? = 74.4%) logré determinar que el mayor efecto para
incrementar los niveles de azlcares totales para la fraccion sélida hidrolizada
estd dado por el tamafio de particula, seguido por la temperatura del proceso
(Figura 7).
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Figura 6. Efectos principales para las medias de azUlcares totales liberados en
la fraccién liquida tratada con LHW.

Temperatura Particula Tiempo
34
32
w 30
3
-]
]
= 28
]
o
8
g 26
=
24
22
20
90 100 M 8 12 20 5 10 20

Figura 7. Efectos principales para las medias de azucares reductores liberados

en la fraccion sélida tratada con LHW.
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El disefio experimental permitid6 determinar las condiciones que mas favorecen
la liberacion de azucares totales y reductores posterior al tratamiento con LHW
(Tabla 9).

Tabla 9. Condiciones obtenidas para favorecer la liberacion de azlcares totales y

reductores

Temperatura (°C) Particula (mm) Tiempo (min)

Slurry

Az(cares totales 90 8 5
AzUlcares reductores 90 12 5
Hidrolizado

AzUcares totales 110 8 20
AzUlcares reductores 110 20 5

Los tiempos de exposicién prolongados a temperaturas elevadas induce a que
los azucares totales y reductores comiencen a degradarse, transformandose en
compuestos no deseados para una posterior utilizacion (fenoles y furfurales)
(Avci et al., 2013).

ANALISIS DE FIBRA

En cuanto al analisis de fibras posterior al tratamiento con LHW, se buscaba
disminuir la concentracion de hemicelulosa y lignina en la fraccion sélida y
obtener una mayor cantidad de celulosa en el slurry procesado (Ruiz y col.,
2013). De acuerdo con lo mostrado en la Figura 8, los tratamientos con menor
temperatura llevan una tendencia a disminuir el contenido de hemicelulosa en el

slurry, seguido con un mayor tamafio de particula.
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Figura 8. Porcentaje del contenido de biomasa lignocelulésica en la fraccion

soélida de meldn pretratado.

Aunque los datos del ANOVA no mostraron un efecto significativo (p<0.10) para
la disminucién de hemicelulosa (Tabla 10), el modelo estimado (R? = 82.5%)
corrobora que el mayor efecto para disminuir el contenido de hemicelulosa para
la fraccion soélida hidrolizada esta dado por la temperatura del proceso, seguido
del tiempo de residencia (Figura 9).
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Tabla 10. ANOVA del disefio Taguchi para el contenido de hemicelulosa y lignina de la

fraccion Solida del residuo de meldn tratado con LHW.

© Fuente GL SSSec SSAjust MC Ajust F p
o  Temperatura 2 127.26 127.26 63.632 3.82 0.208
= Particula 2 13.70 13.70 6.852 0.41 0.709
é Tiempo 2 16.54 16.54 8.269 0.50 0.668
L Error residual 2 33.33 33.33 16.667
Total 8 190.84
Fuente GL SSSec SSAjust MC Ajust F p
© Temperatura 2 4,715 4,715 2.357 0.35 0.740
£ Particula 2 20.051 20.051 10.026 1.50 0.401
§> Tiempo 2 148.518 148.518 74.259 11.08 0.083
= Errorresidual 2  13.407  13.407 6.704
Total 8 186.691
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Figura 9. Efectos principales para las medias de disminucién de hemicelulosa

en la fraccién sélida tratada con LHW
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Por otra parte, el tiempo de residencia en el proceso de LHW mostré un efecto
significativo (p<0.10) para la disminucion de lignina en la fraccion sélida tratada
(Tabla 10). El descenso en el contenido de lignina se vio afectado en primera
instancia por el tiempo de residencia (R* = 92.8%), seguido por el tamafio de

particula del material (Figura 10).
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Figura 10. Efectos principales para las medias de disminucion de lignina en la fraccion

sélida tratada con LHW

El disefio experimental permitié determinar las condiciones que mas favorecen
la solubilizacion de hemicelulosa y lignina en la fraccion liquida, y con ello

disminuir su contenido en la fraccién sélida analizada posterior al tratamiento

con LHW (Tabla 11).
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Tabla 11. Condiciones obtenidas para favorecer la disminucién de hemicelulosa

y lignina en la fraccién sélida posterior al tratamiento con LHW

Fraccion solida Temperatura (°C) Particula (mm) Tiempo (min)
90 20 10

100 8 20

Hemicelulosa

Lignina

Los residuos solidos derivados de los tratamientos con LHW son mas accesible
para la hidrdlisis enzimética por su mayor concentracion de celulosa, como lo
menciona Yu et al. (2015), que el método de agua caliente liquida para pretratar
los pastos contribuyo en la mejora de la accesibilidad de la celulosa. Al
calentarse en el proceso LHW la hemicelulosa se despolimeriza principalmente
y sus productos de degradacion se disuelven en la fase liquida durante el
pretratamiento de LHW, mientras que la celulosa se retiene completamente en
la porcion sélida. La lignina sufre las reacciones simultdneas de
despolimerizacion y repolimerizacion que se refieren a la transicidn vitrea del
estado vitreo al gomoso (Ko et al., 2015). El efecto principal que se pretende
con los procesos hidrotérmicos es la solubilizacion de la fraccion hemiceluldsica
(Ruiz et al., 2013; Moure et al., 2017) para dejar libre a la celulosa presente en
el material tratado. Con el fin de estudiar el comportamiento del sistema agua-
material lignoceluldsico bajo procesamiento hidrotérmico, se han desarrollado
modelos cinéticos para explicar la solubilizacion de la hemicelulosa y sus
fracciones en procesos isotérmicos y no-isotérmicos (Ruiz et al., 2013).
Overend y Chornet (1987) definieron el factor de gravedad o el orden de
reaccion (Ro), para la solubilizacion de hemicelulosas en tratamientos

hidrotermales isotérmicos como:

logRy = fot exp (%) -dt 1)
Donde logR, es el orden de reaccién (min), T es la temperatura del proceso
hidrotérmico (°C), t es el tiempo de reaccion (min), T €s la temperatura de
referencia y w, es un parametro empirico relacionado con la energia de
activacion de la hemicelulosa (14.75 K), suponiendo una cinética de pseudo

primer orden (Ruiz y col., 2013). Debido al amplio rango de variacion de Ry, es
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comun usarlo en forma logaritmica. Los diversos tratamientos establecidos
lograron un maximo valor de factor de severidad de [LogRo]=1.6 para el
tratamiento 7 (110°C de temperatura, tamafio de particula de malla #8 (2.38-
3.35 mm) y un tiempo de proceso de 20 minutos). Las caracteristicas antes
mencionadas generaron un perfil de monosacaridos con una cantidad final de
glucosa de 15.3 g/l y de xilosa de 8.3 g/l, mismas que seran utilizadas en la
siguiente etapa.

SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA (SFS) PARA LA PRODUCCION DE
BIOETANOL

La cinética de la hidrolisis enzimatica, la fermentacion y sacarificacion
simultdnea de los residuos tratados con LHW se muestran en la figura 11. En
las primeras 12 horas del proceso se muestra la mayor concentracion de etanol
y glucosa (2.4 g/l y 19.1 g/l respectivamente). El incremento en la concentracion
de glucosa puede deberse a la accidn conjunta que realizan las enzimas
celulasas del extracto enzimatico y de la levadura, logrando un aumento en los
valores del monosacérido. La produccion y concentracion de etanol, parece
estar ligada al contenido de glucosa en el medio fermentativo, el cual presenta
un aumento en las primeras 12 horas de proceso y posteriormente comienza a
descender, tanto la concentracion de glucosa, como la de etanol, lo que resulta
en bajas concentraciones de glucosa disponibles para la levadura, lo que
conduce a una menor produccion de bioetanol (Koppram et al., 2014).

En las condiciones del experimento dio como resultado un rendimiento de
conversion a etanol del 23.33%, a comparacion de otros autores el rendimiento
fue bajo, Garcia y Garza (2016) mencionan que obtuvieron una concentracion
maxima de 27 g/l de etanol, lo cual equivale a 90% de rendimiento en olote
pretratado con una temperatura de operacién de 35°C. Arismendy et al. (2015)

menciona que Saccharomyces tiene buena produccién de etanol a los 35°C.
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Figura 11. Comportamiento cinético del perfil de monosacaridos y produccion
de etanol durante el proceso SFS de los residuos de melén hidrolizados. Los
puntos representan la media de los valores experimentales y las barras la

desviacion estandar.
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CONCLUSIONES

Los residuos de meldn presentan buena cantidad de azlcares y biomasa
lignocelulésica para ser considerados como materia prima promisoria en
la obtencidon de metabolitos y biocombustibles como bioetanol.

La cepa de Aspergillus niger evaluada fue capaz de degradar los
residuos de melon, incrementando la concentracion de monosacaridos
en el medio.

La secuencia del pretratamiento con hidrotérmico (LHW) e hidrdlisis
enzimatica, incremento la conversion de residuos de melon en azucares
fermentables. La hidrélisis y fermentacién simultanea de residuos de
meldn pretratado, permite obtener azlcares por hidrolisis enzimatica,
mientras la levadura fue capaz de consumir los azlcares fermentables y

producir bioetanol de segunda generacion.
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