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Pretratamiento fiingico de biomasa de Agave lechuguilla
Torr. para la produccion de etanol

Fungal pretreatment of Agave lechuguilla Torr. biomass

to produce ethanol
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Abstract:

Recently, the biomass of Agave lechuguilla has been reported as a raw material with potential for the production
of ethanol. However, the high energy expenditure in the pretreatment used, requires the search for methods that
minimize this parameter and favor an improvement in the economic feasibility of the process. Compared to
traditional pretreatment technologies, biological pretreatment offers an alternative in which lignin removal
enzymes are able to unfold the complex structures of lignin, without the use of chemicals and with lower energy
expenditure. In this work the biological pretreatment of biomass of Agave lechuguilla with Phanerochaete
chrysosporium H-298 was evaluated. The two factors assessed for the optimization of the process were: the
incubation time and the concentration of the nitrogen source. The results showed a maximum delignification (36.15
%), preserving cellulose without significant changes. The optimal pretreatment conditions were: 60 days of
incubation and a nitrogen concentration of 1 M. The enzymatic hydrolysis of the pretreated material using the Cellic®
CTec3 enzymatic complex showed a maximum glucose release of 44.9 g L! at 92 hours, corresponding to hydrolysis
yield of 93.09 %, higher than that obtained in the hydrolysis of the biomass without pretreatment (37.92 %). The
concentration of ethanol at 10 h of fermentation was 16.53 g L™! (equivalent to an ethanol concentration >2 v/v),
observing 5.7 g L of glucose remainder at this incubation time.
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Resumen:

Recientemente la biomasa del cogollo de Agave lechuguilla ha sido establecida como materia prima con potencial
para la produccion de etanol, sin embargo, el alto gasto energético en el pretratamiento requiere la basqueda de
métodos que lo minimicen y propicie una mejora en la factibilidad econémica del proceso. En comparacion con las
tecnologias tradicionales, el pretratamiento bioldgico ofrece una alternativa en la que las enzimas de remocion de
la lignina son capaces de desdoblar las estructuras complejas de la misma, sin el uso de quimicos y con menor
gasto energético. En este trabajo se probd el uso de Phanerochaete chrysosporium H-298 en la biomasa de Agave
lechuguilla. Los dos factores ensayados para la optimizacién del proceso fueron el tiempo de incubacion y la
concentracion de la fuente de nitrdogeno. Los resultados mostraron una maxima deslignificacion (36.15 %), se
preservo la celulosa sin cambios significativos. Las condiciones éptimas de pretratamiento fueron: 60 dias de
incubaciéon y una concentracién de nitrégeno de 1M. La hidrodlisis enzimatica del material pretratado con el
complejo enzimatico Cellic® CTec3 mostré una maxima liberacion de glucosa de 44.9 g L a las 92 horas, con
rendimiento de hidrdlisis de 93.09 %, mayor al obtenido en la hidrdlisis de la muestra sin pretratar (37.92 %). La
concentracion de etanol a las 10 horas de fermentacion fue de 16.53 g L (equivalente a una concentracién >2
% v/v de etanol) con 5.7 g L! de glucosa remanente a ese tiempo de incubacion.
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Introduccion

La comercializacion de biocombustibles es actualmente una realidad en varios paises.
Por ejemplo, en Brasil el etanol de primera generacion (1G) se produce a partir de
cafa de azlUcar y en Estados Unidos de América, del maiz. Sin embargo, la
incorporacion de materias primas de uso comestible conlleva una serie de
consecuencias indeseables, en particular a la escasez y el aumento de los precios de
los alimentos (Buruiana et al., 2014). Para evitar problemas de seguridad alimentaria
por el aprovechamiento de recursos que contienen almidéon o sacarosa, los
lignoceluldsicos (MLCs) son la base mas adecuada para la produccién de etanol de
segunda generacion (2G) (Althuri et al., 2017).

Se han logrado enormes avances en la industria lignoceluldsica en los ultimos diez
anos. Actualmente, cinco plantas comerciales han sido inauguradas en los afos
recientes: tres de estas en Estados Unidos de América (una en Kansas y dos en Iowa),
las cuales fabrican etanol a partir de rastrojo de maiz. Las otras dos se ubican en
Alagoas, Brasil y elaboran dicho producto del bagazo de cana de azucar; y en

Crecentino, Italia, con paja de trigo (Gonzalez et al., 2017).

Debido a las complejas estructuras de la pared celular de la planta en los MLCs, se
ha demostrado que existen varios métodos fisico-quimicos de pretratamiento, entre
ellos la explosién de vapor, la explosion de fibra con amonio, acido diluido y alcali.
Ademas, existen los pretratamientos con solventes organicos, que han mostrado su
capacidad de disminuir la recalcitrancia de los MLCs y mejorar la subsecuente etapa
de hidrdlisis enzimatica para la obtencion de biocombustibles o productos de alto valor

agregado (Pérez-Pimienta et al., 2017).

En comparacion con las tecnologias actuales de pretratamiento, el método biolégico
ofrece una alternativa en la que las enzimas de tipo oxidasas son capaces de
desdoblar las estructuras que forman la lignina (Arora et al., 2016) de una manera
amigable con el medio ambiente, debido a la ausencia de solventes quimicos y al

menor gasto energético (Sindhu et al., 2016). Este método de pretratamiento se
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realiza por la accion de hongos de podredumbre blanca que expresan este tipo de
enzimas (lignina peroxidasa, lacasa, manganeso peroxidasa) como: Phanerochaete
chrysosporium Burds, Oxysporus sp. y Ganoderma sp. (Wan y Li, 2012). Esta opcién
ha demostrado una mejora en la hidrdlisis enzimatica y en la fermentacion de etanol,
lo que la convierte en un proceso que puede reemplazar a los métodos termoquimicos
(alcalino, acido diluido, liquidos idnicos y organosolvente), siempre y cuando sea lo

suficientemente rapido (Yang y Savage, 2016; Huang et al., 2017).

Hay que destacar que los métodos termoquimicos enfocados a la remocién de lignina varian
en las condiciones de pretratamiento, incluyendo el tiempo de operacidn. Yang y Pan (2012)
llevaron a cabo el proceso en hojas de Agave americana L. con NaOH al 8 % a 180 °C por
30 min, de lo que resulté que el material pretratado se enriquecio en glucanos hasta en 58.8
%. Pérez et al. (2013, 2015) y Pérez-Pimienta et al. (2017) confirmaron que el contenido de
glucanos se incrementd (en el rango de 41 a 66 %) después del pretratamiento de bagazo
de Agave tequilana F. A. C. Weber con liquidos idnicos de acetato de 1-etil-3-metilimidazolio
[Comim][OAc] a 120 o 160 °C por 3 h. Finalmente, Caspeta et al. (2014) encontraron el
mejor contenido de glucanos (79.8 %) en muestras de solidos de bagazo de Agave tequilana
pretratado por un método etanosolvente a 160 °C con 0.5 % (p/p) de acido sulfurico y 50 %

(p/p) de etanol por 10 min.

Una de las principales actividades econémicas de los pobladores de las zonas aridas y
semiaridas del Altiplano Mexicano, es la recoleccién, acopio y comercializacién de plantas
silvestres. Entre ellas destaca Agave lechuguilla Torr., la cual es considerada entre los
recursos forestales no maderables con mayor valor social y econdmico (Pando et al.,
2004; Narcia et al., 2012). Su recoleccién es un factor importante en la economia de
numerosas familias del area rural, por los ingresos netos que representa, donde la fibra
es la materia prima importante para diversas empresas nacionales y extranjeras, que la
utilizan en la elaboracion de diferentes productos, principalmente en la industria cepillera
(Castillo et al., 2008, 2013). Actualmente, la biomasa de A. lechuguilla ha sido reportada
como una materia prima potencial para la produccion de etanol (Carmona et al., 2017;
Morales et al., 2017; Ortiz et al., 2017, Diaz et al., 2018).
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Sin embargo, el alto gasto energético en la etapa de pretratamiento por autohidrdlisis
(190 °C por 30 min) o con acido diluido (180 °C, H2SO04 al 1.24 % p/v) ha promovido
el estudio de otros métodos que minimicen este parametro y propicien una mejora

en la factibilidad econémica del proceso.

Los mecanismos para la obtencién de la materia prima de A. lechuguilla para la
obtencién de etanol, podrian tener dos vias. Una seria el aprovechamiento de las
poblaciones naturales que ocupan en el pais cerca de 20 millones de hectareas
(Castillo et al., 2011), y la segunda mediante el establecimiento de plantaciones

comerciales en areas abandonadas al cultivo o ecosistemas degradados.

Si la biomasa de los cogollos de plantaciones es el insumo principal y alcanza una mezcla
de etanol de 5.8 %, para el estado de Coahuila se requeririan alrededor de 72 000 ha,
ambas rutas generaran la creacion de nuevos empleos, aparte del aprovechamiento
de la lechuguilla para la obtencion de fibra que se realiza actualmente de poblaciones
silvestres. Bajo un sistema de produccién comercial, el rendimiento de biomasa por
hectarea seria de 10 ton hal. Con base en resultados previos obtenidos por Morales
et al. (2017), el rendimiento de produccién de etanol a partir de biomasa pretratada
por autohidrdlisis es de 66 L ton! de biomasa seca. El gasto energético en la etapa
de pretratamiento y el costo de complejo enzimatico durante la hidrodlisis enzimatica

son los factores de mayor impacto en el costo de produccion.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue optimizar el pretratamiento
biolégico de biomasa de Agave lechuguilla con Phanerochaete chrysosporium H-298

y evaluar la produccion de etanol a partir de los hidrolizados enzimaticos obtenidos.
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Materiales y Métodos

Materia prima

Los cogollos estan constituidos por una estructura cénica formada por las hojas mas
tiernas agrupadas al centro de la planta y se regenera después del corte, por lo que
se puede recolectar de la misma planta varias veces. Los ejemplares de Agave

lechuguilla (10 cogollos) fueron recolectados en el municipio Ramos Arizpe, Coah.

Para su conservacion y almacenamiento en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila, los
cogollos se secaron en un deshidratador de charolas Marca Koleff Mod. KL10, a 45 °C
por 24 h y posteriormente fueron desojados, molidos y tamizados en un molino de
corte Retsch SM100, hasta alcanzar 2 mm promedio de tamafio de la particula.
Finalmente, el material fue mezclado y almacenado a temperatura ambiente en

28 °C en recipientes de plastico (30 x 15 x 15 cm) hasta su pretratamiento.

Caracterizacion quimica de la biomasa de Agave lechuguilla Torr.

El contenido de humedad se precisé con un analizador de humedad (OHAUS BL-
MB23). Los extractivos y cenizas se separaron por medio de los métodos analiticos
del Laboratorio Nacional de Energia Renovable de los Estados Unidos de América
(NREL): NREL/TP-510-42619 (Sluiter et al., 2005) y NREL/TP-510-42622,
respectivamente (Sluiter et al., 2008). La determinacién de celulosa (glucano),
hemicelulosa (xilano) y lignina se realizé de acuerdo con el procedimiento analitico
de laboratorio (LAP): NREL/TP-510-42618) modificado por Mussatto et al. (2011). Se
hidrolizaron 500 mg del material con H.SO4 a 72 % (p/p) durante 7 min a 50 °C.

Posteriormente, el hidrolizado obtenido se diluyd hasta 4 % con agua destilada.

Se hizo una segunda hidrdlisis de la mezcla de reaccidn por autoclave a 121 °C
durante 1 h. La solucién sometida a la autoclave se pasé por filtros PVDF de 0.2 ym

para su analisis por cromatografia liquida de alta eficacia (high performance liquid
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chromatography) (HPLC). Los residuos sélidos derivados de la filtracion se usaron
para calcular la lignina insoluble en acido (lignina Klason). El contenido de proteinas

se determind por el método de Kjeldahl (Nielsen, 1994).

Obtencion de esporas de Phanerochaete chrysosporium H-298

El cultivo de la cepa P. chrysosporium H-298 fue obtenida de la Coleccion de Cultivos
Microbianos (CDBB) del Centro de Investigacidon y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV/IPN), México. Su propagacidon se hizo en papa
dextrosa agar (PDA) por 2 dias a 30 °C. Las esporas fueron recolectadas y

resuspendidas en agua destilada estéril y almacenadas a 4 °C hasta su uso.

Pretratamiento de A. lechuguilla con P. chrysosporium H-298

Para el efecto se utilizaron nueve matraces Erlenmeyer de 125 mL con 5 g de cogollo
seco y molido de A. lechuguilla previamente esterilizado con un volumen de solucion
de medio de Kirk modificado (en g L'1: 2.0 de KH2PQO4, 0.5 g L' MgS04:5H,0, 0.1 de
CaClz*H20, 0.03 de MnS04:7H20, 0.012 de extracto de levadura, 0.2 de tartrato de
amonio y 1mg L de tiamina), hasta obtener una humedad inicial de 60 %. El medio
fue inoculado con 5 pL de la solucién de esporas de P. chrysosporium H-298, bajo
condiciones estériles en una campana de flujo laminar. Los matraces se colocaron en
una incubadora orbital New Brunswick™ 124/24R a 30 °C por un tiempo de incubacion
de 10, 15y 20 dias. Después de cada ensayo, la biomasa de A. lechuguilla fue lavada
con agua destilada y secada en un horno a 45 °C por 24 h. De cada muestra se
determind el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de acuerdo con los

protocolos descritos.
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Optimizacion del proceso de deslignificacion de biomasa de A.

lechuguilla con P. chrysosporium H-298

Los experimentos se realizaron en 21 matraces Erdenmeyer de 250 mL, en los cuales se
colocaron 10 g de cogollo de Agave lechuguilla previamente esterilizados, 50 mL de soluciéon
de medio Kirk y 10 uLde indculo de esporas de P. chrysosporium H-298. Los matraces se

colocaron en un agitador orbital (New Brunswick™ 124/24R) a 30 °C y 150 rpm.

La optimizacidén se hizo mediante un disefio factorial 32, con el paquete estadistico
Minitab® versidon 17 (Minitab Inc., 2010), en el cual los factores de interés fueron: 1)
el tiempo de incubacion (20, 40 y 60 dias) y; 2) la concentracion de nitrégeno
(tartrato de amonio) en medio (1M, 2M y 3M) (cuadros 1 y 2). Después de cada
ensayo, la biomasa de A. lechuguilla fue lavada con agua destilada y secada en un
horno (Koleff Mod. KL10) a 45 °C por 24 h. Al concluir el procedimiento, a cada
muestra se le determind su contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de acuerdo

con el protocolo descrito.

Hidrdlisis enzimatica de la biomasa de Agave lechuguilla

pretratada con P. chrysosporium H-298

Igual que en los ensayos anteriores, se trabajo con tres matraces Erlenmeyer de 125
mL en los cuales se colocaron 10 g (base seca) de biomasa de A. lechuguilla pretratada
bajo condiciones 6ptimas con P. chrysosporium H-298. Posteriormente se adicionaron
40 g de una solucién amortiguadora de citratos a pH de 4.8, lo que corresponde a una
carga de solidos de 25 % (p/p). En los matraces se incorpord el complejo enzimatico
comercial Cellic® CTec3 a una carga de enzima de 25 Unidades de Papel Filtro (UPF)g!
de glucanos. La hidrolisis se llevd a cabo a 50 °C y una velocidad de agitacion de
200 rpm durante 92 h. A tiempos de hidrdlisis de 12, 24, 48, 72 y 92 h, se tomaron
muestras del hidrolizado y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 min (Haraus™
Megafuge™ 16 R). La fraccion liquida fue filtrada a través de filtros de PVDF de 0.22 um.

Las muestras se analizaron en un cromatégrafo de liquidos (HPLC) Agilent 1260 Infinity
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equipado con detector de indice de refraccidén a 45 °C, con una columna Agilent Hi-Plex
H a 35 °C (7.7 x 300 mm), cono H>S04 5 mM como fase mévil, a una velocidad de
flujo de 5.0 mL min. El rendimiento de hidrdlisis enzimatica (sacarificacién) fue

expresado como g de glucosa liberados g! de glucanos iniciales en el material pretratado.

Fermentacion de hidrolizado enzimatico de biomasa de A. lechuguilla

La fermentacion de los hidrolizados se llevé a cabo en tres matraces Erlenmeyer de 125 mL,
con 30 mL de hidrolizado enzimatico. Los hidrolizados fueron suplementados con los
siguientes nutrientes (en g L1): extracto de levadura 10, KH.POs 1.17, CaClz 0.09,
MgS04-7H20 0.36, (NH4)2S04 4.14. El medio fue complementado con 15 mL L de una
solucién salina (solucién de sales stock) que contiene NaCl 1.26, CuSQ04:5H.0 0.26,
FeS04:5H,0 0.22, MnCl>*4H;0 0.12 y ZnCl>*7H20 0.32. Las condiciones de fermentacién
fueron: pH del medio 5.5, temperatura de 30 °C, velocidad de agitacion 100 rpm, 10 % (v/v)
de indculo (Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126), durante 10 h de incubacion (Cuadro
3).Se tomd una muestra del caldo de fermentacion alas 0, 2, 4, 6, 8 y 10 h, mismas que se
centrifugaron a 10 000 rpm por 10 min, y la fraccion liquida fue filtrada a través de filtros de

PVDF para la cuantificacién de etanol y glucosa por HPLC.

Analisis
La glucosa y el etanol fueron determinados por HPLC (Agilent 1260) equipado con un
detector de indice de refraccion a 45 °C, con una columna Agilent Hi-Plex H a 35 °C (7.7 x
300 mm) y como fase mavil una solucidon de H,SO4 5 mM a un flujo de 0.5 mL min. Todos
los experimentos se hicieron por triplicado y se registraron los valores promedio. El analisis
de varianza (ANOVA) aplico junto a una prueba de Fisher F con un valor de p <0.05 con el

paquete estadistico Minitab® version 17 (Minitab Inc., 2010).
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Resultados y Discusion

Pretratamiento de A. lechuguilla con P. chrysosporium H-298

La cinética de degradacion de la lignina durante los estudios exploratorios del
pretratamiento de biomasa de A. lechuguilla con P. chrysosporium H-298 se ilustra
en la Figura 1. Los resultados obtenidos indican una maxima degradaciéon de lignina
(15.9 %) a los 15 dias de tratamiento a una temperatura de 30 °C, que se mantiene
sin cambios significativos después de los 20 dias. La celulosa y hemicelulosa

permanecen sin cambios a través de este proceso.
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Figura 1. Cinética de degradacion de lignina de biomasa de Agave lechuguilla Torr.

con Phanerochaete chrysosporium H-298 a 30 °C.

Zeng et al. (2013) llevaron a cabo un estudio de purificacién y caracterizacion bioquimica
de dos enzimas extracelulares de P. chrysosporium (lignina peroxidasa-LiP y manganeso
peroxidasa-MnP) responsables de la degradacion de lignina, lo que dio como resultado

gue ambas peroxidasas mostraron una maxima actividad a los 30 °C.
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Optimizacion del proceso de deslignificacion de biomasa de A.

lechuguilla con P. chrysosporium H-298

En el Cuadro 1 se describe la degradacién de lignina de biomasa de A. lechuguilla con
P. chrysosporium H-298 a diferentes tiempos de tratamiento y a diferentes
concentraciones de tartrato de amonio como fuente de nitrogeno. Se puede apreciar
una maxima remocién de lignina (36.15 %) a los 60 dias de tratamiento a una
concentracion 1 M de tartrato de amonio; las que rebasaron 1 M provocaron una baja
degradacion de lignina (maximo 6 % en los ensayos a 2M y 3M), comportamiento
que también fue observado en el estudio realizado por Haddadin et a/.(2009) quienes
concluyeron que altas concentraciones de nitrégeno logran inhibir la produccion de
ligninas peroxidasas y lacas, asi como bajos rendimientos de remocidn de lignina; sin
embargo pequenas concentraciones de nitrégeno son necesarias para el optimo

crecimiento de P. chrysosporium.
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Cuadro 1. Composicion de biomasa de Agave lechuguilla Torr. después

pretratamiento con Phanerochaete chrysosporium H-298 a diferentes tiempos de

tratamiento y concentracién de nitrégeno.

Degradacion

Tiempo Lignina Celulosa Hemicelulosa o
(dias) (%) (%) (%) ae lignina
(%)
1M
0 19.07 £ 0.85 17.95 £ 0.94 11.31 £ 0.42 -
20 16.02 £ 0.61 17.97 £ 0.91 11.29 £ 0.21 16.0 £ 0.61
40 12.91 £ 0.53 17.88 £ 0.84 11.16 £ 0.48 32.3 £ 0.53
60 12.18 £ 0.68 17.54 £ 0.89 11.12 £ 0.40 36.15 £ 0.68
2M
0 19.07 £ 0.85 17.95 £ 0.94 11.31 £ 0.42 -
20 17.85 £ 0.55 17.98 £ 0.13 11.30 £ 0.18 6.4 = 0.55
40 17.92 £ 0.48 17.97 £ 0.28 11.27 £ 0.23 6.0 £ 0.48
60 18.00 £ 0.62 17.92 £ 0.41 11.14 £ 0.52 5.6 £ 0.62
3M
0 19.07 £ 0.85 17.95 £ 0.94 11.31 £ 0.42 -
20 17.83 £ 0.15 17.97 £ 0.35 11.12 £ 0.32 6.5 £ 0.15
40 18.26 £ 0.24 17.96 £ 0.39 11.29 £ 0.31 4.2 £0.24
60 18.39 £ 0.28 17.88 £ 0.28 11.27 £ 0.36 3.6 £ 0.28
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Durante el pretratamiento se pudo observar que el contenido de celulosa y hemicelulosa se
mantiene sin cambios importantes, con una pérdida de solo 2 % de celulosa, lo que
demuestra la eficiencia del pretratamiento, el cual ademas de incrementar la digestibilidad
mediante la degradacién de lignina, permite preservar los azucares estructurales para su
hidrdlisis en la etapa de sacarificacion. Algunos estudios realizados por Zhang et al. (2012)
probaron que el tiempo de pretratamiento es el factor mas importante para la degradacion

de lignina con P. chrysosporium en paja de arroz.

La Figura 2 ilustra el incremento de la remocién de lignina de 16 % a 36.15 % en los
tratamientos a 20 y 60 dias respectivamente, lo que corrobora que el tiempo de

tratamiento resultod el factor mas importante para este proceso (Zhang et al., 2012).

% Degradacion de Lignina

Figura 2. Grafico de superficie de respuesta del estudio de optimizacién del proceso
de deslignificacion de biomasa de Agave lechuguilla Torr. con Phanerochaete

chrysosporium H-298.
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Hidrdlisis enzimatica de biomasa de A. lechuguilla pretratada

con P. chrysosporium

En el Cuadro 2 se presentan los datos que indican una maxima liberacién de glucosa

de 44.90 g L' que corresponde a 93.09 % de rendimiento de hidrodlisis del material

pretratado a las 92 h. Este rendimiento fue mas de 2 veces mayor que el obtenido

con la biomasa sin pretratar (37.92 %, con una liberacion de glucosa de 18.72 g L1).

Dicho incremento no fue significativo a partir de las 48 h de incubacion para ambos

casos. Es probable que en este periodo, las celulasas comenzaron a ser inhibidas.

Este resultado puede ser atribuido a un aumento de la limitacién difusional de las

celulasas por una alta carga de sélidos, o la lignina afectd la accién de las enzimas,

al bloquearel acceso a la celulosa (Rios-Gonzalez et al., 2017).

Cuadro 2. Hidrdlisis enzimatica de biomasa de Agave lechuguilla Torr. pretratada con

Phanerochaete chrysosporium H-298 bajo condiciones optimas y biomasa sin pretratar.

Tiempo Biomasa sin pretratar Biomasa pretratada

(horas) Glucosa Rendimiento Glucosa Rendimiento
(g L) de hidrélisis (g L) de hidrélisis

(%)? (%)P

0 00 00 00 00
12 8.93 £ 0.16 18.09 = 0.16 34.07 £ 0.47 70.64 £ 0.47
24 11.59 +£ 0.31 23.48 £ 0.31 36.19 +£ 0.52 75.03 £ 0.52
48 17.85 = 0.25 36.16 £0.25 43.09 = 0.91 89.34 £ 0.91
72 18.10 = 0.64 36.66 + 0.64 43.74 = 0.73 90.69 + 0.73
92 18.72 £ 0.32 37.92 £ 0.32 44,90 = 1.14 93.09 £ 1.14

aGlucanos iniciales en muestra sin pretratar = 17.95 %; PGlucanos iniciales en

muestra pretratada = 17.54 %
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Al comparar el maximo rendimiento de hidrdlisis obtenido, con resultados previos por Ortiz et
al. (2017), con biomasa de A. lechuguilla pretratada por autohidrdlisis y el complejo enzimatico
Celluclast 1.5 L (60.85 %, con una liberacion de glucosa de 59 g L1), se puede comprobar que
la efectividad del pretratamiento bioldgico con P. chrysosporium H-298. Sin embargo, al
contrastar este mismo parametro con el mismo complejo enzimatico (Cellic® CTec3), el estudio
previo de Morales et al. (2017) alcanzo6 un rendimiento similar (96.5 %, con una liberacion de
glucosa de 108.0 g L'!). En ambos casos en los que el material fue pretratado por autohidrdlisis,
la liberacion de glucosa fue mas alta que lo que resultd en el presente trabajo. Esto se debe a
que durante el pretratamiento hidrotérmico, la totalidad de los extractivos son removidos y
mas de 90 % de la hemicelulosa es hidrolizada, lo que permite que el material sea enriquecido

en celulosa y duplica su composicion con respecto al material sin crudo (> 40 %).

Fermentacion de hidrolizado enzimatico de biomasa de A.

lechuguilla pretratada con P. chrysosporium H-298.

En el Cuadro 3 se reunen los resultados del proceso de fermentacion del hidrolizado
enzimatico obtenido mediante Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126. La maxima
produccion de etanol fue de 16.53 g L%, en un tiempo de fermentacién de 10 h,
equivalente a una concentracion de etanol de 2 % v/v. La eficiencia de conversion
maxima de acuerdo al valor tedérico (EC) fue de 90.03 % a las 6 h de incubacién;
después de dicho periodo, la EC disminuyéo a 82.69 % a las 10 h. Este
comportamiento es normal debido a la reducciéon de la concentraciéon de glucosa

en el medio de fermentacion.
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Cuadro 3. Parametros cinéticos de estudio de fermentacion de hidrolizados enzimaticos

de biomasa de Agave lechuguilla Torr. pretratada con P. chrysosporium H-298.

Tiempo Glucosa Etanol
YEe/G? 9% ECP
(h) (g L) (g L)
0 45.2 £ 0.84 0.0 £ 0.0 0.0 0.0
2 25.1 £ 0.25 8.49 £ 0.17 0.42 82.82
4 20.4 £ 0.43 10.34 = 0.22 0.39 77.17
6 15.9 £ 0.19 12.59 = 0.28 0.50 98.03
8 10.3 £ 0.11 14.59 = 0.16 0.35 70.02
10 5.7 £ 0.15 16.53 = 0.29 0.42 82.69

aYg/c = Rendimiento de etanol (g etanol/g glucosa consumida); EC = Eficiencia de
conversidon (Rendimiento de etanol/Rendimiento de etanol maximo tedrico * 100);

Rendimiento de etanol maximo tedrico = 0.51 g etanol/g glucosa.

La concentracién del etanol obtenido se atribuye a que puede ser mayoral aumentar
el tiempo de fermentacién, ya que se advirtié un consumo constante de glucosa hasta
las 10 h. Sin embargo, este lapso no fue suficiente para detectar un consumo total
de glucosa (glucosa remanente de 5.7 g L'1). En la fermentacién de hidrolizados
enzimaticos de biomasa de Agave lechuguilla tratada por autohidrdlisis, Ortiz et al.
(2017) registraron una maxima eficiencia de conversién de 91 %, inferior a la
obtenida en este estudio. Esta diferencia en la EC puede atribuirse a que el
pretratamiento biolégico con P. chrysosporium H-298 no genera subproductos
inhibitorios de la etapa fermentativa, a diferencia del proceso de autohidrolisis, en el
que se producen inhibidores como acido acético, furfural e hidroximetilfurfural (HMF)

durante el pretratamiento.
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Conclusiones

Al aumentar la deslignificaciéon de biomasa de A. lechuguilla con P. chrysosporium de
15.9 % hasta 36.15 % es posible al extender el tiempo de pretratamiento y la adicion
de una fuente de nitrégeno (tartrato de amonio) a baja concentracién (1 M). La
deslignificacion del material por este método propicia un incremento en la
digestibilidad enzimatica de casi 100 % (rendimiento de hidrdlisis) en comparacion
con la muestra sin pretratar (40 %), con la produccién de hidrolizados con un alto
contenido de glucosa sin presencia de inhibidores; esto favorece los altos

rendimientos de etanol.

Los estudios que se realicen en el futuro deberan enfocarse en evaluar la degradacion
de la lignina de la fraccion fibrosa del material, con la separacion de la fraccién rica
en extractivos por medio de tamices; con ello sera posible tener un mayor contenido

de celulosa inicial y de potencial para obtener azlcares y etanol.
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