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Nomenclatura

ABE: Acetona, Butanol y Etanol

AFEX: Explosion de fibra de amoniaco
AP: Acido propiénico

Ara: Arabinosa

AT: Azdcares totales

BA: Bagazo de Agave

BL: Biomasa lignocelulésica

DQO: Demanda quimica de oxigeno
FPU: Unidad de papel filtro

FS: Factor de severidad

Gal: Galactosa

Glu: Glucosa

H2S04: Acido sulfdrico

HE: Hidrélisis enzimatica

HMF: Hidroximetilfurfural

HPLC: Cromatografia liquida de alta presion
IBE: Isopropanol, Butanol y Etanol

LI: Liquido iénico

Man: Manosa

NaOH: Hidréxido de sodio
P(3HB-co-4HB): Poli (3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato)
PHB: Polihidroxibutirato

PT: Pretratamiento

ta: Tiempo de duplicacién

Xil: Xilosa

Yp/s: Rendimiento producto-sustrato
Yx/s: Rendimiento biomasa-sustrato

w: Velocidad especifica de crecimiento
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Resumen

Se evalu6 el aprovechamiento de bagazo de Agave, un residuo lignoceluldsico de
industria tequilera, para la produccién de acido propidénico por Propionibacterium
acidipropionici CDBB-B-1981. Se evaluaron diferentes porcentajes de sélidos en el
pretratamiento por explosién de vapor (primera etapa) y en la hidrélisis enzimatica
(segunda etapa). Las condiciones probadas en el pretratamiento fueron 142°C (4
kgf/cm?) por 15 min con porcentajes de sdlidos de 2.75 y 5% y con porcentajes de
solidos de 2.5, 3.75 y 5% en la hidrélisis enzimatica. Adicionalmente, se evaluaron tres
concentraciones enzimaticas de Cellic® CTec2 (1x, 1.5x y 3x). Se caracterizé el bagazo
de Agave después de cada etapa. Los hidrolizados con mayores rendimientos se
utilizaron para la producciéon de acido propidénico por Propionibacterium
acidipropionici CDBB-B-1981 a 30°C, pH 6 y 80 rpm en un biorreactor ChemGlass® de
1L (CG-1949-X-1DM). Adicionalmente, se hicieron pruebas en botellas serologicas y en
el reactor utilizando medio de cultivo modelo para la validacién de las condiciones de
fermentacion mencionadas anteriormente. El incremento en el porcentaje de sélidos,
tanto en el pretratamiento como en la hidrélisis enzimatica, permitié la obtencién de
mayores concentraciones de aztcares (g/L). Pese a esto, los rendimientos de azlcares
(g/g Ba) a los diferentes porcentajes de solidos en el pretratamiento no fueron
significativamente diferentes entre si. Por otro lado, la utilizacion de la concentracion
enzimatica 3x (54.8 FPU/g Ba) en la hidroélisis enzimatica con 2.5% de sdélidos, permitio
obtener los rendimientos mas altos de glucosa y xilosa (0.15+0.01 y 0.03+0.01 g/g Ba,
respectivamente). Por lo anterior, los hidrolizados obtenidos a dichas condiciones
fueron utilizados para la produccion de acido propidnico en el fermentador, obteniendo
un rendimiento de 0.44 gar/gar, el cual es comparable con los rendimientos obtenidos
con medio de cultivo modelo y lo reportado en la literatura. Los resultados obtenidos
indicaron que los hidrolizados de bagazo de Agave pretratado con explosiéon de vapory
su posterior hidrolisis enzimatica pueden servir como fuente de carbono para la

produccion de acido propionico por P. acidipropionici CDBB-B-1981.
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Introduccion

En la actualidad existen problemas ambientales derivados del consumo excesivo de
recursos naturales y la mala disposicidn de los residuos agroindustriales, por lo que se
ha evaluado la implementacién de biorrefinerias para el procesamiento sustentable de

residuos, en donde se produzcan biocombustibles y otros bio-productos.

Un potencial bio-producto es el &cido propidnico, que es un acido graso de cadena corta
que pude ser utilizado como conservador, precursor de herbicidas, intermediarios de
perfumes, productos farmacéuticos, productos quimicos de caucho o emulsiones, entre
otras aplicaciones. Su producciéon mundial es aproximadamente de 450 mil toneladas
por aflo con un crecimiento de 2.7 % por lo que se deben considerar distintas
estrategias para cubrir su demanda de manera sustentable (Gonzalez-Garcia et al,,

2017).

Las biorrefinerias pueden utilizar distintos tipos de biomasas como: cultivos y residuos
de la agricultura; madera, sus productos derivados y residuos; residuos de la industria
y de las actividades domésticas (residuos de proceso y desechos); microalgas y algas
marinas. Dentro de éstas, se encuentra la biomasa lignocelulésica que es considerada el
recurso mas disponible de la tierra y presenta la ventaja de no poner en riesgo la

seguridad ni soberania alimentaria (Bajpai, 2016).

En México, el bagazo de Agave se ha identificado como un residuo agroindustrial con
potencial para ser usado como materia prima en la produccién de acido propidnico, ya
que se estima que se producen cerca de 865,640 toneladas por afio (Consejo regulador
del tequila [CTR], 2021; Cedefio, 1995). Sin embargo, es altamente recalcitrante debido
a su composicion (celulosa, hemicelulosa y lignina), por lo que para su
aprovechamiento se debe llevar a cabo un pretratamiento y una hidrdlisis enzimatica,
con el objetivo de obtener azucares reductores para su conversion a los productos de

interés mediante fermentacion.

En este trabajo se utilizé un pretratamiento por explosiéon de vapor que consiste en
poner en contacto la biomasa lignocelulésica con vapor saturado a temperaturas entre

de 160 a 240°C durante algunos minutos seguido de una descompresion subita,




AT\ CIENCIAS

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA NATURALES
Unidad Cuajimalpa INGENIERIA

promoviendo la autohidrdlisis de hemicelulosa y la ruptura de fibras vegetales (Bajpai,
2016). Posteriormente, se realizd6 una hidrolisis enzimatica donde se favoreci6 la
obtencién de azlcares reductores, que fueron consumidos en una fermentacién por P.

acidipropionici para producir acido propidnico.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial de los hidrolizados enzimaticos del
bagazo de Agave pretratado por explosiéon de vapor, para la produccién de acido

propidnico con P. acidipropionici CDBB-B-1981 en reactores a escala laboratorio.
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Capitulo I. Marco tedrico

LI Potencial de las biorrefinerias

La contaminacion ambiental y la sobreexplotacion de recursos naturales son problemas
mundiales actuales. Primeramente, existe un consumo excesivo de recursos, derivado
de la sobrepoblacién y de una cultura de consumismo que se encuentra marcada en la
sociedad actual. Esto conlleva a una generacidn excesiva de residuos agroindustriales,
y aunque se han llevado a cabo estrategias para su reutilizacion, éstas no son suficientes
para lidiar con las problematicas. Una de las soluciones interesantes para resolverlas,
es la generacion de bio-productos hechos a partir de residuos. Por una parte, ayuda a
cubrir la demanda de produccién de diversos compuestos en la industria de manera
sustentable y por otra, fomenta la reutilizacion eficiente de residuos. Una opcién

factible para llevar esto a cabo es la implementacién de biorrefinerias.

La biorrefinacién es el procesamiento sustentable de biomasa para su transformacién
en un espectro de productos de interés comercial y energia (Jungmeier et al., 2009).
Para el disefio de una biorrefineria existen diversas variables a considerar, tales como:
producto, biomasa (materia prima), plataforma o proceso. En el Anexo 1, se explica
detalladamente las diversas plataformas y estructuras de las biorrefinerias, asi como

las distintas estrategias para la obtencion de productos, biocombustibles y energia.

La propuesta de este estudio es lograr la produccion de algiin metabolito de interés a
partir de un residuo agroindustrial, utilizando como procesos: un pretratamiento
termoquimico y un tratamiento bioquimico. En la Figura 1 se encuentra representada
la biorrefineria propuesta de 2 plataformas (lignina y azicares C5 y C6) para la
produccion de acido propioénico a partir de biomasa lignocelulésica (BL). En estudios
previos se utilizé esta estrategia para la produccién de metano, obteniendo resultados
comparables con otras estrategias con diferentes materias primas y procesos (Duran-

Cruzetal,, 2021).
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Figura 1. Diagrama de la propuesta de biorrefineria. Elaboracién propia basada en: Jungmeier
etal, 2009

LI Biomasas potenciales para la biorrefineria
El término de biomasa es bastante amplio, ya que considera cualquier tipo de materia
orgadnica que haya tenido origen inmediato de un proceso biolégico de organismos
recientemente vivos (Salinas & Gasca, 2009). Esto puede considerar desde un
microorganismo (como microalgas), plantas, desechos de animales o residuos de las
actividades humanas. Se pueden obtener de: agricultura; silvicultura; industria y
actividades domésticas; acuicultura. La biomasa se ha clasificado primordialmente en
dos: materia prima dedicada y residuos, que se subdividen como se muestran en la
Tabla 1. Los diferentes tipos de biomasa varian en sus componentes basicos
(carbohidratos, lignina, proteinas o lipidos), sin embargo, todas son ricas en carbono,

hidrégeno y oxigeno (con porcentajes mas pequefios de nitrégeno y azufre).

Tabla 1. Clasificacién de la biomasa de acuerdo a su origen.

Clasificacion Subclasificacion Ejemplos

Materia Cultivos de aztcar e Cafla de azucar « Sorgo dulce

prima Cultivos de almidén * Yuca e Maiz

dedicada Cultivos lignocelulésicos » Madera  Arundo donax
Cultivos oleaginosos e Girasoles e Jatropha curcas
Hierbas e Zacate Timothy e Phalaris canariensis
Biomasa marina e Microalgas e Sargazo

Residuos Residuos aceitosos e Aceites de cocina e Grasa animal de rastros

Residuos lignocelulésicos  « Bagazo de cafia ¢ Olote de maiz

Residuos orgdnicos y otros e Estiércol * Residuos sélidos organicos




M CIENCIAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA NATURALE
Unidad Cuajimalpa INGENIERIA

LLII Biomasa lignoceluldsica como materia prima
Existen una gran diversidad de biomasas para utilizar como materia prima para la
produccion de biocombustibles y bioproductos, sin embargo, la BL es el recurso mas
disponible en la tierra, ademas de que no presenta competitividad con el suministro de
alimentos y tiene bajo costo (Bajpai, 2016). Su composicion estd basada en
biopolimeros ricos en energia; celulosa, hemicelulosa y lignina (Singhvi & Gokhale,
2019). Los cuales estan distribuidos de manera desigual en la pared celular como
esqueleto (celulosa), material de unién (hemicelulosa) y sélidos duros (lignina) como
se muestran en la Figura 2. Las microfibras formadas por celulosa, en su espacio interior
se encuentran llenas de hemicelulosa amorfa y lignina sélida dura (Wang & Luo, 2017).
La conexién de la celulosa con moléculas de hemicelulosa y lignina por lo general se
debe a puentes de hidrégeno, mientras que la conexién entre estas ultimas dos se debe
ademas a enlaces covalentes (Wang et al., 2017). El contenido de celulosa en la BL varia
entre 40-60 %, hemicelulosa de 15-30 % y lignina de 10-25 % (peso/peso) segtn el tipo
de biomasa e inclusive por la especie utilizada. Adicionalmente, contienen en
cantidades mas pequefas proteina, extractivos y cenizas. Los extractivos son
compuestos no estructurales, que incluyen principalmente parafina, grasa, resina,
taninos, almidén y pigmentos, etc. Ademas, existen algunas sales metalicas inorganicas,
principalmente compuestas por sales de metales alcalinos y alcalinotérreos (Wang &

Luo, 2017).

Figura 2. Estructura de la biomasa lignocelulésica. Modificado de: Wang & Luo, 2017.

9



AT\

EN
CIENCIAS
C hierta al ti
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA NATURALES
Unidad Cuajimalpa INGENIERIA

LLILI Celulosa
La celulosa es el polisacarido mas abundante de la tierra, ya que es el principal
componente de la pared celular vegetal que le confiere soporte estructural, ademas de
estar presente en bacterias, hongos y algas (Bajpai, 2016). Esta constituida de largas
cadenas de glucosa unidas por enlaces -1,4 glucosidicos, las cuales se encuentran
unidas entre si por fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno (por los grupos
hidroxilo de la molécula de glucosa) agrupandose de 20 a 300 cadenas formando asi

microfibrillas, que a su vez se asocian en fibras de celulosa (Figura 3).

Puentes de hidrégeno
entre las moléculas
de celulosa

Fibra de celulosa

Figura 3. Estructura de la celulosa. Adaptado de: Escuela Nacional Colegio de Ciencias y
Humanidades, 2022

A partir de la celulosa se puede obtener D-glucosa mediante la hidrélisis acida o
enzimatica que rompe los enlaces [3-glucosidicos. En la biomasa, la celulosa se presenta
en dos formas: cristalina y amorfa, ésta contiene mayor proporcion de celulosa
cristalina con un porcentaje pequefio de cadenas de celulosa desorganizadas que
forman celulosa amorfa. Este desorden es debido a la formacion de puentes de
hidrégeno entre las cadenas de manera no lineal, generando bucles o enlaces entre la
misma cadena, la cual es la forma mas susceptible a la degradacion enzimatica (Bajpai,

2016).

LLILII Hemicelulosa
La hemicelulosa tiene una estructura amorfa y ramificada compuesta por
heteropolisacaridos de cadena corta (Figura 4). Los monosacaridos constituyentes se

clasifican en dos: hexosas y pentosas, las primeras incluyen: glucosa, manosa, galactosa

10
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y fructosa, mientras que las pentosas: xilosa, ramnosa y arabinosa. También suelen
contener en la estructura grupos acetilo y algunos acidos urénicos como: acido 4-0-

metil-d-glucurénico, acido d-glucurénico y acido d-galacturénico.

OH Ho OH H

o
{ HO—, oH \\ Y
N X0 /=0 H
Hexosas Hgosf'.\\-- OH HO"\'\J'\O OH Ho.\;\ M\/ow
OH HO v

OHOH HO ©OH

p-D-glucosa p-D-manosa a-D-galactosa B-D-fructosa
B o HO HCw
HO\—C \ ‘ 707>
Pentosas HO N/ hO\)-S\ HO 4\( OH
OH "OH OH OH oH
p-D-xilosa a-L-arabinosa a-L-ramosa
HOOC HOOC HO COOH
A i H3iC-—-L-0 ~—-1-0 -0
g OH HO \ ~OH b s
A'CI.dO OH ol OH\AV' OH —
uronicos OH OH OH OH
4-0-metil-D-acido glucurénico D-acido glucurénico D-acido galacturénico

Figura 4. Bloques de construccién de la hemicelulosa. Elaboracién propia.

La columna vertebral de 1a hemicelulosa es un homopolimero o un heteropolimero con
ramas cortas unidas por enlaces [3-1,4-glucosidicos y ocasionalmente {-1,3-
glucosidicos (Bajpai, 2016). Debido a su estructura, es considerada termo-
quimicamente sensible, ya que con el aumento de temperatura se promueve su
autohidrolisis. Las plantas de madera dura, madera blanda y herbaceas tienen
contenidos de hemicelulosa de 10-15 %, 18-23 % y 20-25 % (p/p), respectivamente
(Wang et al., 2017).

LLILIII Lignina
La lignina se encuentra entrelazada mediante uniones celulosa-hemicelulosa que hace
resistente a la BL a alteraciones fisicas y bioldgicas, es un polimero tridimensional que
proporciona fuerza y resistencia a la planta contra insectos y patdgenos. Su estructura
es compleja y desordenada, constituida por polimeros reticulados de monomeros
fenolicos (Figura 5), éstos son tres alcoholes fenilpropionicos: alcohol de coniferilico
(guaiacil propanol), alcohol p-cumarilico (p-hidroxifenil propanol) y alcohol sinapilico

(alcohol siringilico).
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Figura 5. Estructura y bloques deconstruccidn de la lignina. Modificado de: Bajpai, 2016.

Los enlaces alquil-arilo, alquil-alquilo y aril-aril éter unen estos monémeros fenolicos
entre si. En general, las plantas herbaceas tienen menor contenido de lignina, mientras
que las maderas blandas tienen mayor contenido de lignina, la cual actia como
pegamento que mantiene unidos los componentes de la pared celular, lo que ayuda a
conservar su integridad, sin embargo, es considerado como un obstaculo en economia

del proceso de biomasa (Bajpai, 2016).

LIl Revalorizacion de residuos lignoceluldsicos

La BL tiene potencial para ser utilizada como materia prima para la generacion de
biocombustibles y bio-productos. En México, se tienen diversos recursos de biomasa,
por ejemplo, se estima que se generan anualmente 30 millones de toneladas de residuos
solidos, 71 millones toneladas de residuos agricolas y agroindustriales y 3.6 millones

toneladas de residuos forestales (Martinez, 2015).

La agroindustria mexicana es muy diversa, genera productos que se industrializan
como: verduras, frutas, tubérculos, vainas, semillas, raices y hojas. Aunque éstos
también son transformados en diversos productos procesados, se generan residuos,

desde la cosecha, almacenaje, distribucion, procesamiento, comercializacién hasta su
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consumo. En su mayoria los residuos agroindustriales corresponden a BL que, a pesar
de su recalcitrancia, es posible la obtencién de monosacaridos mediante procesos

fisicos, quimicos, bioldgicos o combinaciones de ellos.

La acumulacion derivada de la generacién y mala disposicion de residuos

agroindustriales, provoca distintas problematicas ambientales tales como:

» Rapido incremento en la contaminacion (Mejias-Brizuela et al., 2016).
» Aire: contaminantes atmosféricos
* Emision de gases de efecto invernadero (COz CH4 y NO2) por la
descomposicidn de los residuos.
» Emisiéon por la practica de quemar los residuos para ocuparlos
como fuente de energia y/o calor.
» Suelo: a través de los residuos sélidos, aguas residuales y productos
quimicos usados.
» Agua: contaminacién de cauces, acuiferos y mares.
> Problemas de salud derivados de los vertederos a cielo abierto, donde se alienta

a la proliferacion de vectores epidémicos como lo son la fauna nociva.

LILI Proceso de produccion de tequila

En México, la industria tequilera es una de las mas importantes. El tequila es un
producto que se elabora a partir de Agave tequilana Weber variedad azul y se distingue
por tener denominacion de origen, la cual esta delimitada por 181 municipios que se
encuentran en cinco estados (Jalisco, Guanajuato, Michoacan de Ocampo, Nayarit y
Tamaulipas), sin embargo, el mayor porcentaje de produccion se encuentra en Jalisco
(76.6 %) (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI], 2019). La produccion
de tequila de 40 % Alc. Vol. en 2021 fue de 527 millones de litros con un aumento del
29 %, respecto al afio anterior, teniendo asi un consumo de Agave por esta industria de
2,018.7 miles de toneladas (CTR, 2022). Donde la composicién (p/p) de las pencas del
Agave tiene un 79.8 % de celulosa, 3-6 % de hemicelulosa y 15.3 % de lignina (Abreu,
2013).

13
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El proceso para la obtencién del tequila empieza con el crecimiento del Agave, éste
tarda de 7 a 10 afios, una vez maduro se procede a jimar, que es el corte de las hojas al
ras de la base, después viene la coccién, con la finalidad de convertir la inulina en
azucares fermentables, para posteriormente pasar a la molienda para extraer los
azucares. Los extractos son fermentados, destilados y madurados. En el proceso de
molienda se genera un residuo de la penca prensada y exprimida llamado bagazo de

Agave (BA).

LILII Bagazo de Agave
De acuerdo a Cedefio (1995) se estima que el peso himedo del bagazo representa el 40
% del peso total de la cabeza de Agave procesada. Por lo que de acuerdo a lo registrado
en 2021 se produjeron aproximadamente 807,480 toneladas de BA. La mala disposicion
de estos residuos conlleva al aumento de las problemdaticas ambientales antes
mencionadas en la secciéon LII; Por esta razon se han propuesto acciones para el
aprovechamiento de este desecho como su co-procesamiento, producciéon de composta,

productos, sub-productos de alto valor agregado y biocombustibles.

Su composicion (p/p) ha sido reportada con 46+1 % de celulosa, 23.1+1 % de
hemicelulosa, 15.2+1 % de lignina, 6.8+1.4 % de extractos totales, 4.3+1.2 % de
humedad y 2.9+1.2 % de cenizas (Hernandez-Vazquez et al., 2020). Debido a su
naturaleza recalcitrante al ser un material lignoceluldsico, para su aprovechamiento se
deben realizar dos etapas de proceso, la primera comprende un pretratamiento y la

segunda una hidrdlisis enzimatica (HE) para obtener azicares fermentables.

LILIII Pretratamiento
El pretratamiento (PT) tiene como principales objetivos: aumentar la accesibilidad de
las enzimas a la celulosa y promover su descristalizacion, el desenrollado de la celulosa
y la hemicelulosa, asi como la solubilizacion de la hemicelulosa y la lignina, la
modificacion estructural de la lignina y aumentar la ruptura enzimatica de la biomasa

pretratada (Preeti et al., 2018).

De tal manera que para aumentar la digestibilidad de la celulosa se ha propuesto que

debe eliminarse al menos el 50 % de la hemicelulosa. Sin embargo, la severidad del
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proceso (temperaturas altas, pH bajos o altos) debe optimizarse cuidadosamente para
evitar la degradacion de azuicares y la formacién de compuestos téxicos o inhibidores
(por ejemplo, furfural, hidroximetilfurfural, a&cidos organicos) que pueden tener efectos

negativos en las etapas de HE y fermentacion (Bajpai, 2016).

La presencia de lignina limita la HE debido a que produce una barrera fisica para el
acoplamiento de las enzimas a la celulosa y hemicelulosa, asi como la adsorcion y
bloqueo de la actividad de celulasas de manera no especifica e inhibicién de enzimas
hidroliticas (Preeti et al., 2018). Por lo que el PT se vuelve el paso fundamental para

mejorar la HE, y por ende la generacién de azucares.

Los PT se pueden clasificar en fisicos, quimicos y biolégicos, aunque también se puede
tener una combinacion de estos métodos que resulta ser mas efectiva para mejorar la
digestibilidad (Bajpai, 2016). No existe un PT ideal, todos tienen ventajas y desventajas.
En general, los PT fisicos presentan ventajas en aumentar el drea de contacto, que
mejora en etapas posteriores la obtencidn de azicares, sin embargo, suelen ser costosas
y requieren de utilizar PT complementarios. Mientras que los pretratamientos
quimicos presentan mayor hidrélisis de los componentes de la BL, pero forman
inhibidores y requieren de procesos downstream para neutralizar o recuperar los
quimicos. Y finalmente, los biol6égicos que, si bien no forman inhibidores y tienen bajo
consumo de energia, son procesos lentos. Una discusiéon mas detallada de los diversos
pretratamientos, sus caracteristicas, ventajas y desventajas, se encuentran en el Anexo

2.

LILIILI Explosiéon de vapor
El PT mas estudiado a nivel laboratorio, en plantas de demostracion y comerciales es la
explosion de vapor. Este se lleva a cabo en un reactor presurizado que contiene en su
interior la biomasa y vapor saturado para alcanzar presiones de 5-50 kgrf cm2 y
temperaturas entre 160-250°C durante segundos o minutos (Abraham etal., 2019). Una
vez alcanzado las condiciones deseadas se despresuriza el sistema de manera subita.
Con el cambio de presion, el vapor que se encontraba dentro del reactor se despresuriza

subitamente, provocando que las fibras se rompan.
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La explosién de vapor promueve la autohidrélisis de la hemicelulosa que se solubiliza
en la fase liquida. Dicha hidroélisis se ha asociado a la generacidon de acido acético
producido a partir de grupos acetilo relacionados a la hemicelulosa durante el PT,
dando como resultado la liberacién de monosacaridos y oligdmeros en los hidrolizados,
asi como la ruptura de los enlaces éster de la lignina, por lo que ésta se degrada

parcialmente (Chen, 2015).

La solubilizaciéon éptima e hidrélisis de la hemicelulosa puede ser obtenida a altas
temperaturas y bajos tiempos de residencia (270°C, 1 min) o bajas temperaturas y
largos tiempos de residencia (190°C, 10 min). Se ha comprobado que las bajas
temperaturas y tiempos de residencia largos son prometedores porque evitan la

formacidon de inhibidores (Bajpai, 2016).

Los principales efectos del proceso de explosion de vapor sobre la biomasa son:
reduccién del grado de polimerizacién, rotura mecanica de las fibras, deconstruccion
de las regiones amorfas, destruccion parcial de las regiones cristalinas, destruccion de

los enlaces de hidrogeno y reordenamiento estructural.

Este PT no utiliza productos catalizadores acidos ni basicos, solo requiere agua para
solubilizar y despolimerizar la hemicelulosa en los hidrolizados. Entonces, la explosion
de vapor puede considerarse un proceso respetuoso con el medio ambiente (Aguilar et
al., 2018). Ademas, la generacidn de inhibidores es menor en este caso comparado con

los pretratamientos quimicos.

Otras ventajas de la explosion de vapor incluyen un impacto ambiental
significativamente menor y una menor inversion de capital en comparacion con otros
pretratamientos lideres. En cambio, la principal desventaja es el requerimiento de
energia para lograr las condiciones operativas. Sin embargo, recientemente se ha
demostrado que el PT por explosion de vapor de BA para la producciéon de metano es

energéticamente factible (Hernandez-Vazquez et al., 2020).
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LILIV Hidrolisis enzimatica
Posterior al PT se requiere de una HE, para lo cual se utiliza un coctel enzimatico de
celulasas y hemicelulasas. Este proceso puede ser llevado a cabo con enzimas
comerciales o bien por enzimas producidas por microorganismos para liberar los

azucares para la fermentacion.

Las celulasas son las enzimas que hidrolizan los enlaces 3-1,4 en las cadenas de celulosa
para convertirla en glucosa. Estas enzimas hidroliticas estan conformadas por
endoglucanasas, exoglucanasas y [3-glucosidasas. La endoglucanasa corta al azar los
enlaces [-1,4 de las cadenas de celulosa, generando nuevos extremos. Las
exoglucanasas actiian de manera progresiva en los extremos reductores o no
reductores de las cadenas de polisacaridos de celulosa, liberando celobiosa o glucosa
como productos principales (Zhang & Percival, 2013). Las -glucosidasas por su parte,

poseen actividad hidrolitica y transglucosidasa.

Debido a la complejidad de la estructura de la hemicelulosa se requieren de un ntimero
grande de enzimas para una degradaciéon completa, a causa de que casi todos los enlaces
que se tienen en la hemicelulosa tienen una enzima especifica responsable de su
degradacion. Se pueden distinguir tres categorias de hemicelulasas las cuales son:
exoenzimas, endoenzimas y esterasas. En el caso de las endoenzimas pertenecientes a
las hemicelulasas estas atacan las cadenas internas de los polisacaridos con muy poca
actividad en oligdmeros cortos. Las exoenzimas tienden a actuar en los extremos
reductores y no reductores teniendo preferencia, en su mayoria, por las cadenas de
substratos cortos, mientras que las esterasas son requeridas para hidrolizar los enlaces
éster de la hemicelulosa en tejido de plantas (Wyman, 1996; De Souza & Kawaguti,

2021).

LIII Acido propiénico como producto potencial a partir de bagazo de Agave
Se realizé un analisis de productos potenciales a obtener de los hidrolizados de BA, con
base a los criterios de tipo de respiracion celular, capacidad de consumo de diversos
azucares, rendimientos de produccidn, modificaciones genéticas, riesgos a la salud,

tolerancia del microorganismo al producto y su excrecion extracelular, se seleccioné
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estudiar la produccién de acido propiénico (AP). El andlisis detallado de los compuestos

considerados y sus caracteristicas se muestra en el Anexo 3.

El AP es un liquido incoloro con un olor acre que fue descrito por primera vez en 1844
por Johann Gottlieb, pero fue hasta 1878 que Albert Fitz realiz6 el primer trabajo sobre
la produccion de AP por una Propionibacteria (Goldberg & Rokem, 2019; Gonzalez-
Garcia et al, 2017). Actualmente existe interés en mejorar la productividad y el
rendimiento principalmente debido a que su produccion mundial es de
aproximadamente 450 mil toneladas por afio con un crecimiento de 2.7 %, sin embargo,
se deben considerar distintas estrategias para aumentar su producciéon de manera

sustentable (Gonzalez-Garcia et al., 2017).

LIILI Propiedades de acido propionico
El AP (Figura 6) es un acido graso de cadena corta de tres carbonos con una férmula
semidesarrollada de CH3CH2COOH, tiene un peso molecular de 74.08 g/mol, su punto
de ebullicion es de 141.1°C y su punto de fusién a -21.5 °C, con densidad especifica de
0.993 g/cm3 a 20°C, pKa es de 4.88, presion de vapor es de 3.53 mmHg a 25°C (390 Pa
a 20°C), muy soluble en agua (1x10® mg/L a 25°C), ligeramente soluble en cloroformo,

soluble en éter, dietil éter y miscible con etanol.

Figura 6. Estructura quimica del AP. Elaboracién propia.

El AP es mas lipofilico en comparacidn con el acido acético y tiene propiedades de acido
graso (volatil). Se ha aceptado generalmente que el 4cido puede atravesar la membrana
plasmatica en forma no disociada y provoca una acidificacién en el citoplasma de la
célula viva que conduce al agotamiento de la energia y al crecimiento lento

(Dijksterhuisa et al.,, 2019).
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LIILII Usos del acido propionico
Debido a sus propiedades antimicrobianas y fungicidas, el AP se usa como conservador
de alimentos, ya que inhibe el crecimiento de moho y diversas bacterias (en forma de
su sal de sodio o calcio), alimentos para animales (directamente o como su sal de
amonio) y granos. Adicionalmente, se utiliza en la sintesis de 2,2-dicloropropionato de
sodio (herbicida), hidruro propiénico y d&cido cloropropionico (intermediarios
farmacéuticos), como precursor de éter propiénico, propionato de bencilo (aditivos de

alimentos y cosméticos) y acetato propionato de celulosa (fibras de celulosa sintética).

Actualmente se han realizado estudios de los efectos del AP en diversas enfermedades
humanas como: prevencién de la obesidad y diabetes tipo II; enterocolitis necrotizante
y la regulacién de la nutricién en los recién nacidos; tratamiento del cancer de cuello
uterino; Parkinson; esclerosis multiple (Al-Lahham et al., 2010; Xia et al., 2017; Pham
et al,, 2021; Ostendorf et al., 2020; Duscha et al., 2020). En el Anexo 4 se describen a

mayor profundidad los estudios antes mencionados.

LIILIII Métodos de obtencion del acido propionico
Enla actualidad, la producciéon comercial de AP se lleva a cabo principalmente mediante
sintesis quimica a partir de materias primas de petrdleo, que son poco amigables al
ambiente. Principalmente, se obtiene por una hidrocarboxilaciéon (proceso Reppe),
donde se utiliza etileno, mondxido de carbono y vapor de agua (H2C=CHz + H20 + CO —
CH3CH2COOH). Por otro lado, en el proceso Larson se convierte el etanol y monoéxido de
carbono en propionato en presencia de trifluoruro de boro. Otras técnicas de sintesis
menos comunes incluyen la oxidacion de propionaldehido o de hidrocarburos, el
proceso de Fischer-Tropsch y pirdlisis de la madera (Gonzalez-Garcia et al, 2017).
Aunque también se produce, en cantidades menores, como subproducto de la
fabricacion de acido acético. Sin embargo, este tipo de AP tiene desventajas debido a la
variacién del precio del petréleo en el mercado, por otro lado, la necesidad de los
consumidores por remplazar productos sintetizados quimicamente por los obtenidos
de manera sustentable. Esto ultimo representa una alternativa atractiva, ya que la

produccién a partir de microorganismos tiene como ventajas: la capacidad de etiquetar
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el producto como un "conservador natural” y la oportunidad de utilizar los residuos
agricolas como sustratos de fermentacion, lo que reduce los costos de eliminacidn, de
esta manera, la fermentacion a partir de microorganismos adquiere interés. Las vias
metabolicas que conducen a la producciéon de AP se pueden clasificar en tres clases: a)
las vias primarias que catabolizan diferentes fuentes de carbono a AP (ciclo de acrilato
y Wood-Werkman); b) las vias cataboélicas que pueden degradar varios aminoacidos a
AP; c) las vias anabdlicas asociadas con la producciéon de precursores de biomasa que a
partir de piruvato o diéxido de carbono pueden aprovecharse para producir

propionato.

LIILIV Microorganismos productores
Existen diversos microorganismos que pueden producir AP. De acuerdo a sus rutas
metabdlicas, Clostridia propionicum y Megasphaera elsdenii utilizan la ruta de acrilato,
mientras que Bacteroides fragilis, B. ruminicola, Veillonella parvula, V. alcalescens,
Propionigenum modestum, Selenomonas ruminantium y S. sputigena utilizan la ruta de
succinato (Gonzalez-Garcia et al., 2017). También se puede obtener como subproducto
a partir de Salmonella typhimurium que utiliza la ruta de 1,2-propanediol. Sin embargo,
existen bacterias nativas productoras de AP, las cuales son las Propionibacterias que
han sido las candidatas debido a su metabolismo tnico, ya que ocupan la ruta de Wood-
Werkman, que es la ruta energéticamente mas eficiente que se conoce actualmente
(Gonzalez-Garcia et al., 2017). Son bacterias anaerobias facultativas en forma de
bastoncillo, grampositivas, inmoéviles y no esporulan, estas cepas incluyen:
Propionibacterium thoenii; P. freudenreichii; P. shermanii; P. acidipropionici y P.

beijingense.

LIIL.V Propionibacterium acidipropionici CDBB-B-1981
Esta cepa tiene sindénimos: Propionibacterium arabinosum y P. pentosaceum, y como
acronimos: ATCC 4875, DSM 20272, CGMCC 1.2232 y NCIMB 8070. Ha sido
ampliamente estudiada para la producciéon heterofermentativa de AP por sus altos
rendimientos y su escalabilidad semi-industrial (10 m3) (Gonzalez-Garcia et al., 2017).

El genoma de P. acidipropionici CDBB-B-1981 ha sido secuenciado y comprende un
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cromosoma circular de 3,656,170 pares de bases (pb) con un contenido de guanina y

citosina (GC) del 68.8 % y un plasmido de baja copia de 6,868 pb con un contenido de
GC del 65.4 % (Parizzi et al.,, 2012). Se han detectado genes correspondientes a las vias
respiratorias aerobias, por lo que esta cepa tiene probable potencial para la industria
por su capacidad de resistencia al oxigeno. Sin embargo, se requieren realizar mas
pruebas al respecto (Parizzi et al., 2012). A partir de esto se reconstruyeron sus vias
metabdlicas mostradas en la Figura 7, donde en azul se encuentra las vias aerobias, en

verde las fermentativas y en naranja la fijaciéon de CO2.
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Figura 7. Vias metabdlicas de Propionibacterium acidipropionici CDBB-B-1981. Obtenido de:
Parizzi et al., 2012.

P. acidipropionici puede utilizar una amplia variedad de sustratos para la produccion
heterofermentativa de acido propidnico, lo cual la convierte en una fuerte candidata
para la metabolizacion de materiales lignoceluldsicos. Adicionalmente, tiene alta
tolerancia a los acidos y el estilo de vida microaerofilico (Parizzi et al, 2012). Y
finalmente, otra de las ventajas que presenta es la misma producciéon de AP que tiene
accion antifiingica que evita las contaminaciones por otros microorganismos durante

la fermentacion.
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LIIL.VI Condiciones de fermentacion
Debido a que P. acidipropionici es una bacteria anaerobia facultativa, para mejorar los
rendimientos se requiere de mantener la ausencia de oxigeno. Esto se puede lograr con
un flujo al medio de N2 o COz. Se ha probado burbujear N2 durante 20-30 min antes de
la inoculacién y durante 10 min cada dia después (Zhang & Yang, 2009; Wang et al,,
2014). También se ha realizado el burbujeo antes de la inoculacién y después de cada

muestreo (Parizzi et al., 2012).

En el caso de la agitacion, una de las estrategias consiste en burbujear N2 antes de la
inoculacién sin agitacion durante la fermentacion. Por otro lado, Duarte et al., (2015)
reporté una agitacion con 100 rpm en condiciones anaerédbicas (N2 burbujeante)
durante los primeros 15 minutos, mientras que, Wang et al,, (2017) que mantuvo la

agitacion constante a 100 rpm con un flujo de 0.2 vvm de Na.

Respecto al pH, se ha reportado mantenerlo en un rango 6-6.5 durante la fermentacidn.
Este debe ser controlado para evitar la acidificacion del medio y mantener las
condiciones Optimas de crecimiento. Mientras que la temperatura Optima de

crecimiento se encuentra reportada en un rango de 30-32°C.
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Capitulo II. Planteamiento del problema

ILI Hipotesis

Debido a su capacidad metabdlica P. acidipropionici CDBB-B-1981 podra utilizar en
condiciones anaerodbicas los hidratos de carbono presentes en los hidrolizados
enzimaticos del bagazo de Agave pretratado con explosion de vapor para la produccion

de acido propidnico.

ILII Justificacion

La generacion excesiva y la acumulacion de los residuos agroindustriales ha
incentivado a encontrar alternativas para su favorable aprovechamiento. Una de ellas
es la generaciéon de bioproductos a partir de residuos lignoceluldésicos que tiene
potenciales ventajas como la produccion de compuestos de valor agregado,
disminucién de los impactos ambientales generados por la mala disposicion de
residuos, bajos costos de materia prima, entre otros. No obstante, el uso de biomasa
lignoceluldsica conlleva limitaciones debido a su recalcitrancia y, para mejorar la
digestibilidad se requiere de dos etapas, un pretratamiento y una hidrélisis enzimatica
para aumentar la disponibilidad de azucares fermentables. El pretratamiento con
explosion de vapor a bajas temperaturas y tiempos largos tiene como ventaja la baja o
nula generacion de inhibidores, ademas de no utilizar catalizadores quimicos que lo
hace ambientalmente favorable. Por su parte, el uso de cocteles enzimaticos favorece la
obtencion de azucares diversos a partir de polimeros debido a la variedad de enzimas.
Los hidrolizados obtenidos de la segunda etapa pueden ser aprovechados por P.
acidipropionici CDBB-B-1981 en una tercera etapa de fermentacion para la produccién
de acido propionico, dicho compuesto tiene aplicaciones como conservador de
alimentos, entre otros. Actualmente existe interés en su obtenciéon a partir de
microorganismos, debido a que le confiere una ventaja mercadotécnica como
conservador natural. Ademas, recientemente se han encontrado beneficios al utilizar
AP producido biolégicamente en el tratamiento de enfermedades como el Parkinson, el

cancer cervicouterino y esclerosis multiple (Pham et al.,, 2021; Ostendorf et al., 2020;
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Duscha et al., 2020). Se han realizado estudios de la produccién de acido propiénico a
partir de hidrolizados de rastrojo de maiz (Wang et al., 2017). Sin embargo, actualmente
no hay estudios realizados a partir de los hidrolizados de bagazo de Agave, por lo cual,

existe un potencial innovador al respecto.

ILIII Objetivo general
» Evaluar el potencial de los hidrolizados enzimaticos del bagazo de Agave
pretratado por explosion de vapor para la produccion de acido propidnico con

P. acidipropionici CDBB-B-1981 en reactores escala laboratorio de 1 L.

ILIV Objetivos particulares

» Caracterizar del bagazo de Agave inicial, post pretratamiento y post hidrélisis
enzimatica.

» Validar las condiciones de pretratamiento para la obtenciéon de hidratos de
carbono fermentables.

» Determinar las mejores condiciones de hidrolisis enzimatica para la obtencion
de hidratos de carbono fermentables.

» Validar las condiciones de operacion del reactor a escala laboratorio para la
produccion de acido propiodnico.

» Determinar la eficiencia de producciéon de acido propiénico utilizando los

hidrolizados enzimaticos del bagazo de Agave pretratado.
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Capitulo III. Materiales y métodos
Este capitulo describe la estrategia de experimentacion, asi como las condiciones de
pretratamiento e hidrolisis enzimatica, las condiciones de produccion de AP y las

metodologias empleadas para la determinacién de distintos compuestos.

IIL.I Estrategia de experimentacion

La estrategia de experimentaciéon para la produccién de AP a partir de BA esta
compuesta de tres etapas (Figura 8). La primera consiste en el PT con explosion de
vapor del BA, donde se obtienen dos fracciones (so6lida y liquida). En la etapa 2 se
utilizaron ambas fracciones y se realizé la HE con Cellic CTec2, donde se obtuvieron los
hidrolizados enzimaticos y la fracciéon so6lida agotada. Finalmente, en la etapa 3 se
realizé la fermentaciéon de los hidrolizados con P. acidipropionici CDBB-B-1981.
Continuando con el concepto de biorrefineria, la fracciéon sélida agotada podria ser
procesada por gasificacion, pirélisis o combustién para la produccién de syngas,
electricidad y calor, ceras, biocombustibles, fenoles, entre otros. Sin embargo, los

alcances de este estudio solo se centraran en las tres etapas para la produccién de AP.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Pretratamiento Hidrolisis enzimatica Fermentacién
Explosion de vapor Cellic CTec2 P. acidipropionici

hFraccién sdlida Hidrolizados — >

Bagazo SN B —— Acido propiénico

de agave
Fraccion solida agotada

Figura 8. Estrategia de experimentacidn para la produccién de AP a partir de BA

— Fraccion liquida

IILII Biomasa
Como material de estudio se utilizo6 bagazo de Agave tequilana Weber variedad azul

obtenido de una casa tequilera ubicada en la localidad de Huaxtla, en el municipio de El
Arenal, Jalisco. Su caracterizacion se realizd de acuerdo a la metodologia descrita en la

seccién IILILI
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IIL.ILI Caracterizacion de la biomasa

Para la caracterizacion del BA se determinaron:

1. Sélidos totales: se elimind la humedad de la muestra de BA colocada en crisoles a
peso constante en una estufaa 110 °C por 5 h de acuerdo a la metodologia de NREL/TP-

150-42621.

2. Cenizas: los crisoles con BA sin humedad (utilizados en la determinacion de sé6lidos
totales) fueron colocados en la mufla (Felisa, FE-340) a 550°C por 5 h acorde al

NREL/TP-150-42622.

3. Extractivos: se colocé una muestra de BA en un equipo Soxhlet, donde se realizé la
primera extraccién con agua a 90-100°C durante 16 h, posteriormente se hizo una
segunda extraccién con etanol a 70°C por 18 h, los licores obtenidos fueron
concentrados en un rotavapor (BUCHI, R-100), finalmente se hizo la diferencia de pesos

del matraz conforme al NREL/TP-150-42619.

4. Hemicelulosa: se adicion6 NaOH al 4 % a una muestra de BA durante 24 ha 130 rpm
y se filtro al vacio, el extracto se acidificé a pH 5 y se congelo para formar precipitados,
posteriormente se descongelo y se centrifugo a 3,300 rpm por 20 min, se conservaron
los sélidos, mientras que el sobrenadante fue recuperado en otro tubo y se le adicion6
etanol en una relacién 1:1 (v/v), se congel6, descongel6 y centrifugé a 3,300 rpm por
20 min, el sobrenadante se desechd y los s6lidos de ambos tubos se secaron en un horno

a 60°C por 24 h (Hernandez-Vazquez et al., 2019).

5. Lignina: se realiz6 una hidrolisis acida al BA con H2S04 al 72 % a 30°C durante 1 h, se
neutralizé con agua, se coloc6 en una autoclave a 121°C por una horay se filtré al vacio,
de este paso se obtiene el licor de lignina y sélidos. Para la lignina insoluble en acido,
los solidos se lavaron con agua destilada, se secaron a 105°C por 5 horas y
posteriormente se llevaron a una mufla a 525°C por 24 h conforme al NREL/TP-150-
42618. Mientras que para la lignina soluble en acido se utiliz6 el licor de lignina, se
midié la absorbancia a 240 nm y se realizé la curva estandar de acuerdo al NREL/TP-

150-42617.
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6. Carbohidratos estructurales: se utilizd el licor de lignina y se cuantificaron por HPLC
(Varian ProStar 210) empleando una columna Aminex HPX-87H a 50°C, con un flujo de
0.6 mL/min de H2SO4 5 mM como fase moévil y un detector indice de refraccién (IR)

(Knauer, modelo 2300) de acuerdo al NREL/TP-150-42618.

IILILII Caracterizacion de las fases liquidas
Para la caracterizacion de la fraccién liquida del PT y los hidrolizados de la HE se
determinaron: a) azucares totales (AT) por la metodologia de fenol-acido sulfurico
(Dubois et al., 1956) y cuantificado con espectrofotometria a 485 nm (Biotraza, modelo
752); b) demanda quimica de oxigeno (DQO) con viales de digestion por el método Hach
8000 (HACH, 2021) usando un digestor Hach DRB200 y cuantificado con
espectrofotometria a 620 nm (Biotraza, modelo 752); c) glucosa (Glu) y xilosa (Xil) con
un analizador bioquimico YSI-2700; d) Glu, Xil, manosa (Man), galactosa (Gal) y
arabinosa (Ara) utilizando HPLC (Varian ProStar 210) con las condiciones mencionadas

en la seccion IILILL

IILIII Pretratamiento

El PT con explosién de vapor se realiz6 en un reactor enchaquetado de acero inoxidable
como se muestra en la Figura 9. Este tiene un tanque con volumen de trabajo de 4 L,
donde es colocada una canasta con malla con el BA, posteriormente se adicion6 agua
destilada y fue cerrado herméticamente (Figura 9 flecha roja). Después, a través de la
chaqueta se hace pasar vapor alimentado por una caldera de 3 HP (flechas azules), que
aumenta la temperatura y a su vez la presion dentro del tanque, convirtiendo el agua
destilada en vapor. Una vez alcanzadas las condiciones deseadas, se realizé una
descomprension subita por medio de una valvula en la parte inferior del reactor (Figura
9, flecha verde), se recolect6 el vapor del tanque del reactor en un tanque de expansion,
donde debido al cambio de volumen el vapor se condensa, obteniendo la fraccion
liquida, mientras que la fraccién solida (bagazo pretratado humedo) permanecié

dentro del tanque y se recuper6 abriéndolo.
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Para la conservacion de la fraccion sélida se procedié a secarla a 34°C, mientras que la
fraccién liquida se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta su uso en la HE. Ambas

fracciones fueron caracterizadas como se menciona en la seccion IILILI y IILILIL

/o
Tapa con cerrado . I
hermético = JINY [ f-----e-eomsmnmanan
\
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chaqueta
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™ . de forro
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Figura 9. Esquema del reactor del pretratamiento por explosién de vapor.
Para realizar las pruebas se colocaron dentro del tanque 55 g de BA seco con 2 L de
agua destilada, posteriormente se probé aumentar la carga a 110 g de biomasa,

teniendo asi porcentajes de sélidos: 2.75 y 5.5 %.

En un estudio previo se evaluaron las condiciones de operacién de 2, 4 y 6 kgr/cm?2 por
15y 20 min, donde se encontré que las condiciones con mayores rendimientos fueron
a4 kgr/cm? (142°C) durante 15 min (Duran-Cruz et al.,, 2021). Por lo que en este estudio

se utilizaron dichas condiciones que son equivalentes a un factor de severidad (FS) de
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2.41, descrito en la Ecuacién 1. El1 FS incluye los parametros operativos de temperatura
y tiempo de PT por lo que tienen relacién con los requerimientos energéticos. Dicha
ecuacion estd basada en una cinética de primer orden y obedece a la ley de Arrhenius

(Pielhop etal., 2017).

T—100
FS = Log (t * @ 14.75 ) Ecuaciéon 1

Donde T es temperatura (°C) y t es tiempo (min).

IILIV Hidrdlisis enzimatica

La HE se realiz6 a ambas fracciones resultantes del PT con el coctel enzimatico Cellic
CTec2 donado por Novozymes con una concentracion enzimatica de 366 FPU/mL (la
actividad enzimatica se determin6 de acuerdo al protocolo NREL/TP-510-42628) a
50°C y 120 rpm durante 31 h en una incubadora (New Brunswick, G25). El pH fue
ajustado a 5 con NaOH 0.1 M sin que se encontraran cambios significativos durante la
HE. De igual manera que en la seccion anterior, la concentracién enzimatica utilizada se
fij6 con base a los resultados previos, se decidié evaluar la concentracién enzimatica de
2.4 mgproteina/gBa que corresponde a 18.3 FPU/gpa (1x) y dos aumentos 24.7 y 54.8
FPU/gsa (1.5x y 3x, respectivamente). Adicionalmente se probaron tres porcentajes de

solidos de BA seco en la HE; 2.5,3.75y 5 %.

Los experimentos se realizaron por triplicado, los controles negativos consistieron en
pruebas sin a adicidn de cdctel enzimatico y el control fue realizado con bagazo sin

pretratar en buffer de citratos pH 5 a las mismas condiciones.

II1.V Microorganismo y medio de cultivo

La cepa P. acidipropionici CDBB-B-1981 fue adquirida de la coleccion de
microorganismos del Centro de investigacion y de Estudios Avanzados (CINESTAV) del
Instituto Politécnico Nacional. La bacteria se creci6 inicialmente en botellas seroldgicas

con medio YPG (Extracto de levadura 10 g/L, peptona de caseina 20 g/L y glucosa 20
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g/L) ajustado a pH 6, en condiciones anaerébicas a 30°C. Cuando el cultivo alcanzé la

fase exponencial, se conservo en stock de glicerol al 20 % (v/v) y se almacen6 a -20 °C.

Para los experimentos de produccion de AP se utilizé el medio YPG a las condiciones
anteriormente mencionadas para el cultivo semilla. El medio bacteriano utilizado para
las pruebas de fermentacion de AP contenia 13.9 g/L de extracto de levadura, 0.98 g/L
KH2POs4, 0.48 g/L K2HPO4, 0.05 g/L MnSO4 (Wang et al,, 2017). Se realizaron controles
en botellas seroldgicas y en el biorreactor, en donde se utilizé medio modelo que tenian
concentraciones de 3.55 g/L de Glu, 0.8 g/L Xil, 0.35 g/L de Ara, 0.4 g/L de Man y Gal
similares a las concentraciones de azlcares contenidas en los hidrolizados enzimaticos
del BA pretratado con explosion de vapor a FS 2.41. Para las pruebas de los hidrolizados
enzimaticos se adicionaron las fuentes de nutrientes (N, S y P) y se esteriliz6 en

autoclave a 121°C por 15 min.

IIL.V.I Preparacion del in6culo
Los cultivos semillas fueron realizados a partir de los stocks de glicerol, donde se
incubaron 50 mL de medio YPG en botellas de seroldgicas a 30 °C y 150 rpm durante
48 h en condiciones anaerobias de acuerdo a Wang et al, (2017). Se realiz6 una
sedimentacion de las células con el fin de lavar los metabolitos y los azicares no
consumidos mediante centrifugacion Eppendorf, 5810 R a 10,000 rpm durante 10 min
y finalmente se resuspendieron en medio fresco a una densidad Optica inicial de 0.7 a
600 nm (DOeoo). Posteriormente se usaron para inocular (10 %, v/v) el medio de

fermentacion.

III.V.II Fermentacion
Las pruebas control se realizaron en botellas serologicas de 100 mL, con un volumen
de trabajode 50 mLa 30°Cy 120 rpm en una incubadora con agitaciéon (New Brunswick,

i26) durante 72 h. Previo a la inoculacién se ajust6 el pH a 6 sin realizar un control
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durante las cinéticas y se burbujeo N2 al medio para mantener las condiciones

anaerobias al inicio de la prueba.

Las pruebas en el reactor a escala laboratorio se llevd a cabo en un biorreactor
ChemGlass® (CG-1949-X-1DM) (Figura 10, parte central) con un volumen de trabajo
de 1L, el cual contiene un agitador que se mantuvo en 80 rpm. El biorreactor se conectd
a un pH Meter (B&C electronics, pH 7635) mostrado en la Figura 10 parte derecha, éste
ajusto el pH a 6 con la adicion de NaOH 0.5 M, mientras que la temperatura fue
controlada en 30-32 °C por medio de un recirculador con agua (VIVO, RT4) que se hizo
pasar a través de la chaqueta del biorreactor. Finalmente, el sistema también contenia
una conexion a un tanque de N2 (parte central inferior), el cual permitia el burbujeo por
10 min al inicio de la prueba y cada 24 h con el fin de mantener las condiciones

anaerobias.

Figura 10. Sistema de produccién de AP
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IIL.V.III Métodos analiticos
Las muestras de las pruebas de fermentacion se colectaron cada 2 h durante 72 h,
fueron centrifugadas a 12,000 rpm por 10 min y congeladas hasta su analisis. El
crecimiento de celular se midi6 a partir de 1a DOsoo 2a 600 nm (Biotraza, modelo 752), la
DOsoo se contrasté con el peso seco de las bacterias (g/L) y se realizé una curva estandar
mostrada en Anexo 5. Se cuantificé Glu, Xil, Ara, Man, Gal, AT y DQO. El 4cido propidnico
(AP) fue determinado con HPLC (Varian ProStar 210) empleando una columna Aminex
HPX-87H a 50°C, con un flujo de 0.6 mL/min de H2SO4 5 mM como fase movil y un

detector indice de refraccién (IR) (Knauer, modelo 2300).

IIL.VI. Calculos de rendimientos y analisis de datos
Con el fin de estandarizar los resultados, se calcularon los rendimientos de azucares y

DQO a partir de la masa de BA en base seca como se muestra en la ecuacion 2.

[aztcares g 1*Volumen (L) .,
) Ecuacién 2

Rendimiento = —
Biomasa en peso seco(gpa)

El rendimiento de sacarificacién se determiné a partir de la ecuaciéon 3 (NREL/TP-150-

42630).

[Glucosa (%)]+1:053[celobiosa(%)] +100 % Ecuacion 3
1.111f[blomasa (%)]

%Sacarificacion =

Donde {: fracciéon de celulosa en base seca (g/g), 1.053: factor de conversion de celobiosa a glucosa.

La determinacion de la actividad enzimatica se realizé a partir de la conversion de la
concentracion masica de glucosa (g/L) a concentracién molar (umol) dividiéndolo por

el tiempo de hidrdlisis enzimatica expresandola en pmol /min (U).

Los calculos de rendimientos de biomasa-sustrato (Yx/s) y producto-sustrato (Yp/s) se

calcularon a partir de las siguientes ecuaciones:
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[Biomasa final (%)]—[Biomasa inicial (%)] L,
Ecuacion 4

Yoy = |4 inicial (£)]-[aT final )]

_ [4P final )]~ [4P inicial ()]
Pls [4T inicial (2)|-[aT final &)

Ecuacién 5

La velocidad especifica de crecimiento () se calculé a partir de la en la fase exponencial
de crecimiento.

Ins = uxt Ecuacion 6
Xo

Donde X: Concentracion de bacterias en el tiempo t (g/L), Xo: Concentracién de biomasa inicial (g/L), t:
tiempo.

Se realiz6 un andlisis de varianza de un factor (ANOVA) con un nivel de significacion de

p<0.05 utilizando el software IBM SPSS.

33



AT\ CIENCIAS

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA NATURALES
Unidad Cuajimalpa INGENIERIA

Capitulo IV. Resultados y discusion

IV.I Caracterizacion de la biomasa inicial

La composicion porcentual inicial del BA nativo (sin procesar) se muestra en la Tabla
2. La celulosa corresponde al mayor porcentaje (30.7 %), seguido de la hemicelulosa
(21.8 %) y la lignina (20.4 %). El material no estructural (extractivos) fue de 6.9 %y

de material inorganico (cenizas) de 6.6 %.

Tabla 2.- Composicion del BA nativo.

Componente %

Celulosa 30.7+4.4

Hemicelulosa 21.8%*1.4

Lignina 20416
Extractivos 6.9+1.0
Cenizas 6.6 +0.3

La composicién reportada para la BL varia del 30-50 % de celulosa, del 15-35 % de
hemicelulosa y del 10-30 % de lignina, mientras que para el BA la celulosa esta entre
los 31-43%, la hemicelulosa entre 11-21% y la lignina en 11-20% (Krasznai et al., 2018;
Palomo-Briones et al.,, 2017). La composicion de la biomasa utilizada en este estudio se
encuentra dentro de lo reportado para el BA y la BL. Sin embargo, la cantidad de
celulosa se encuentra por el limite inferior, mientras que la hemicelulosa y lignina son
evidentemente altas. Esto provoca que sea mas recalcitrante en comparaciéon a la
utilizada en estudios anteriores (Hernandez-Vazquez et al., 2020). Esta alta presencia
de lignina (5.2% mayor) limita la segunda etapa del proceso debido a que produce una
barrera fisica para el acoplamiento de las enzimas, lo cual es perjudicial para la
obtencion de azucares. La diversidad en la composicion puede deberse a factores
ambientales y de crecimiento del Agave, asi como del proceso de elaboracién del
tequila, ya que la temperatura, el tiempo de coccién del Agave y el prensado del mismo

pueden variar dependiendo de la fabrica, inclusive hasta de los lotes de produccién.
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En comparacion con otros tipos de biomasa, el BA contiene un porcentaje mas alto de
celulosa que el pasto varilla (5-20%) y puede tener menor porcentaje de lignina (10-
40%), lo cual lo hace una biomasa menos recalcitrante y con mayor porcentaje de
carbohidratos recuperables (Rajendran et al., 2017). El bagazo de cafia de azucar tiene
mayor porcentaje de celulosa (42-48%) que el BA, pero su recalcitrancia es mayor con
un contenido de lignina del 20-42% (Rajendran, et al.,, 2017). El BA de este estudio, a
pesar de su alto contenido de lignina, tiene mayor potencial en comparacion de las BL
anteriormente mencionadas para la obtencién azucares a partir de la explosion de

vapory la HE.

IV.II Evaluacion de las condiciones de pretratamiento

Los rendimientos de AT, Glu, Xil y DQO obtenidos con 2.75 y 5.5% de sélidos se
muestran en la Figura 11. Se observé que la contribuciéon del PT (Etapa 1) en los
rendimientos de Glu y Xil fue marginal, mientras que en la Etapa 2 (HE) represent6 un

aumento entre el 56 y 100%.

Por otro lado, en la etapa 1, el incremento a 5.5% de sé6lidos no tuvo efecto, aunque las
concentraciones de azucares puedan ser mayores, los rendimientos de AT, Glu, Xil y
DQO normalizados a gramo de bagazo seco, fueron estadisticamente similares para las
condiciones estudiadas. Mientras que, en la Etapa 2 el efecto del porcentaje de sélidos
fue inverso, la mayor relacion probada (5.5%) resultdé en la disminucion de los
rendimientos de AT, Glu, Xil y DQO en un 33, 79, 62 y 25%, respectivamente. Por lo
tanto, el porcentaje de sélidos de 2.75% fue seleccionado para las pruebas posteriores.
A esta condicion se obtuvieron rendimientos de 0.06 gat/gsay 0.10 goz/gsa en la Etapa

1yde0.27 gar/gsa, 0.11 gciu/gea, 0.03 gxi/gay 0.32 g 02/gsa en la Etapa 2.
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El rendimiento de Glu y Xil con 2.75% de s6lidos después del PT fue comparable con lo

anteriormente reportado (Duran-Cruz et al., 2021). Sin embargo, se encontr6 que el

rendimiento de AT después de la HE fue 50% menor. Como ya se menciond, ésto puede

ser atribuido a la diferencia entre la composicidn de la biomasa, ya que, el porcentaje

de lignina contenido en el presente estudio es mayor, lo cual limita la HE debido a que

produce la adsorcién y bloqueo de la actividad de celulasas de manera no especifica e

inhibicién de enzimas hidroliticas.

IV.III Evaluacion de las condiciones de la hidroélisis enzimatica

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de las tres

concentraciones enzimaticas y tres concentraciones de biomasa, donde se compararon:

los rendimientos de aztcares y DQO; la sacarificacion; las actividades enzimaticas de
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las celulasas y hemicelulasas para la determinacion de las mejores condiciones para la
produccion de AP.

IV.IILI Rendimientos de azicares y DQO

La determinacion de rendimientos de AT, Glu, Xil y DQO de las pruebas a diferentes

concentraciones enzimaticas y de biomasa en la HE se encuentran reportadas en las
Figuras 12, 13, 14 y 15 respectivamente.

El mayor rendimiento de AT fue obtenido con la menor concentraciéon enzimatica y el
menor porcentaje de solidos, siendo de 0.27%£0.04 gar/gsa. No se encontraron
diferencias significativas entre los rendimientos del mismo porcentaje de sdélidos
(2.5%) con aumentos de enzimas de 1.5 y 3x. No obstante, si hubo diferencias con todos
los rendimientos de AT obtenidos a 3.7 y 5% de sélidos. Por otro lado, en la HE no se

observo un efecto favorable en el rendimiento de AT debido al incremento en la

concentracion de biomasa como se puede observar en la Figura 12.
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Figura 12. Rendimientos de AT a diferentes concentraciones enzimaticas y porcentajes de
solidos. 1x (18.3 FPU/gga) 1.5x (27.4 FPU/gga) y 3x (54.8 FPU/gga).
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En la Tabla 3 se encuentra la comparacién de rendimientos de AT obtenidos con
diferentes PT e HE. El rendimiento de AT obtenido en el actual trabajo fue mayor a los
estudios donde unicamente se realiz6 una HE con concentraciones enzimaticas
similares. En el estudio reportado por Montoya-Rosales (2019) se observé un
rendimiento similar. Sin embargo, se utiliz6 mayor concentracién enzimatica y dos
cocteles, lo que nos indica que el PT con explosién de vapor es un paso fundamental
para la obtencién de AT, ya que evita la utilizacién de mayor concentraciéon enzimatica

para obtener rendimientos similares a 0.27 gar/gpa.

Tabla 3. Rendimientos de AT obtenidos del BA pretratado y/o hidrolizado enzimaticamente.

e Pretratamiento Hidrolisis enzimatica Fuente
(8ar/gga)
0.27+0.04 EXplOSS‘;’g ‘fl"apor Cellic CTec2 (18.3 FPU /gsa) Este estudio
Cellulase 50XL (14.3 (Tapia-Rodriguez et al,
0.13+0.001 NA FPU /gs) 2019)
Celluclast 1.5 L (18 (Montiel & Razo-
0.15+0.02 NA FPU /gga) Flores, 2018)
Cellulase 50XL (12.54 (Valencia-Ojeda et al.,
0.18+0.01 NA FPU /) 2021)
0.19+ 0.02 Peréxido de Celluclast 1.5 L (20 (Galindo-Hernandez et
T hidrégeno alcalino MEproteina/ gBA) al,, 2018).
0.27 NA Celluclast 1.5 L (23 FPU/gsa  (Montoya-Rosales et
' y Viscozyme L (10.5 U/gga) al.,, 2019)
Hidrdlisis acida (Breton-Deval et al.,
0.39 HCl 5% (p/v) NA 2018)
0.54 LI [Ch][Lys] Cellic CTec2 (8 FPU/gBA) ~ (PerezPimientaetal,

2020)

[Ch][Lys]: Cholinium L lysinate

Otros estudios, en los que se utilizaron dos etapas (PT e HE) se encontré que utilizando
perdxido de hidrégeno alcalino se obtuvo un rendimiento de AT menor al presente
estudio, lo cual puede deberse a la pérdida de aztcar debido a la oxidacion no selectiva
(Bajpai, 2016). Sin embargo, en recientes estudios como Breton-Deval et al., (2018) y
Perez-Pimienta et al., (2020) se encontraron rendimientos 30 y 50% mas altos
utilizando hidroélisis acida y liquidos iénicos (LI), respectivamente. Los PT quimicos

tienen como ventaja la obtencién de mayores rendimientos de azdcares, pero también
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se forman mayores concentraciones de inhibidores que pueden afectar la obtencién de
bio-productos en la etapa de la fermentacion.

En la Figura 13 se observa que el rendimiento de Glu disminuye con la menor
concentracion enzimatica y aumentando el porcentaje de sélidos. A diferencia del caso
de AT, el aumento en la concentracidon enzimatica favorecioé la obtencién de Glu, con un
rendimiento de 0.15+0.01 gc/gsa con 3x de enzimas y 2.5% de solidos. Este
rendimiento fue significativamente mayor a los obtenidos con 1y 1.5x de enzimas. Lo
anterior puede deberse a que las celulasas pueden llegar a ser inhibidas por la
celobiosa, tal puede ser el caso de los rendimientos a 2.5% de sélidos y 1x de enzimas,
ya que la concentracion de AT es 2 veces mayor que la concentracién de Glu. Esta
diferencia puede deberse principalmente a la presencia de celobiosa, lo que provoca

que las enzimas dejen de hidrolizar los enlaces [3-1,4 para formar glucosa y se tengan
menores rendimientos (Goméz, 2008).

Rendimiento de Glu (g/gen)

Figura 13. Rendimientos de Glu a diferentes concentraciones enzimaticas y porcentajes de

sélidos. 1x (18.3 FPU/gga) 1.5x (27.4 FPU/gga) y 3x (54.8 FPU/gga).
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El rendimiento de Glu es comparable con el obtenido con el PT de autohidroélisis (180°C
por 30 min) e HE con Cellic CTec2 and HTec2 (40 mgproteina/gglucano Y 4 Mgproteina/gxilano,
respectivamente). Sin embargo, es 46 y 52% menor que los estudios donde se utiliza
AFEX y LI e HE con Cellic CTecZ (70 mgproteina/gaB), respectivamente (Perez-Pimienta et
al., 2016; Perez-Pimienta et al,, 2018). Un impacto negativo en el PT con AFEX es el costo
elevado y las preocupaciones ambientales por el olor del amoniaco, lo cual provoca una
desventaja de este proceso, mientras que los LI presentan altos costos y la generacién
de inhibidores (Bajpai, 2016). Por lo anterior, ademas de tener mejores rendimientos
de Glu, el PT con explosién de vapor (SF 2.41) tiene ventajas ambientales, econdmicas

y presenta una menor formacion de inhibidores (Hernandez-Vazquez et al., 2020).

Respecto a los rendimientos de Xil, hubo un comportamiento similar a los de Glu, ya que
con 2.5% de soélidos y 3x de enzimas se obtuvo el mayor rendimiento con 0.03+0.01
gxil/gea. Este fue similar al obtenido con 1.5x de enzimas y 3.75% de sélidos, pero
diferente al resto. En la Figura 14 se observa que el efecto de aumentar la concentracion
enzimatica tiene repercusiones negativas en los rendimientos cuando se tienen
porcentajes altos de sélidos, en cambio, al disminuir el porcentaje de sélidos con la

mayor concentracidon enzimatica se mejora la obtencion de Glu y Xil.
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Rendimiento de Xil (9/gsA)

Figura 14. Rendimientos de Xil a diferentes concentraciones enzimaticas y porcentajes de

sélidos. 1x (18.3 FPU/gga) 1.5x (27.4 FPU/gsa) y 3x (54.8 FPU/gga).

El rendimiento de Xil de este estudio es comparable con el obtenido con autohidrdlisis
(180°C por 30 min) e HE con Cellic CTec2 and HTec2 (40 mgproteina/gglucano y 4
Mmgproteina/ gxilano, respectivamente), pero 79% menor que utilizando AFEX e HE con Cellic
CTec2 (70 mgproteina/gBa) (Perez-Pimienta et al., 2016). Sin embargo, como se mencion6

anteriormente, éstos ultimos tratamientos no son ambientalmente atractivos.

Referente al rendimiento de DQO, en la Figura 15 se observa que hay un incremento al
utilizar el menor porcentaje de sélidos (2.5%) y la mayor concentracién enzimatica
(3x), obteniendo asi el mayor rendimiento de DQO de 0.37+0.02 goz2/gsa. Este
rendimiento se vio influenciado directamente por la obtencién de Glu y Xil, debido a
que, con las condiciones antes mencionadas, se registraron los mayores rendimientos
de estos azucares. Las moléculas de Glu y Xil son altamente oxidables, por lo que, un

incremento en la concentracion de aztcares repercute directamente en la cantidad de
DQO en el medio, y, por lo tanto, en su rendimiento.
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Figura 15. Rendimientos de DQO a diferentes concentraciones enzimaticas y porcentajes de

sélidos. 1x (18.3 FPU/gga) 1.5x (27.4 FPU/gga) y 3x (54.8 FPU/gga).

El rendimiento de DQO fue estadisticamente similar a los obtenidos con la HE con
Cellulase 50XL (12.54 y 14.3 FPU/gsa) (Valencia-Ojeda et al., 2021; Tapia-Rodriguez et
al,, 2019). Sin embargo, fue menor que en los estudios de Lopez-Gutierrez et al. (2021)
y Tapia-Rodriguez et al. (2019) donde se obtuvieron 0.46 y 0.65 goz2/gsa utilizando
Cellulase 50XL (293 EGU/gsa) y Stonezyme (50.7 FPU/gga), respectivamente.

El aumento en la concentracién de biomasa tuvo repercusiones negativas en todos los
rendimientos analizados debido principalmente a la limitacién de movimiento del
medio liquido por la saturacidn de fibras de BA. Esto dificulta el mezclado y por lo tanto
la homogeneidad, lo que provoca problemas de transferencia de masa disminuyendo el
contacto de las enzimas con el sustrato. Adicionalmente, el exceso de sustrato puede

llegar a retardar el tiempo de reaccidn hasta llegar al punto de la inhibicién (Gémez,
2008).
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IV.IILII Sacarificacion y actividad enzimatica
La sacarificacién obtenida a las diferentes condiciones de la etapa 2 se presentan en la
Tabla 4. Se encontré que el porcentaje de sacarificacién mas alto fue de 40% que
corresponde a las condiciones sélidos al 2.5% y 3x de enzimas. Esto coincide con los
resultados discutidos en la secciéon anterior. De igual manera, los porcentajes de
sacarificacion mas bajos se obtuvieron con 1x sélidos y con 3.75 y 5% de s6lidos, por lo

que el aumento de concentracion de biomasa no beneficia la obtencion de azucares.

Tabla 4. Porcentaje de sacarificacion a diferentes condiciones de HE.

Concentracion Porcentaje de sé6lidos (%)
enzimatica 2.5 3.75 5
1x 289 239 24.5
1.5x 30.1 26.5 24.2
3x 40.0 33.6 321

En comparacion con la literatura, la sacarificacién obtenida a 2.5% de sé6lidos y 3x de
enzimas fue mas alta que en el estudio de Contreras-Davila et al. (2017), donde se
obtuvo 28% de sacarificacion al utilizar HE con Celluclast 1.5 L. Galindo-Hernandez et
al. (2020) utilizaron peréxido de hidrogeno alcalino con HE secuencial y se obtuvo un
porcentaje de sacarificacion comparable al del presente estudio. No obstante, la
sacarificacion de este estudio fue menor que los obtenidos con hidrdlisis acida (52%) y
LI e HE con Cellic CTec2 (80%) (Breton-Deval et al., 2018; Perez-Pimienta et al., 2020).
Sin embrago, ambos PT generan concentraciones de inhibidores que pueden
representar un paso extra para la desintoxicacion del medio para procesos biologicos

posteriores.

A pesar de que en la sacarificacion, los rendimientos de azucares y DQO a las
condiciones de 3x de enzimas y 2.5% de sdélidos fueron los mas altos, las actividades
enzimaticas de las celulasas y hemicelulasas para la obtencion de Glu y Xil,
respectivamente, fueron mayores con 5% de s6lidos y concentracién enzimatica de 3x

(Tabla 5).
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Tabla 5. Actividad enzimatica de las celulasas y hemicelulasas a diferentes condiciones.

Porcentaje de
oo ;% ) 2.5 3.75 5 2.5 3.75 5
Concentracion Glu Xil
enzimatica Actividad enzimatica (umol/min)
1x 24,796 30,704 41,904 5,618 8,178 11,229
1.5x 25,716 33,949 41,439 6,832 9,553 11,765
3x 34,243 43,157 54,906 7,558 9,418 12,265

A 5 % de solidos y 3x de concentraciéon enzimadtica se obtuvieron las mayores
actividades enzimaticas de las celulasas y hemicelulasas fueron de 54,906 y 12,265
umol/min, respectivamente, lo que indicé una mayor concentracién de azicares en
comparacién a las obtenidas con 2.5% de sélidos y a la misma concentracion
enzimatica. Sin embargo, con el aumento de sélidos, la sacarificacién disminuyé 7.9%
(Tabla 4), mientras que los rendimientos de Glu y Xil se redujeron un 20%. Por lo que
el aprovechamiento del BA es menor a las condiciones donde se obtuvieron las mayores
actividades enzimaticas, esto se puede atribuir a una inhibicién por productos, ya que
las glucanasas son inhibidas por la celobiosa, lo que disminuye la velocidad de reaccién
y por lo tanto el rendimiento (g/gsa) (Ovando-Chacén & Waliszewski, 2005). Debido a
lo anterior, se decidié para la siguiente parte experimental seguir trabajando con las
condiciones con mayores rendimientos de azucares y de sacarificacion (3x de enzimas

y 2.5% de solidos).

IV.IV Composicion del bagazo de Agave después de cada etapa.

El cambio de composicion de la biomasa después de cada etapa se reporta en la Figura
16. La primera etapa gener6 cambios, ya que la hemicelulosa se redujo 5.5%, mientras
que la celulosa y la lignina aumentaron 9.3% y 2.4%, respectivamente. Esto debido a
que la explosion de vapor solubiliza e hidroliza la hemicelulosa, por lo cual hay tal

disminucién.
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Figura 16. Comparacién de la composicion después de cada etapa.

Posteriormente, en la HE disminuy6 6% la celulosa, y aumenté 2.1 y 1.5% la
hemicelulosa y la lignina, respectivamente. Esto es principalmente por la hidrolisis de
la celulosa, ya que se obtuvo mayor concentracion de Glu que de otros azucares

reductores como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Comparacidon de los aziicares obtenidos después de cada etapa.

Glu Xil Gal y Man Ara
(/L)

PT 0.06£0.01 0.01+£0.00 0.67+0.06 0.00£0.00

HE 3.34+0.01 0.71%0.02 0.77+0.08 0.10+0.00

Etapa

En la Tabla 6, se muestran las concentraciones de azucares reductores obtenidos
después de cada etapa. En el PT la concentracion de Gal y Man fue mayor, estos azlcares
son pertenecientes a la hemicelulosa, lo cual es consistene con lo mencionado

anteriormente sobre los efectos de la explosion de vapor.
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Posteriormente, en la HE se obtuvo mayor concentracién de Glu debido a las celulasas,
no obstante, también aumentaron las concentraciones de Xil, Gal, Man y Ara, azlucares
generados a partir de la hemicelulosa, por lo que nos lleva a concluir que también hubo

hidrélisis con hemicelulasas.

Se encontraron residuos de celulosa y hemicelulosa al final del proceso de la etapa 2,
debido a wuna digestion incompleta de estos polimeros. Para mejorar el
aprovechamiento del BA y reducir el porcentaje final se podria realizar: una molienda
previa a la explosion de vapor para aumentar la superficie de contacto; una
humectacion del BA para el hinchamiento de las fibras y favorecer su ruptura mecanica
en el PT. Sin embargo, estos procesos requeririan mayor inversion, implican mas
tiempo y costos en el proceso, el objetivo es simplificar el proceso, por lo que es de

interés continuar trabajando con el proceso de tres etapas propuesto en este estudio.

IV.V Evaluacion de las condiciones de fermentacion

Las condiciones de fermentacién en botellas serolégicas se evaluaron al inocular el
medio con P. acidipropionici al 7% (v/v) a 0.6 (DOsoo) (Wang et al., 2017). Dichas
condiciones no presentaron crecimiento de bacterias, ni consumo de azuicares en las 30
h posteriores de la inoculacién, por lo que se aumenté la concentraciéon de in6culo

inicial a 10% (v/v) y 0.7 de DOsoo.

El consumo total de Glu fue a las 72 h, de Xil a las 56 h y de Ara a las 42, con tasas de
consumo de 0.06, 0.02 y 0.01 g L1 h'l, respectivamente, siendo la Glu el azucar
preferencial del microorganismo. Por otro lado, hubo un consumo del 27% de Gal y
Man, que dejo6 de ser utilizado por la cepa a partir de las 46 h, como se observa en la
Figura 17 A. El consumo de AT de 0.07 g L-1 h-1 se mantuvo constante hasta la hora 48,
coincidiendo con el consumo de Glu, a la hora 72 el microorganismo dejo de consumir

azucares, a pesar de tener disponible Gal y Man.

En Figura 17 B se observa que la concentracion de AP se mantuvo constante después
de la hora 50. El crecimiento de bacterias tuvo su fase exponencial entre las 12 y 19 h.
Es notable la también la capacidad de la cepa de utilizar simultaneamente varias fuentes

de carbono, en la fase exponencial de crecimiento consume preferencialmente Glu y Xil.
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Adicionalmente, hubo un descenso de pH, iniciando en 6 y al concluir la fermentacién
de 4, este cambio se atribuy6 a la acidificaciéon del medio por la producciéon de AP, lo
que provoca ralentizacion en el metabolismo y en el crecimiento de la cepa al no estar

en las condiciones 6ptimas.

Concentracion (g/L)

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (h)

Figura 17.- Produccién de AP con medio de cultivo modelo en botellas serolégicas A)
Consumo de azucares reductores B) Produccion de AP, consumo de AT y crecimiento
bacteriano. Glu (H), Xil (@), Gal y Man (A), Ara (¥ ), AT (H), AP (®), peso seco de bacterias (
A).

Se obtuvieron 3.52 g/L de AP a la hora 72, con un Yp/s de 0.57£0.08 gap/gat con p de
0.25 h'l. El rendimiento producto sustrato es 22% mayor al obtenido con P.
freudenreichii en botellas serolégicas con glucosa (Ammar et al.2020). Al utilizar P.
acidipropionici ACT-1 con glucosa el rendimiento es comparable. Sin embargo, es 13%

menor cuando la fuente de carbono se cambia por galactosa (Yang et al., 2017).

Se encontr6 que, a pesar de la disminucion del pH y que no se consumieron en su
totalidad la Gal y Man, el rendimiento fue similar e incluso mayor a lo obtenido en la
literatura utilizando glucosa con otras bacterias productoras de AP, por lo que se
procedié a escalar el proceso a 1 L, con el fin de controlar el pH y mantener las

condiciones 6ptimas de crecimiento.
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IV.VI Pruebas de fermentacion en biorreactor con medio de cultivo
modelo

El escalamiento de botellas seroldgicas al biorreactor de 1L con control de pH dio como
resultado una disminucién del 52% en el tiempo de fermentacion, ya que el consumo
total de Glu, Xil, Gal, Man y Ara fue a la hora 34 (Figura 18 A). El crecimiento exponencial
de bacterias se mantuvo entre las 10 y 16 horas (Figura 18 B), donde las fases de
adaptacion y de crecimiento exponencial fueron mas cortas. Al entrar en fase
estacionaria, se alcanzaron 1.67 g/L mientras que a la misma hora en las pruebas de
botellas serolégicas se tenia la mitad de concentracion de bacterias. También se
encontro6 que la Gal y Man fueron consumidas mayoritariamente en la fase exponencial
y en su totalidad al cabo de 20 h, en comparacién con las botellas seroldgicas. Esto fue
debido a que se mantuvo el pH entre 6-6.2, lo que proporciona a las bacterias un

crecimiento en condiciones 6ptimas.
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Figura 18. Produccion de AP con medio de cultivo modelo en el biorreactor A) Consumo de
azucares reductores B) Produccién de AP, consumo de AT y crecimiento bacteriano. Glu (),

Xil (@), Gal y Man (A), Ara (V), AT (H), AP (®) y peso seco de bacterias (A).
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La produccién de AP se mantuvo en aumento hasta la hora 30, en donde alcanzé su
maximo con 3.38 g/L con un rendimiento de 0.44 g/gar (Tabla 7). Este parametro fue
menor que en las botellas seroldgicas debido a que el crecimiento bacteriano fue mas
rapido, ya que cuando hay un crecimiento celular significativo y formacién de biomasa

el rendimiento de AP es mucho menor (Zhang & Yang, 2009).

Tabla 7. Comparacion de los parametros cinéticos de la fermentacion empleando medio de
cultivo modelo en botellas seroldgicas y en el biorreactor.

Parametro BS Biorreactor Unidades
Yx/s 0.34+0.08  0.30+0.05 gx gar'!
Yp/s 0.57+0.08 0.44+0.02 gap gar'!

Tl 0.25 0.26 h-1
ta 2.7 2.6 h

BS: Botellas serolégicas

Aunque el control de pH favoreci6 el crecimiento mas rapido aumentando la velocidad
especifica de crecimiento (i) un 3%, los rendimientos Yx/s y Yp/s se vieron disminuidos
un 12 y 23%, respectivamente. Sin embargo, a pesar de los rendimientos, los recursos

energéticos y de operacion son menores al disminuir el tiempo de fermentacion.

Utilizando la misma cepa en un biorreactor de 500 mL y medio de cultivo modelo (Glu,
Xily Ara) se obtuvo una p de 0.15 h-1, siendo ésta, menor a la obtenida, adicionalmente,
el rendimiento de AP fue comparable con el obtenido en el presente estudio (Wang et

al, 2017).

Debido a que la cepa a condiciones 6ptimas y con el escalamiento mantiene estable su
crecimiento y logro el consumo total de los diversos azucares en el medio de cultivo
modelo, se procedio a utilizar los hidrolizados con los mayores rendimientos de

azucares como medio de cultivo para la produccion de AP.

IV.VII Pruebas de fermentacion en biorreactor con hidrolizados
Para concluir con la parte experimental propuesta, se procedié a realizar las pruebas
de fermentacién en el biorreactor con los hidrolizados de BA. La conversion de los

hidrolizados por P. acidipropionici (Figura 19) indic6 que el consumo de AT fue del 97%
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en 36 h (Figura 19 B), mientras que el consumo total de Glu fue a las 20 h, de Ara a las
24 h, de Xil, Gal y Man a las 36 h (Figura 19 A), con una produccién de AP de 2.5 g/Ly

un rendimiento de 0.44 gap/gar.
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Figura 19. Produccién de AP con hidrolizados de BA en el biorreactor A) Consumo de azucares
reductores B) Produccion de AP, consumo de AT y crecimiento bacteriano. Glu (H), Xil (@),
Galy Man (A), Ara (V), AT (H), AP (@) y peso seco de bacterias (A).

En comparacion con el medio de cultivo modelo, se observé que el rendimiento de AP,
el tiempo de fase estacionaria y exponencial fueron estadisticamente similares,
mientras que el consumo de Glu fue 22% mas rapido con los hidrolizados.
Adicionalmente, la produccion de AP comenz6 10 h antes con el medio de cultivo
modelo, por lo cual se puede inferir que las bacterias tuvieron un periodo de adaptacion
a los hidrolizados debido, posiblemente a la presencia de inhibidores como fenoles,
furfural, HMF y acido acético, ya que en estudios previos se reportd su generaciéon a
concentraciones de 0.16, 1.75, 4.34 y 113.8 mg/L, respectivamente, que, aunque no son
consideradas inhibitorias de la actividad microbiana, si se encuentran presentes en la

fase liquida del PT (Hernandez-Vazquez et al., 2019; Hernandez-Vazquez et al., 2020).
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En la Tabla 8 se presentan los rendimientos de AP reportados en la literatura, para

diversos tipos de biomasa, PT, HE, cepas bacterianas. Se puede observar que los

rendimientos son similares indicando que la especie P. acidipropionici tiene la

capacidad de utilizar distintos hidrolizados (Wang et al., 2017; Castro et al., 2020; Yang

etal, 2017).
Tabla 8. Comparacién de rendimientos de AP con la literatura.
Yp/s Condicionesde Condiciones de
Biomasa Fermentacion Referencia
(8/8ar) PT HE
P. acidipropionici
Explosion de
Cellic CTec2 (54.8 CDBB-B-1981
0.44+0.2 BA vapor 142°Cy Este estudio
FPU/gbiomasa) (ATCC 4875)
15 min
Biorreactor 1 L
P. acidipropionici
0.44- Rastrojo  PT acido (H2S04)
Cellic CTec2 (NE) ATCC 4875 Wang etal.,, 2017
0.48 de maiz 160°Cy 10 min
Biorreactor 1.2 L
P. acidipropionici
Bagazode PT acido (H2S04)
0.42 NA CICC 10019 Castro etal., 2020
Sorgo 121°Cy 45 min
Biorreactor 1 L
a-galactosidasa  P. acidipropionici
PT acido (H2S04)
Melaza de (A. niger) ~0.1% ACT-1
0.46 ebullicién por Yangetal.,, 2017
soya (w/v) (10,500 Biorreactor 500
10 min
GalU/g) mL
Bagazo de P. freudenreichii
PT acido (HPO4)  Cellic CTec2 (40
0.45 sorgo DSM 4902 Ammar et al., 2020
SOOC y 4‘3 mln FPU/gBiomasa)
dulce Biorreactor 3.5 L
P. freudenreichii
Bagazo de
PT 4cido (HPO4)  Cellic CTec2 (40 DSM 4902
0.59 sorgo Ammar et al,, 2020
dul 50°Cy 43 min FPU/ggiomasa) Biorreactor 3.5 L
ulce

Glicerol (1:1)
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Agua caliente P. freudenreichii
Tallos de Celulasa NE (30
0.56 liquida a 10 MPa CICC 10019 Wang et al.,2020
maiZ FPU/ gBiomasa)
y 20 min Biorreactor 5 L

NE: No especificado, NA: No aplica

La produccién de AP en este estudio fue equiparable con la obtenida con bagazo de
sorgo dulce con P. freudenreichii, pero 21% menor a la reportada al utilizar residuos de
tallo de cultivos (Ammar et al., 2020; Wang et al, 2020). Adicionalmente, el rendimiento
de 0.59 gar/gar, para una relacion 1:1 de glicerol con hidrolizados de bagazo de sorgo
dulce fue significativamente mayor al de este estudio (Ammar et al.,, 2020). Lo anterior
es debido a que se ha reportado que el uso de glicerol beneficia el crecimiento del
microorganismo y la produccién de AP dado a que su uso como fuente de carbono
permite que el potencial redox permanezca equilibrado, suprimiendo la produccién de
metabolitos adicionales al AP, por lo que podria ser un pardmetro a evaluar para

proximos estudios (Ammar et al., 2020).
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Capitulo V. Conclusiones

Los incrementos en el porcentaje de sélidos en el PT y la HE resultaron en mayores
concentraciones de azucares (g/L) en los hidrolizados, pero no favorecieron los
rendimientos de Glu, Xil y DQO (g/g sa). Por otro lado, el aumento de la concentracion
enzimatica a 3x favorecié los rendimientos de AT, Glu y Xil siendo de 0.23+0.01,
0.15+0.01 y 0.03+0.01 g/g BA, respectivamente. De esta forma, las condiciones de PT e HE
de 2.75% de solidos en el PT, 2.5% de solidos y 54.8 FPU/gea de concentracion

enzimatica en la HE que son las que permitieron obtener los mas altos rendimientos.

El BA utilizado en este estudio se caracteriz6 en las distintas etapas obteniendo un
cambio en la composicidn, donde los efectos observados del PT y la HE fueron la
remocion de hemicelulosa y celulosa, respectivamente, constatando lo reportado en la

literatura.

Por otro lado, se logré validar las condiciones de fermentacion con P. acidipropionici
reportadas en la literatura a escala laboratorio. El control de pH mostr6 una reduccion
del 52% en los tiempos de fermentacién, mientras que el escalamiento del proceso al
biorreactor de 1L redujo el rendimiento de AP (0.44+0.02 gar/gat) con el medio de

cultivo modelo, sin embargo, este fue similar a lo reportado en la literatura.

La produccion de AP a partir de los hidrolizados se logré con éxito obteniendo un
rendimiento de 0.44 g/gsa en 36 h con un consumo del 97% de AT. El rendimiento de
AP fue comparable con el obtenido utilizando medio de cultivo modelo y las reportadas
en la literatura, utilizando la misma especie y subespecie del microorganismo. Por lo
cual, se evidencio el potencial de los hidrolizados para ser utilizados para la produccion

sustentable de AP.

La hipétesis planteada en este trabajo se cumplid, ya que P. acidipropionici CDBB-B-
1981 tuvo la capacidad metabdlica para consumir en su totalidad los azucares
reductores de los hidrolizados enzimaticos del BA pretratado con explosion de vapor

para la produccién de AP en condiciones anaerobias.
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V.I Perspectivas
El incremento de temperatura y tiempo durante el PT puede mejorar la obtencion de

azucares, debido a que la composicion del BA utilizado en este estudio contiene un alto
porcentaje de hemicelulosa, por lo que se requieren condiciones de explosion de vapor
mas severas a las utilizadas en este estudio para aumentar la digestibilidad de la

biomasa.

Se sugiere también realizar pruebas con mayor aumento en la concentracion
enzimatica y probar distintos porcentajes de sdlidos, con el fin de aumentar los

rendimientos de azucares.

Adicionalmente, se puede realizar un PT fisico como la molienda para aumentar la
superficie de contacto de las fibras del BA, con el objetivo de mejorar los efectos del PT,

asi como de la obtencion de azucares.

P. acidipropionici tiene un amplio metabolismo de consumo de azicares reductores, por
lo cual se podria probar distintos tipos de BL, asi como de realizar pruebas de tolerancia

a inhibidores como el HMF y furfural.

El uso de glicerol residual de otros procesos sustentables (como en la produccién de
biodiesel) en la fermentacién con P. acidipropionici de los hidrolizados de BA pretratado
con explosion de vapor podria aumentar la produccion de AP y, por lo tanto, el

rendimiento.
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Anexos

Anexo 1. Clasificacion y estructura de las biorrefinerias

La clasificacion de las biorrefinerias consta de la combinacién de cuatro principales
caracteristicas: Plataforma, productos, materias primas y procesos. Las plataformas son
consideradas la caracteristica mas importante, estas son productos intermedios que
pueden transformarse en otros productos intermedios o finales como: Azudcares C5
(pentosas), C6 (hexosas), lignina, aceites, liquidos piroliticos, proteinas, fibras, etc. Los
procesos estan divididos en termoquimicos, bioquimicos, procesos quimicos y
mecanicos/fisicos. Mientras que los productos se clasifican en dos; energéticos
(biodiesel, bioetanol, biometano, biocombustibles sintéticos, electricidad y calor) y
materiales (comida, comida para animales, fertilizantes, glicerina, biomateriales,
quimicos, bloques de construccién, polimeros, resinas y biohidrégeno) (Cherubini et al.,

2009).

En el caso de los biocombustibles, se clasifican dependiendo de su generacion, la
primera utiliza biomasa de cultivos dedicados con alto contenido de almidén, aztcares
y aceites; la segunda ocupa residuos, tanto agricolas como forestales y desechos
urbanos; la tercera usa cultivos energéticos o microalgas; la cuarta se basa en utilizar
bacterias modificadas con capacidad de aprovechar el CO2 para la obtencién del

producto.

Dependiendo de la biomasa, existen diversas alternativas de procesamiento para la
obtencion de productos, biocombustibles y/o energia, como se muestra en el Anexo 1.
Por ejemplo, al utilizar la paja (BL) como materia prima se tienen dos opciones de
proceso, tratamiento (pirolisis rapida) y pretratamiento (hidroélisis), de las cuales se
pueden obtener las siguientes plataformas respectivamente: aceite de pirolisis y
carbon; lignina, azucares C5 y C6. Siguiendo las lineas de produccién se puede obtener
electricidad y calor, biocombustibles, metanol, ceras, diéxido de oxigeno, fertilizantes,

alimento, entre otros.
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Anexo 1. Estructura de las biorrefinerias. Modificado de: Hingsamer & Jungmeier, 2018.
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Anexo 2. Clasificacion de los pretratamientos
En el Anexo 2 se presentan la clasificacion de los diferentes pretratamientos, las
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ventajas y desventajas, donde se puede comparar con la explosion de vapor, que es un

PT fisicoquimico que presenta una ventaja ambiental y energética en comparacion de

los PT fisicos y quimicos, respecto a los biolégicos, la explosion de vapor es un proceso

mas rapido, aunque puede presentarse complementario a procesos enzimaticos.

Anexo 2. Clasificacion de los pretratamientos, sus ventajas y desventajas.

Clasificacion Pretratamiento Ventajas Desventajas
Molienda Reduccién de la Alta demanda de
cristalinidad de la electricidad y necesidad de
celulosa y tamafio de utilizar otro
particula, incremento de  pretratamiento
area de contacto. complementario.
Fisico Irradiacion Disrupcion de puentes de Son en su mayoria
hidrégeno y cristalinidad intensivos en energia,
de la celulosa, lentos, costosos y con
incremento de area de problemas de escalabilidad
contacto y rapida
transferencia de calor.
Explosién de Uso limitado de Riesgo de condensacion y
vapor productos quimicos, precipitacion de los
. L. requiere poca entrada de componentes solubles de la
Fisicoquimico (o .
energia sin costo de lignina que hacen que la
reciclaje o ambiental biomasa sea menos
digerible
Acido Hidrélisis de Formacién de inhibidores,
hemicelulosa y celulosa,  requiere neutralizacién, y
altos rendimientos. disminucién de tamafio de
particula, también puede
haber corrosion.
Alcalino Hidrdélisis de lignina, Menor efectividad a
bajas temperaturas y medida que aumenta el
presiones, baja contenido de lignina y la
degradacion de azticares  conversidn de alcali en
Quimico comparado con el sales irrecuperables y/o la
pretratamiento acido. incorporacion de sales a la
biomasa durante las
reacciones de
pretratamiento.
Peroxido de Fraccionamiento de la El alto costo de los
hidrégeno biomasa a presion oxidantes es una limitaciéon

ambiente y bajas
temperaturas.

importante para escalar a
niveles industriales y
formacion de inhibidores.
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Microbiolégico

Hidrdélisis de lignina y
hemicelulosa, no
formacion de
inhibidores, bajo
consumo de energia

Lento proceso, perdida de
carbones, necesidad de
esterilizar

s s Enzimético
Biologico

Alteracién de la
estructura,
delignificacién, rapido
proceso, parcial
hidrolisis de
hemicelulosa y bajo
consumo de energia

Alto costo de enzimas y
continua adicion.
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Anexo 3. Productos potenciales a partir de los hidrolizados del bagazo de
Agave
La generacion de bioproductos se realiza a partir de la fermentacion de los azucares

reductores obtenidos de la HE. Estos pueden ser biocombustibles, bioplasticos,
metabolitos secundarios, subproductos o bloques de construcciéon. En el Anexo 3 se
encuentran ejemplos de distintos tipos de productos potenciales obtenidos a partir de
residuos lignocelul6sicos. También se mencionan los microorganismos utilizados,

ventajas, desventajas y aportaciones que se podrian tener al seleccionarlos.

Algunos de los productos potenciales son: biocombustibles, acidos organicos,
bioplasticos, entre otros. Algunos como el etanol y el &cido acético que, si bien son utiles
en la vida diaria, tienen costos bajos en el mercado, por lo que representan una
desventaja al utilizar residuos lignoceluldsicos debido a los procesos que se deben
llevar a cabo. Por ejemplo, la produccién de 2,3 butanodiol con Enterobacter aerogenes
CDBB-B-958 tiene como principal que la cepa se encuentra en la UAM-C, sin embargo,
conlleva un riesgo biologico utilizarla. Algunos microorganismos como Rhizopus
arrhizus DSM 5772 y Aureobasidium pullulans ipe-1 también representan riesgos a la
salud, por lo que han sido descartados para la producciéon de acido fumarico y 8 Poli (L-

acido malico) respectivamente.

La fermentacion IBE tiene una gran ventaja sobre la fermentacion ABE, debido a que la
producciéon de acetona es despreciable, por lo que el producto final no es corrosivo y se
puede ocupar en conjunto como aditivo para motores de chispa. Sin embargo, los
microorganismos utilizados son anaerobios estrictos, lo que representa un aumento a

los costos por el constante flujo de gases como CO2 o Na.

La produccién de biopolimeros como el PHB y P(3HB-co-4HB) tienen como atractivo la
creacion de bioplasticos biodegradables para la sustitucion de plasticos derivados del
petréleo, no obstante, presentan como desventaja los bajos rendimientos a

comparacién de otros productos o el uso de precursores.

Otro producto potencial es el 4cido propiénico con Propionibacterium acidipropionici

ATCC 4875, ya que presenta ventajas de utilizar glucosa, xilosa y arabinosa, ademas de
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la produccién de acido lactico y succinico. En el estudio realizado por Wang et. al.

(2017) se presenta la produccién con diferentes condiciones que dan un panorama

amplio de la fermentacidn.

Anexo 3. Productos potenciales a partir de biomasa lignocelulésica.

Producto Microorganismo Tipo de Observaciones Aportacion Referencia
organismo
Etanol Kluyveromyces Anaerébica ¢ Produccion de e Muy poco
marxianus CICC facultativa Xilitol rentable por baja
1727-5 e Requiere de concentracion de
aireacion, pero baja azucares Du et al,,
Spathaspora rendimientos de  Cepas con 2019
passalidarum ATCC etanol . metaboli.zacién
MYA-4345 e Muy estudiado de Glu, Xil y Ara
e Afinidad por Xil
2,3 Bacillus Anaerodbica < Baja disponibilidad e Sintesis mas
Butanodiol licheniformis facultativa de oxigeno respetuosa al GURAGAIN,
DMS8785 e Generacién de otros ambiente 2015
productos ¢ Producto muy
Enterobacter e Cepa muy poco utilizado )
aerogenes CDBB-B- estudiada industrialmente Tenorio,
958 * Riesgo bioldgico 2019
ABE Clostridium Anaerobica e Super productora e Acetona muy Jaramillo &
(acetona, saccharoperbutylace estricta e Bastante estudiada  corrosiva Cardona,
butanol y tonicum N1-4 e Requiere de 2011
etanol) Clostridium  Analisis separacion
beijerinckii NRRL B- transcripcionales en e Produccion de Sedlar et al.,,
598 su mayoria. biocombustibles 2019
y solventes
IBE Clostridium Anaerdbica e Muy poco estudiada e Produccion de Zhang et al.,
(isopropan beijerinckii BGS1 estricta biocombustibles 2018
ol, butanol Clostridium ¢ Consume acido para motor de
y etanol) beijerinckii DSM lactico producido por chispa Gérando et
6423 (NRRL B-593) contaminaciones en e No requiere
L al.,, 2016
la EH separacion de los
productos
Acido Rhizopus oryzae ME-  Aerdbica e Ha sido estudiada «100gen Dene et al
fumarico F12 e Patente china de $1,200 MXN 5 v
s 2012
mutacion *0.3-04g/g
Rhizopus arrhizus e Fed-batch eUtilizado
DSM 5772 « Patogeno industrialmente, Rodriguez-
oportunista mayormente en Loépez et al,,
productos 2011)
alimenticios.
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e Fermentacién
liquida.
*Obtencion de
algunas cepas a
partir de fruta.
B Poli (L- Aureobasidium Aerobica ¢ Exposicidn créonica ¢ Biopolimero
acido pullulans ipe-1 provoca neumonitis nuevo, poco Cao et al
malico) (CGMCC no. 3337) e Alta concentracion  estudiado y con 2020 v
de glucosa y poca aplicaciones
produccion. biomédicas.
Acido Clostridium Anaeroébica « Acido acético, e Componente
butirico tyrobutyricum DSMZ hidrégeno y CO.. valioso para la Fu et al,,
2637 produccién de 2017
productos
Clostridium « Butanol quimicos y
tyrobutyricum RPT- materiales Liu et al
4213 e Se produce a ”
partir del 2013
petroleo.
Acido Moorella Anaerdbica e Muy comercial e Muy poco
acético thermoacetica ATCC » Pocos estudios al rentable por baja
39073 respecto concentracion de )
e Cepa consumidora  azucares Ehsanipour
de COy, Gly, Xil, Fru. e Producto etal, 2016
generado por el
pretratamiento.
Acido D- Lactobacillus Anaerdbica e Altos rendimientos e Polimeros de Zhang &
Lactico delbrueckii ATCC 0.81 g/g aztcar polilactato (PLA) .
s Vadlani,
9649 bioplastico 2013
biodegradable y
Bacillus e Muy poco estudiada biocompzfltible. Aulitto et al,
coagulans MA-13 ¢ 167 articulos al 2017
respecto.
Acido Propionibacterium  Anaerdbica e Glu. Xil y Ara. e Esun
propioénico acidipropionici ATCC facultativa e Acido lactico. conservante e Wang et al,,
4875 e Estudio muy intermedio 2017
completo. quimico en las
Propionibacterium e Acido acético, 4cido 1ndustr1a§ i
freudenreichii DSM succinico. * Se,})a}rac10n de
49027 e No consumio Xil, a los ?Cl_dos Ammar et
pesar de su Organicos. al,, 2020
capacidad.
Acido Actinobacillus Anaerdbica e Acido formicoy e Uso en .
;. , o Xietal,
succinico succinogenes NJ113 acético solventes verdes 2013

y plasticos
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Basfia
succiniciproducens
BPP7

e Acido lactico.
eFed batch.
e Adicion de Glu.

biodegradables e
ingredientes
para estimular el
crecimiento de
las plantas.

e Rendimientos
altos (0.8-0.9

g/8)

Cimini et al.,
2019

PHB
(Polihidrox
ibutirato)

Paraburkholderia
sacchari DSM 17165

Ralstonia eutropha
NCIMB 11599

Aerdbica

e Fed batch
e Rendimiento de 0.2

g/g

e Rendimiento de 0.3
g/g

« Plastico
biodegradable

e Propiedades
fisicasy
quimicas
similares a las de
los plasticos

* Resistente al
agua

¢ 100%
biodegradable

e Bastante
estudiado por su
potencial

Li & Wilkins,
2021

Annamalai
&
Sivakumar,
2016

P (3HB- co
-4HB) (poli
(3-
hidroxibuti
rato- co -4-
hidroxibuti
rato))

Burkholderia
sacchari DSM 17165

Aerobica

e Precursores: 1,4-
butanediol y Gamma-
butirolactona.

¢ Variedad de
propiedades
mecanicas desde
plastico
cristalino duro
hasta caucho
muy elastico.

e Aplicacién en
los campos
médico y
farmacéutico.

Cesario et
al, 2014
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Anexo 4. Estudios del AP para prevencion y tratamiento de enfermedades

En su uso como conservador se ha reportado que inhibe el crecimiento de Aspergillus
flavus, proliferans y chevalieri, Bacillus aerdbicos, Salmonella, entre otros (Liu et al,,
2012; Dijksterhuisa et al., 2019). A parte de estos microorganismos, también se
encuentra inhibicién eficaz de crecimiento de Campylobacter jejuni, este es un patégeno
asociado al pollo, ademas fue eficaz para reducir los recuentos de psicrotrofos y

Pseudomonas durante el almacenamiento (Gonzalez-Fandos et al., 2015).

Adicionalmente, se han realizado estudios para analizar los beneficios del AP en la flora
intestinal del ser humano, ya que podria considerarse beneficioso en el contexto de la
prevencién de la obesidad y la diabetes tipo 2. Ademas, reduce el contenido de acidos
grasos en el higado y el plasma, reduce la ingesta de alimentos, ejerce acciones
inmunosupresoras y probablemente mejora la sensibilidad a la insulina de los tejidos

(Al-Lahham et al., 2010).

Se han realizado pruebas en ratas siete dias antes de destetarlas, donde se
suplementaban con AP, los resultados obtenidos llevaron a la conclusién del valor
potencial del AP para la prevencién y el tratamiento de enfermedades intestinales,
como la enterocolitis necrotizante y la regulacién de la nutricién en los recién nacidos

(Xia et al.,, 2017).

Actualmente, se ha encontrado que el AP producido por fermentacién bacteriana tiene
efectos oncoprotectores, que podria servir como una opcién terapéutica
potencialmente efectiva para el tratamiento del cancer de cuello uterino (Pham et al,,
2021). Asi también se han realizado estudios para el Parkinson in vitro, con el fin de
determinar los efectos del AP como neuroprotector, donde se muestra un potencial
beneficioso en las células mesencefalicas primarias lesionadas por rotenona (Ostendorf

etal., 2020).

Adicionalmente se llev6 a cabo un estudio en pacientes con esclerosis multiple, donde
concluyeron que el AP puede servir como un potente complemento inmunomodulador

(mejora la respuesta inmunitaria) para los medicamentos contra la esclerosis multiple
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(Duscha et al., 2020). Debido a los diversos usos y sus relevancias en estudios clinicos,

se encuentra potencial en su bioproduccion.

Anexo 5. Curvas estandar de las metodologias

Curva estandar de peso seco de las bacterias (g/L) y absorbancia (600 nm).

1.75
| Equation y=a+bx
Weight Instrumental
1.50 1 1 Peso secode  Intercept vanm:use Smwa’: ;:27 i
| bacterias Slope 1.6833 0.04952
) "
S 125 S
& 1.00 )
(5} yd
@© 4 e
(O] . o
- 075 i
o]
8]
(0]
9 0.50
O /
N ﬁ
0.25 - g
P
4 .
0.00 T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Abs

Anexo 4. Curva estandar de la concentracién de las bacterias.
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Curva estandar de concentracion de DQO y absorbancia (620 nm)

DQO (mg O /L)

AT (g/L)

1000 Equation 7= 7B% -
Weight Instrumental /
Value Standard Error
Intercept 1.48403 69.63598
" Dao Slope 3236.64063 12.07618 >
750 p
| il
500
250 2
,"-’
0 — 17—
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
abs
Anexo 5. Curva estandar de DQO.
Curva estandar de concentracion de AT y absorbancia (485 nm)
Bt e i P
Value Standard Error i
J Intercept -0.00203 0.00308
Al Slope 0.11473 0.00147 ’
0.08 - "
0.06 - f
0.04 - s
0.02 - %
0.00 ' , . . . r , . .
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Abs

Anexo 6. Curva estandar de AT.
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Curva estandar de AP en HPLC. Concentracion de AP vs area bajo la curva

(mRIU*s)

Curva estandar de Glu en HPLC. Concentracion de Glu vs area bajo la curva

(mRIU*s)

mRIU*s

0.008

0.007

0.006

0.005

0.004

0.003

0.002

0.001

0.000

Equation
Weight

R2

mRIU*s

y=a+b'x
No Weighting
0.98346

Intercept
Slope

Value Standard Error

-321951E-4
000754

3.07213E-4
5.00344E-4

0.0

0.2

0.4

AP (g/L)

0.6

0.8

Anexo 7. Curva estandar de AP.
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Curva estandar de Xil en HPLC. Concentracion de Xil vs area bajo la curva

(mRIU*s)

Anexo 8. Curva estandar de Glu.

0.014
Equation y=a+b'x P |
N Weight No Weighting 4
0.99604
Adj. R-Square
0.012 + Value Standard Error
Intercept 165854E-4  2.71192E-4
' HAILER Slope 001401  4.41678E-4
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=2 ] n
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£ 0.006
0.004
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Anexo 9. Curva estandar de Xil
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Curva estandar de Ara en HPLC. Concentracion de Ara vs area bajo la curva

(mRIU*s)
0.0175
1 | Equation y=a+b'x ,/l-
-Square 0.9886
001 50 = A s Value Standard Error
- Intercept -6.56098E4 5.64508E-4
mRILS: Siope 001715 9.19385E-4
0.0125 ., g
0.0100 d
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0.0075 P
E /
0.0050
i ///’
0.0025 | L
] n
0.0000 T T T T T T T T T
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Curva estandar de Gal en HPLC. Concentracion de Gal vs area bajo la curva

Anexo 10. Curva estandar de Ara.
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0.0175
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Anexo 11. Curva estandar de Gal.
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Curva estandar de Man en HPLC. Concentracion de Man vs area bajo la curva

(mRIU*s)
0.020
Equation y=a+b% n
4 Adj. RSquare 098481 P
Value Standard Error
Intercept -9.19612E4 7.01135E-4
0.015 - Rkl Slope 001842 0.00114
. /,/.
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[
£ /,i
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Anexo 12. Curva estandar de Man.
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